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INTRAMOLECULAR REACTIONS AS NON MIMETIC MODELS OF ENZYME CATALYSIS.
This review gives a critical idea on the importance of intramolecular reactions as models for enzy-
matic catalysis. Intramolecular lactonizations, ester and amide hydrolysis studies result in theories
which try to explain the difference between intermolecular, intramolecular and enzyme reactions
and rationalize the enhancement promoted by these biological catalyst.
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A grande diferenca de velocidade entre reacdes enzimaticas
e ndo enzimdticas (10'%-10'%) tem despertado o interesse de
pesquisadores de diferentes dreas e direcionado seus esforgos
no sentido da compreensiio do mecanismo pelo qual atua uma
enzima'® além disso, a recente descoberta do envolvimento
de enzimas proteoliticas na replicagdo do HIV confere extre-
ma importancia ao assunto, pois sendo de interesse bioldgico,
a industria mundial investe bilhdes de délares anuais no do-
minio da tecnologia para o uso das préprias enzimas no tra-
tamento de doencas como a AIDS’. Por outro lado, a defini-
¢do da estrutura do complexo enzima-substrato, a especifici-
dade das reagdes intermediadas por enzimas, a natureza da
constante de velocidade para as diversas etapas da reagio
efetuada por essas biomoléculas e a explicacfio para a magni-
tude da constante de velocidade, sdo limitadas pelas técnicas
disponiveis para estes estudos. Por isso, apesar dos inlimeros
esforgos até agora realizados, nenhuma enzima teve seu me-
canismo de acdo e as razdes intrinsecas do seu poder
catalitico, totalmente elucidados'% 19,

Modelos para as reagdes enzimdticas s6 puderam ser pro-
postos e estudados a partir de informagdes sobre natureza da
composicio do sitio ativo da enzima, obtidas com o advento
de técnicas de cristalografia de raio-X''"!*. Assim, a partir de
meados deste século, devido principalmente a limita¢des técni-
cas e ao grande nimero de varidveis impostas pela complexi-
dade das enzimas, pesquisas mecanisticas de reagdes modelos
que simulam a ligacdo no complexo enzima-substrato, além
das transformacdes quimicas ocorridas no sitio ativo das
enzimas, tiveram um impulso muito grande. Este tipo de abor-
dagem resultou num avango significativo nesta area de conhe-
cimento e mudou radicalmente as formas de estudar e entender
a catdlise enzimdtica'*!?,

Nao sendo muito sofisticadas, reacdes modelos tornam possi-
vel o entendimento do processo quimico desencadeado durante
a aclo da enzima; por exemplo, pesquisas sobre a hidrélise in-
tramolecular de acetais podem, atualmente, ser associadas ao
mecanismo de agdo da lisozima'*'3, Usando palavras de Thomas
H. Fife: “um modelo ¢é talvez o método com maior chance de
sucesso, na tentativa empreendida pelo cientista, para compre-
ender as reagdes complexas que envolvem enzimas - tais como
lisozima e carboxipetdase - para as quais o substrato natural
ndo é disponivel para um estudo cinético detalhado.”

Além de fornecer uma explicagiio mecanistica razodvel, uma
reagdo modelo cuidadosamente elaborada deve ser capaz de
explicar quantitativamente a magnitude da velocidade de rea-
¢do observada para uma reagdo enzimdtica. Entdo, um modelo
oferece a oportunidade para a observagdo pormenorizada de
uma série de fatores individuais e relevantes ao processo
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catalitico desencadeado por essas macromoléculas bioldgicas.
Observando-se esses mesmos modelos, informagdes sobre a
catdlise em solugdo aquosa também sédo obtidas, o que eviden-
cia a importincia primdria do trabalho independente de qual-
quer relac@o entre o modelo € a reagéio enzimdtica, ou seja, a
importincia cientifica deste trabalho é oriunda da possivel
melhora de nossos conhecimentos sobre as leis que governam
a catdlise - esteja ele associado ou ndo diretamente a um sis-
tema enzimdtico.

REACOES MODELOS

Reagdes quimicas intermediadas por enzimas sdo extrema-
mente rdpidas, estereoespecificas e ocorrem sob condigGes
brandas de pH e temperatura. Por outro lado, reag¢des intermo-
leculares, nas quais estdo envolvidos os mesmos grupos funci-
onais, podem demorar horas mesmo sob condi¢gSes extremas,
tabela 1. A hidrdlise do acetato de etila na presenga do 4cido
acético, por exemplo, tem um tempo de meia vida de 90 anos,
e mesmo depois deste periodo a hidrélise pode ndo ser detec-
tada. Determinadas amidas para serem hidrolisadas precisam
ser refluxadas por 10 horas em HCl IM.

Esta disparidade tem estimulado um nimero incontdvel de
quimicos, das mais diversas dreas, a buscar uma explicacgiio
mecanistica para a agiio enzimdtica e, conseqiientemente, des-
vendar os fatores responsdveis pelo poder catalitico destas
biomoléculas. A partir da década de 60, com o advento de
técnicas de difracio de raio-x que possibilitaram a determina-
¢fo da estrutura tridimensional de algumas enzimas, um cres-
cente volume de informag¢des vem se acumulando e algumas
relagdes de estrutura-atividade passaram a ser elaboradas. Es-
forcos considerdveis tem sido realizados tanto no campo de
enzimas artificiais, como de modelos miméticos baseados em
sistemas mais simples que imitem a reagido enzimitica como
um todo. Estes culminam com um modelo no qual acredita-se
que as enzimas realizam suas fungdes cataliticas fixando o
substrato de modo a aproximar os grupos reacionais e ligar-se
selectivamente ao estado de transi¢do, promovendo a estabili-
za¢io do mesmo e portanto a catélise. Nestes termos, o enten-
dimento do fendmeno catalitico pode ser definido em termos
do reconhecimento molecular do estado de transi¢io?!.

Nesta revisdo bibliogrifica, estamos apresentando especifi-
camente modelos nos quais uma caracteristica especifica da
agfio enzimitica é imitada (modelos ndo miméticos)'’. O obje-
tivo fundamental desta metodologia de estudo da catélise
enzimdtica é entender de forma quantitativa os diferentes as-
pectos fisico-quimicos de cada um dos fatores que contribuem
para a eficiéncia catalitica observada.
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Tabela 1. Comparagiio entre velocidades de reages enzimdticas e intermoleculares similares.

Enzima Anidlogo Velocidade Velocidade
ndo enzimatico enzimitica (Ve, s") ndo enzimitica (Vo, s") Ve/Vo
Lisozima Hidrélise de acetais 5x 107! 3x 107 2 x 108
(catdlise bdsica geral)
Quimotripsina Hidrélise de amidas 4x 107 I x 1079 4 x 10}
(catdlise bdsica geral)
Fumarase Hidratagio de alcenos 5 x 10? 3 x 107 2 x 104

(catdlise dcida geral)

Os modelos nio miméticos
duas categorias:

i) aqueles que analisam a interagfio entre o substrato e a
enzima no complexo enzima-substrato, dando origem aos estu-
dos dos compostos de inclusdo formados essencialmente por
ciclodextrinas e éteres coroa. ii) os direcionados para os prin-
cipios fisico-quimicos que governam as modifica¢Ges nos siti-
os ativos das enzimas, abordados mais freqiientemente por re-
acOes intramoleculares.

Reagdes intramoleculares t€m sido apresentadas como mode-
los simples, a partir dos quais se tem buscado explicagBes para
o grande poder catalitico das enzimas em sistemas bioldgicos.
Os principios sob o qual fundamentam-se tais modelos, estabe-
lecem que os mesmos pardmetros fisico-quimicos que governam
a reatividade entre dois grupamentos funcionais em uma reagéo
intramolecular, também estdo presentes para estes mesmos
grupamentos quando constituem o sitio ativo da enzima.

Com o estudo principalmente de reagdes intramoleculares
de lactonizagfio, hidrdlise de ésteres e hidrélise de amidas,
como modelos para catdlise enzimadtica, surgiram teorias como:
Molaridade Efetiva, Direcionamento de Orbitais, Controle
Estereopopulacional e a Teoria Espaco-Temporal. Estas teorias
€ as principais criticas as mesmas, abordadas nas préximas
secdes, reivindicam para si a primazia dos efeitos de aumento
de velocidade observados em sistemas intramoleculares quan-
do comparados as reagGes intermoleculares similares e estabe-
lecem uma analogia com os fatores que determinam os enor-
mes efeitos cataliticos exercidos pelas enzimas.

podem ser subdivididos em

MOLARIDADE EFETIVA

As reagdes intramoleculares freqiientemente ocorrem a uma
velocidade muito maior que a velocidade das correspondentes
reacdes bimoleculares. A crenca de que as conseqiiéncias da
intramolecularidade podem ser utilizadas para melhor entender
o mecanismo da agdo enzimdtica, tem despertado um conside-
rdvel interesse por estes processos.

Os dados escassos que existem sobre catdlise intramolecu-
lar indicam que as mesmas leis que governam a eficdcia rela-
tiva da catdlise intermolecular dcido-base geral e da catilise
intermolecular nucleofilica-eletrofilica mantém-se para os sis-
temas intramoleculares. Contudo, esta generalizagdo deve ser
feita com cautela, pois as interag@es intramoleculares sio em
geral muito mais fortes, podendo resultar inclusive em mu-
dancas mecanisticas, devido aos fortes efeitos presentes tais
como dessolvatagiio, interagdes ligantes e ndo ligantes, tensdo
angular e estérica e tantos outros fatores que ndo sfio normal-
mente esperados em reagdes intermoleculares'®2!,

Uma comparaciio cinética das catdlises intra e intermolecu-
lares correspondentes revelam algumas diferencas profundas.
Essas catdlises correspondem a processos de primeira e segun-
da ordem respectivamente; consegiientemente, nfo estio sujei-
tas & comparagdo direta. Entretanto, uma relagdo entre as cons-
tantes de velocidade para a reacfio intramolecular (kintra) e
intermolecular (kinter) pode ser estabelecida gerando um ter-
mo conhecido como Molaridade Efetiva (ME), equagiio 2, que
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tem unidades de moles/litro e é interpretado como sendo a
concentrag@o do nucleéfilo, ou eletréfilo, na reagfio intermole-
cular, necessdria para que esta e a reagdo intramolecular te-
nham velocidades equivalentes. Em outras palavras, estes cal-
culos definem a molaridade efetiva como a concentragio de
catalisador externo necessdria para igualar a concentragiio efe-
tiva (local) do catalisador interno?'.

k inrr(um)l(:cular(.\"’)

ME = (2)

k intermolecular(M™'s")

Por exemplo, a enolizagdo do o-isobutirilbenzoato ao ser
comparada com a enolizagdo da acetofenona catalisada pelo
fon benzoato revela uma molaridade efetiva equivalente a 50
M. Este fator torna a constante de velocidade de segunda or-
dem da reacdo intermolecular igual & constante de velocidade
da reacdo intramolecular e pode ser interpretado como
indicativo de que a concentragiio efetiva do fon o-carboxilato
no o-isobutirilbenzoato ¢ igual a 50 M. Em sistemas alifdticos
menos rigidos envolvendo o dcido levulinico, a eficiéncia da
catdlise intramolecular é menor e o fon carboxilato interno é
equivalente somente a 1 M do ion carboxilato externo.

Apesar da facilidade de comparagfio entre as velocidades
das reagOes intramoleculares e intermoleculares que nos forne-
ce valores para a Molaridade Efetiva, algumas consideragdes
devem ser levadas em conta na hora de fazermos tais cdlculos.
Entre elas, deve-se enfatizar que as reagdes comparadas devem
ocorrer pelo mesmo mecanismo. Além disso, como nem sem-
pre as reagOes intermoleculares sdo observadas nas condigdes
utilizadas para as reagdes intramoleculares, muitas vezes sio
necessdrias corregdes devido a diferenca dos pKa dos grupos
de ataque e de saida, diferenca nos meios reacionais, etc. Estas
corre¢des nem sempre diminuem o valor da ME e muitas vezes
chegam mesmo a aumentd-lo.

Kirby tem se preocupado em recopilar os dados existentes
sobre a molaridade efetiva para uma série de reacdes
intramoleculares??. Dentro deste amplo levantamento de dados
pode-se perceber que uma reagdo que procede por catdlise
nucleofilica intramolecular é muito mais eficiente que outra
que ocorre por catdlise bdsica geral em solugdo. Entdo, um
método bastante direto para identificar o mecanismo pelo qual
determinada reacdo ocorre, surge quando determinamos suas
molaridades efetivas, tabela 2.

Tabela 2. Valores de molaridade efetiva para rea¢Ges que pro-
cedem por catdlise intra e intermolecular.

Molaridade Efetiva

Catélise nucleofilica intramolecular Catdlise bdsica-geral

de 102 a 1016 menor de 80

Uma explicacfio para esta observagiio considera que, em li-
nhas gerais, o fator mais importante na defini¢io do tipo de
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Tabela 3. Efeito orientacional sobre a velocidade de lactonizag¢do de dcidos y-hidroxicarboxilicos.

CH}CHZOH oot mon
Composto + Q/m @mm AQ?I“::” p@
CH3;COOH ! v M W
Viel. 1 79 305 6630 1.027.000
Vel corrig. I 413 17 1660 18.700

.

mecanismo € a distincia em que se encontram o0s grupos
catalfticos na molécula. Quando a distincia entre os grupos
cataliticos € da ordem da soma de seus raios de van der Waals,
eles se encontram dessolvatados e observa-se um valor de
molaridade efetiva alto. A uma distincia maior que esta, en-
contram-se moléculas de dgua entre os grupos catalfticos e uma
catdlise bdsica-geral é observada®’.

A énfase na discussdo prévia destaca que a proximidade ¢
de importincia primordial. Isto certamente é verdade, mas jun-
to com ela, a importincia da orientagfio correta para uma
catdlise efetiva em sistemas intramoleculares também deve ser
considerada. O catalisador deve nfio somente ter uma grande
concentragdo efetiva local, mas também deve ter a orientagio
estereoquimica correta.

DIRECIONAMENTO DE ORBITAIS:

Testando a sensibilidade de reagdes quimicas a orientagfo
dos dtomos que participam do sitio reacional, Koshland estudou
a velocidade de esterificacfo e lactonizaciio de y-hidréxiacidos® .

Quando comparadas 2 velocidade de esterificacio entre o
dcido acético e etanol, as reagdes de ciclizagdo intramolecu-
lar ocorrem 10 vezes mais rapidamente que a reacdio inter-
molecular. Mesmo depois que corre¢gdes para efeitos de pro-
ximidade, tensdio e efeitos conformacionais sio feitas, um
fator de aumento de velocidade de até 10* permanece sem
explicacdo, tabela 3.

Conforme a abordagem de Koshland, durante a formagdo
dessas estruturas ciclicas, o ataque do oxigénio hidroxilico
sobre o carbono carbonilico tem uma orienta¢iio limitada se
comparada as orientacdes das colisdes que ocorrem ao acaso
em processos bimoleculares. Este fator orientacional, repre-
sentado por 1/6, fornece uma estimativa do aumento de veloci-
dade observada em reagées enzimdticas devido a otimizagéo
da orienta¢do dos orbitais dos dtomos reacionais em questao.
8 ¢ o dngulo definido pela fracéo da superficie sélida, de um
dtomo de simetria esférica, sujeita & rea¢do ao longo de um
caminho selecionado na coordenada de reagéo.

Um fator de aceleragiio de reagiio da ordem de 10% estd
longe de conferir as reagbes intramoleculares andlogas a
mesma velocidade das reagdes enzimdticas. Porém, a com-
binagdo de vdrios grupos cataliticos ancorados numa unica
estrutura carbdnica, a exemplo do que ocorre num complexo
enzima-substrato, pode revelar fatores tdo grandes quanto
10'2, justificando a origem do alto poder catalitico
das enzimas.

Em um experimento adicional de comprovagdo de sua te-
oria, Koshland testa o efeito da substitui¢io de um 4dtomo
de oxigénio por um dtomo de enxofre sobre a componente
angular das reagdes de lactonizagfio anteriormente apresen-
tadas. Como resultado, a razfo entre as constantes de velo-
cidade de lactonizagdo em meio dcido e tiolactonizagdo em
meio bdsico sdo 70, 115, 2,5x10* e 426 para os compostos
I, 11, I e IV, respectivamente. A marcante desacelerago
de velocidade para os compostos tioandlogos, especialmente
para a razdo ky/ky, € interpretada como um desvio desfa-
vordvel nos dngulos de aproximagfo entre os orbitais atdmi-
cos dos grupos reacionais, tornando a estrutura do tiol,
(B), menos produtiva orientacionalmente®*, figura 1.
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(A) (B)
Figura 1

Nesta etapa, a teoria de Direcionamento de Orbitais estd
delineada, porém nio totalmente aceita; entdo Koshland, fa-
zendo uso da teoria do estado de transi¢do, procura consolidar
suas hipéteses através de cdlculos das fungdes de particdes
vibracionais, rotacionais e rotacionais internas que sio neces-
sdrias a avaliagio do fator estérico p, presente na lei de velo-

cidade derivada da teoria das velocidades absolutas:
k= -Ey/RT 2627 _ i ) . i
=pze . O fator p é associado ao fator 8 e é

avaliado de acordo com a metodologia de andlise de Benson®*.

£ # #
9 ABRu) 9 AB(Vib) QaB(Rot.Iny

p= | | (1)

- # #* # * # # #
Gasron " TaRoen " ABRoy  Daviny " ABeviny - FARoLI * A B(RotIn)

A partir da equagio (1) obtém-se valores de 107-10" para
a reagdo de formacdo do formiato de metila, considerando na-
turezas diferentes para o estado de transic¢do, tabela 4,

Como, pelas argumentagdes de Koshland, 8 (o fator de ori-
entagdo) € o reciproco de p; a magnitude da aceleragiio deriva-
da pela teoria do estado de transi¢iio é a mesma daquela obtida
a partir das hipdteses iniciais do Direcionamento de Orbitais
baseadas na teoria das colisdes. Assim, efeitos orientacionais
dos dtomos reagentes podem contribuir significativamente para
reagBes enzimdticas.

As primeiras refutagdes as idéias de Koshland surgiram
ainda na década de 70 com Capon®, Detar e Thomas C.
Bruice® que num trabalho de cunho teérico demonstra que,
para dtomos ou grupo de dtomos de simetria estérica, uma raziio
de velocidade kinya/Kiner = 10° requer uma orientagdo critica de
0,1 entre os grupos participantes da reagfio, figura 2. Conclui-se
que, qualquer desvio na orienta¢iio dos orbitais, desta ordem de
magnitude, deverd reduzir drasticamente a velocidade da reagfo.
Porém, a amplitude das vibragfes angulares numa molécula a
temperatura ambiente oscila entre 5° ¢ 10° e, obviamente, tende
a aumentar com o aumento da temperatura. Este fato, aplicado a

ot 6= 1t.r2/47't.F§2

2 1/2
o=10 .%raus)

Figura 2. Representagdo de wm grupo de simetria esférica, somente uma
pequena por¢do de sua superficie € reativa (drea sombreada). A magni-
tude de 200 é um indicador de qudo critica é a orientagio do grupo.
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Tabela 4. Cailculo das fungdes de particdo e do fator estérico para reagdo de formagdo do formato de etila.

q MeOH HCOOH ETfmuxo ETmédin ETn’gidn
Giror) 3,175x10° 8,908x10? 98x10° 98x10° 82x10°
Glcotint) 1,431 1 ~60 ~60 ~10
Gevin) 1,091 1,117 57 4,1 2.4
GAB(roL) — — 1,6x10° 1,6x10° 1,2x10°
3 —_ — 4,4x107 3,2x10* 3,6x107°

teoria de Koshland, requer que a velocidade de uma reacdo qui-
mica diminua com o aumento da temperatura. Por outro lado,
cdlculos computacionais do tipo CNDO/2 determinando o meca-
nismo de agdo da a-quimotripsina®® confirmam a importincia
do direcionamento de orbitais.

Criticas de cunho experimental & natureza orientacional das
reagbes enzimdticas e intramoleculares, sdo feitas examinan-
do-se a reatividade entre grupos tuncionais ancorados numa
estrutura carbdnica rigida com angulos e distincias bem defi-
nidos*?, tabela 5.

Tabela 5. Efeito da estrutura sobre a velocidade de lactoniza-
¢do de hidroxidcidos catalisada por dcido a 25°C.

bu N doon Sn HONEAOOH

Composto E&(’w L&/‘m + doon 2&4"
Viel | 1,2 36 22
angulo o1c203 70 80 76 85
vyt 0,0083 0,01 0,30 0,18

Cilculos computacionais, realizados sobre a série de com-
postos VIII, IX, X e XI, revelam que os pares VIII - [X e X -
XI tém energias de formacdo similares e distincia entre o oxi-
génio hidroxilico e o carbono carbonilico também similares
(2,83 A para VIIl e IX ¢ 2,81 A para X e XI ); a diferenca
entre os angulos O,;C,Csy é de 10" para cada par.

Conforme os dados, as velocidades de lactonizagdo de VIII
e IX sdo semelhantes, o mesmo acontecendo para X e XI. Se
a adigio a compostos carbonilicos fosse extremamente depen-
dente de fatores angulares uma variagdo de 10° no angulo en-
tre os orbitais dos dtomos reacionais deveria produzir um va-
riagio de 10* na velocidade da reagiio o que niio é observado
neste estudo colocando em ddvida o rigor do direcionamento
de orbitais como fator determinante da alta reatividade de pro-
cessos biolégicos controlados por enzimas.

CONTROLE ESTEREOPOPULACIONAL

E razodvel supor que, durante a formagdo do complexo
enzima-substrato, a enzima limita o substrato a uma tinica con-
formagdo, possivelmente aquela mais favordvel ao desempe-
nho de sua fun¢éio catalitica. Esta restri¢io conformacional pode
ser imposta por meio de ligacdes de hidrogénio, atragio ou
repulsdo eletrostdtica, repulsdo de van der Waals, repulsio do
tipo par ndo compartilhado e outras. Tal diversidade de fato-
res, capazes de produzir um tnico efeito, foi englobada numa
teoria denominada Controle Estereopopulacional.

A quantificagdo do fator de aumento de velocidade devido
a restricdo conformacional foi feita por Milstien e Cohen, es-
tudando como reagfio modelo a lactonizagiio de derivados do
dcido o-hidroxihidrocindmico, XII*, a ciclizagdo de mesilatos
de 3-(o-hidréxifenil)-1-propila, XIII*, e a formagio de
anidridos derivados do dcido homoftilico, XIV*, esquema 1.

Em tais casos, quando R4 € um grupamento CHj3, observa-
se uma velocidade relativa de reagio 10 vezes maior que a
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velocidade da reagdo para o composto ndo substituido. Milstien
e Cohen atribuiram este fator de aumento de velocidade a um
“bloqueio” pelos grupamentos metilicos que resulta num con-
gelamento conformacional da cadeia lateral no rotimero mais
produtivo para a reaciio, tabela 6, aumentando a populagio
deste conformero®.

HOOG,
)
R,
K Ry
—
[ s
R,
X1t
R
Ry, N
R,
p—
4 Ry
HOOC, ¢ 0, )
Hox
K
Ry R, ; R,
R, R R,
——
| Rs i Ry
% %

Esquema 1

A velocidade relativa de 10'' tem merecido maior aten-
¢do por parte dos autores; pois, se para XIII e XIV as velo-
cidades encontradas sdo fatores tipicos para o efeito de contro-
le estereopopulacional, entdo a reagiio de XII estaria recebendo
contribui¢des de varidveis ndo identificadas até aquele momen-
to. Bruice® demonstrara, estudando a hidrélise de monofeni-
1ésteres derivados de dcidos dibdsicos, que o efeito do aumen-
to de velocidade devido a restrigio conformacional dos grupos
reacionais €, na verdade, bem menor.

Karle e Karle mostraram, a partir de dados de cristalografia
de raio-X, que para o composto XII, quando R4=Rs=R7=Ry4=CH3,
os dngulos de ligaciio entre os dtomos do anel benzénico sofrem
desvios do valor padrdo de 120°. Assim, o alivio da tensdo an-
gular do estado fundamental, & medida que este conduz ao esta-
do de transicio, é a principal forca diretora da reagio™.

Danforth e Nicholson®” estudaram as velocidades de lacto-
nizagdo dos compostos XV e XVI, para os quais a tensdo an-
gular (2 primeira vista) ndo € o fator determinante da velocida-
de. As velocidades relativas de ciclizagio sdo 150 ¢ 21.000
respectivamente e atribuem o valor de 10* para a magnitude
do aumento de velocidade oriundo de limitagdes conformacio-
nais no curso de reacdes quimicas.

HOO HOOC.
H HO
XV XVI
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Tabela 6. Efeito da substituicdo de hidrogénio por metila sobre a

velocidade relativa de ciclizacdo de XII, XIII e XIV.

Ry Rs Re R, Ry X1 X1 X111 X1 X1V XIv?®

H H H H H 1 1 1 1 1 1

H H H H CH; — — — — 10 —

H H H CH; CH; — — 3,5 — — —

H CH; H CH; CH; 6,8 — 7 —_ — —

H CH; H H H — 1 — 1,6 52 1

H CH, H H CH; — — — — 50 —
CH; H H H H 4.440 4.440 3.100 3.100 82.000 82.000
CH; H H H H 16.700 —_— — — — —
CH; H H CH;4 CH; — — 10.464 — — —
CH; CH; H CH; H 8x 100 — — — — —
CH, CH; H H CH; 3x10! — — — — —
CH; CH; H CH; CH; 3x10" — 9x10* — —_ —
CH; CH; CH; CH; CH; — — — 2x10° 8x10° —
CH; CH; H H H — 5x101° — — — 16.000

* velocidades relativas corrigidas

Por outro lado, a andlise dos dados da tabela 6, no que
concerne a formacio do anidrido XIV, revela um aumento de
velocidade de apenas 10 vezes quando o derivado do 4cido
homoftdlico com R4-Rg=CHj3; é comparado com XIV com o
derivado no qual R4=CHj3, R5-Rg=H. O mesmo tipo de substi-
tuicdo nos compostos XII e XIII produz um aumento de velo-
cidade de 107 e 10% respectivamente. Hillery e Cohen® con-
cluem, portanto, que a tensdo angular nio é o fator determi-
nante da velocidade e o controle estereopopulacional é respon-
sdvel por um aumento de velocidade maior que 10%,

TEORIA ESPACO-TEMPORAL

Em 1985, avaliando o efeito da proximidade em reagdes
bimoleculares do tipo Sy2 entre iodeto de metila e piridina®!,
Menger observou um aumento de aproximadamente doze ve-
zes na velocidade quando a concentragido do nucledfilo é au-
mentada de 1% para 100% (12,4M de piridina). Comparando
seus resultados com a observagiio de outros autores sobre a
velocidade de reagdes intramoleculares, conclui: “o efeito de
proximidade € manifestado em reagdes intramoleculares porém
nio em reacgdes intermoleculares”. Logo, proximidade é um
componente necessdrio, todavia ndo suficiente para explicar a
alta reatividade de sistemas intramoleculares e conseqiiente-
mente enzimaticos.

A questdo fundamental levantada na época é traduzida da
seguinte forma: Por que efeitos de proximidade sdo observados
em reagbes que ocorrem intra € ndo intermolecularmente?; ou
ainda: Por que certas reagGes intramoleculares sfo caracteriza-
das por valores tdo grandes de molaridade efetiva?

Koshland tem argumentado que orientagio e proximidade
sdo os principais fatores responsdveis por essa discrepincia;
porém, a severa dependéncia angular imposta por sua teoria
encontra barreiras & sua aceitacdo. Além disso, tem sido de-
monstrado que sdo poucos os sistemas que possuem uma “ja-
nela de reagio” estreita®?,

Page e Jencks sustentam que uma reagdo intramolecular é
mais rdpida que uma reagio intermolecular, porque a primeira
€ favorecida entropicamente. Cdlculos teéricos sobre a dimeri-
zagfio Diels-Alder do ciclopentadieno em fase gasosa®’ demons-
tram que uma reagfio intramolecular pode ser 10° vezes mais
rdpida que uma reagfio intermolecular e que o congelamento de
um grau de liberdade rotacional de uma ligagdo quimica gera
um aumento de 5 vezes na velocidade da reagio. Nao havendo
nada de extraordindrio na extrema reatividade destes processos
de ciclizagdo, valores elevados de ME seriam esperados e sua
relevincia para a catdlise enzimética deveria ser minima. Con-
tudo, valores de ME menores que a unidade sdo descritos na
literatura®® e os teoremas entrépicos falham ao explicé-los.
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Por exemplo, os compostos XVII e XVIII, modelos de
metilases (O-metil transferases)**, nio mostram relagio
entrépica com a velocidade de ciclizagio.

AS*120= - 3Te.u AS 0= + ldeu

Adicionalmente a avalia¢iio dos parimetros de ativagio em
reagdes de ciclizagio do tipo SN2*3 ndo estabelecem qualquer
relagdo entre a entropia de ativagiio e a reatividade do sistema.

A maior critica aos fatores entrépicos definidos por Page e
Jencks é apresentada por Daforn e Koshland*? durante cilculos
realizados para a combinagdo de Bre (bromo radicalar) para
formar Bry. O mesmo método computacional usado por Page e
Jencks na dimerizagfio do ciclopentadieno, neste caso fornece
uma constante de velocidade 10® vezes menor que a obtida
inicialmente. Desta forma, a dependéncia entre a sistemdtica
de célculo e a reacio modelo usada mostra a vulnerabilidade
da teoria entrépica.

Conforme Menger*, conceitos como entropia, orientagfio e
proximidade ndio reunem em torno de si evidéncias suficientes
para explicar os fatores responsdveis pelo grande aumento de
velocidade observado em reagdes intramoleculares e pela efici-
éncia da catdlise enzimdtica. Ao contrério, o termo entropia é
confuso reunindo, em torno de si, uma gama de conceitos como
variacdes na solvataglio, conformagiio e molecularidade, entre
muitos outros. A entropia de ativagio para uma rea¢do em meio
aquoso, por exemplo, € de tal modo complexa que dificilmente
tem sido produtiva na explicagdo do fendmeno a que se propde
justificar. Segundo Menger, “a entropia é itil para vencer de-
bates” e pouca contribuicdo presta ao entendimento da
intramolecularidade.

Torna-se necessario, entdo, o desenvolvimento de um novo
conceito que possa abordar o problema da intramolecularidade.
Esse novo conceito foi denominado Teoria Espago-Temporal e
€ enunciado da seguinte forma: “A velocidade de reagdo entre
dois grupamentos funcionais A e B é proporcional ao tempo
que A e B permanecem a wma disténcia critica menor ou igual
a soma dos raios de van der Waals dos grupos que participam

N

da reagdo”. A &nfase 2 distincia em detrimento aos fatores

635



orientacionais é uma decorréncia natural da teoria, pois a am-
plitude da energia de estiramento de uma ligacéio é maior que
a amplitude da energia de vibragdo angular.

Em termos das leis formais de equilibrio, a teoria € descrita
considerando-se que duas moléculas separadas pelo solvente
geram um complexo no qual os componentes do sitio reacional
estdo dentro de uma distiincia limite que impede sua solvatagio.
O produto fornecido numa segunda etapa € caracterizado por
uma constante de velocidade intrinseca, esquema 2.

KC .

Esquema 2

A hipétese da pré-associagio € suportada por vdrios exem-
plos na literatura® e relacdes entre distancia e velocidade fo-
ram anteriormente descritas por Benesi®®3!.

Menger, em seus experimentos posteriores, propde a conso-
lidagdo de sua hipétese Espago-Temporal. Assim, cdlculos com-
putacionais usando o método AMPAC para a transferéncia
intramolecular de hidreto em cetoalcoxicetonas, esquema 3, for-
necem uma energia para o processo global igual a 18 Kcal.mol”,
dos quais 5 Keal.mol"! sdo usados para a transferéncia do hidreto.
As 13 Kcal/mol restantes s@o usados para posicionar os centros
reacionais a uma distincia critica para a reacdo®” e de acordo com
os resultados “a fisica precede a quimica!”.

0 e
ntH

o

Esquema 3

Enfatizando o poder preditivo da teoria, cdlculos computa-
cionais demonstram que amidas derivadas do tridcido de Kemp
possuem a hidroxila do grupamento amida a uma distincia igual
a soma do raio de van der Waals dos grupos em questio (2,80
A). Dados experimentais confirmam a altissima velocidade de
hidrélise esperada para a reagfio com base na relagdo tempo-
distancia (t1,=8 min; EM=1012 M)*.

A auto-troca de préton NH/CH na amino disulfona XIX foi
estudada em tolueno-dg. A reagiio ocorre via transferéncia de
préton para formar um par i6nico R3C/H3NR*, depois do qual
um préton diferente, oriundo do grupamento aminico, retorna
ao carbono™. O composto XIX possui uma distincia de conta-
to de 2,34 A (menor que a soma do raio de van der Waals,
= 2,75 A), dentro de uma geometria tal que a transferéncia de
préton € rdpida na escala de tempo de RMN, mesmo em
solventes ndo polares, & baixa temperatura e com uma barreira
de pKa bastante grande.

PhSO, CH;

XIX

A disparidade entre a velocidade da catdlise bdsica geral
intramolecular e a velocidade da catélise bésica geral enzima-
tica, neste caso, é atribuida a distincia de contato a qual nio
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permite a intervengfio de moléculas do solvente ( “esta é a cha-
ve para a origem da alta reatividade deste sistema, e reflete o
papel importante da pré-associagdo”).

Os argumentos da teoria induzem, conseqiientemente, a con-
clusio de que nenhum mecanismo esotérico é necessdrio para
explicar os efeitos cataliticos das enzimas e que a relaciio es-
pago-temporal entre os grupos funcionais participantes da rea-
¢do € mais do que suficiente para este propdsito.

Recentemente, Houk™*7 e colaboradores estudaram a rea-
¢do de lactonizag@o intramolecular de quatorze y-hidroxidcidos.
Através de modelagem molecular por cdlculos mecénicos
moleculares do tipo MM2, criou um modelo de campo de for-
ca do estado de transi¢iio para as reacdes sob estudo obtendo
valores tanto para a distincia e angulo de ataque da hidroxila
ao carbono carbonilico, como para o alivio da compressio
estérica durante o processo de ciclizacfio. Os resultados da
pesquisa sugerem que ndo existe correlagiio entre a distancia
dos grupos reagentes e ou ingulo de ataque com a velocidade
de lactonizagdo nestes compostos.

Menger™ refutou os argumentos de Houk, dizendo que o
sucesso do cdlculo para a modelagem do estado de transigfio
fundamenta-se numa constante de forca muito maior do que
aquelas esperadas para as ligagdes, em questiio, no complexo
ativado. Quando estas constantes de for¢a sdo substituidas por
parametros derivados de ab initio, a correlagiio degenera-se.
Correlagfes proximas da unidade sdo obtidas entre a velocida-
de e a energia de ativagfio calculada, utilizando um campo de
for¢a sem sentido, criado por um programa chamado de
FUDGIT, o que mostra a irrelevincia dos cdlculos apresenta-
dos por Houk.

Em 1990, Leo Paquette® posiciona-se de acordo com as
teorias de Menger. Ao estudar rea¢des simples de transisome-
risacdo, esquema 4, ele observa uma grande dependéncia entre
a velocidade e a distincia, d, neste tipo de reagdo. A vantagem
nesta reagdo residia no fato de se obter tanto os reagentes como
os produtos no estado cristalino e as distincias interatdmicas
eram exatas e fdceis de obter por cristalografia de raio-X.

Esquema 4

Em 1991, Leo Paquette®, estudando a mesma reagiio numa
gama maior de compostos, observa um aumento na velocidade
observada em fung¢io da diminui¢io da distincia em alguns
casos ¢ o efeito inverso em outros. Aparentemente, entiio, além
da distincia, outros fatores tais como dngulos de ataque permi-
tidos na coordenada de reacgfo, efeitos eletrénicos, energia
torsional, etc., também contribuem na reatividade da reagfio.

CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo desta revisiio foi o de motivar os quimicos orgini-
cos e bioquimicos, com esta importante drea de pesquisa dedicada
a elucidar o mecanismo intimo de aciio das enzimas. De fato, o
uso de reacdes intramoleculares como modelos nio miméticos no
estudo do mecanismo de agio das enzimas, vislumbra a possibi-
lidade de se estudar fenémenos especificos e intrinsecos dentro
do emaranhado somatério de efeitos que contribuem para a ativi-
dade das mesmas. Esta drea de pesquisa, tem crescido vertigino-
samente a ponto de merecer livros especializados, tanto na drea
de quimica como na drea de bioquimica® 2!+ ¢!- 62,
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N#o obstante o enorme contexto no qual estdo inseridas, re-
acdes modelos também prestam sua contribui¢io a dreas de pes-
quisas bdsicas, em termos de avango de conhecimento e inter-
disciplinariedade, em fisico-quimica orginica e catdlise em ge-
ral. Em termos de perspectivas futuras, o campo de pesquisa
estd totalmente aberto, sendo necessdrios esfor¢os nas dreas de
modelagem molecular, sintese de novos substratos com estereo-
quimica adequada, modelagem de reacdes para a formacdo de
compostos de alta energia em sistemas bioldgicos, no acopla-
mento de complexos de inclusio que possuam caracteristicas
cataliticas especiais. Tudo isto, sem considerar enzimas artifici-
ais e modelos miméticos em geral, os quais constituem uma drea
complementar e tdo rica quanto esta aqui descrita' 21 8 Cer-
tamente, a modelagem de reagbes enzimdticas € uma drea na
qual o tdnico fator limitante é nossa imaginagdo.

REFERENCIAS

1. Fersht, A. R.; Enzyme Structure and Mechanism, 2nd
ed.,Freeman, New York. 1985.

2. Kraut, J.; How do Enzymes Work? Science 1988, 242, 533.

3. Page, M. 1. and Williams, A.; Enzyme Mechanism, Royal
Society of Chemistry, London. 1987.

4. Kirby, A. I.; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1996, 35, 707.

5. Chin, }.; Acc. Chem. Res. 1991, 24, 145,

6. Bertini, 1.; Gray, H. B.; Lippard, S. J.; Valentine, J. S,;
Bioinorganic Chemistry, Interscience Books, Mill Valley,
CA, 1994

7. Althaus, L.; J. Chou, A. Gonzales; Deibel, M.; Chou, K,;
Kezdy, F.; Romero, D.; Palmer, J.; Thomas, R.; Aristoft, P.;
Tarpley, W.; and Reusser, F.; Biochemistry 1993, 32, 6548.

8. Bender, M. L.; Mechanisms of Homogeneous Catalysis
from Protons to Proteins, Wiley-Interscience, New York,
1971, Cap. 9.

9. Menger, F. M.; Biochemistry 1992, 31, 53.

10. Kirby, A. J.; Philos. Trans. R. Soc. London A 1993, 345, 67.

11. Phillips, D. C.; Scientific American, USA. 1966, 215, 78.

12. Sigman, D.; The Enzymes, Academic Press, San Diego,
vol. 19, 1992.

13. Sigman, D.; The Enzymes, Academic Press, San Diego,
Vol. 20, 1992

14. Fife, T. H.; Acc Chem. Res. 1972, 5, 264

15. Bruice, T. C.; in: The Enzymes, 3 ed. (Boyer, P. D., ed.),
v. 2, p. 217-279, Academic Press, New York, 1970.

16. Kirby, A. J.; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1996, 35, 707.

17. Gandour, R. D.; Transition States of Biochemical Process,
Plenun Press, New York, N. Y., 1978, p. 535.

18. Ruben, J.; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1971, 68, 563.

19. Firestone, R. A. and Christensen, B. G. Tetrahedron Lett.,
1973, 389.

20. Ferreira, R.; and Gomes, M. A, F.; Braz. Symp. Theor.
Phys., 6th., vol.2, 1980, p. 281.

21. Mock, W. L.; Biorg. Chem. 1976, 5, 403

22. Kirby, A. J.; Adv. Phy. Org. Chem. 1980, 17, 183,

23. Storm, D. R.; Koshland Ir., D. E.; Proc. Nat. Acad. Sci.,
USA 1970, 66, 445.

24. Storm, D. R.; Koshland Jr., D. E.; J. Am. Chem. Soc.
1972, 94, 5815.

25. Storm, D. R.; Tjlan, N, R.; Koshland Jr., D. E.; Chem.
Commun. 1971, 854.

26. Datftorn, A.; Koshland Jr., D. E.; Proc. Nat. Acad. Sci.
USA 1971, 68, 2463.

QUIMICA NOVA, 20(6) (1997)

27.
28.

29.. Detar, D. F.; J. Am. Chem. Soc. 1974, 96, 1254.
31.
32.
33.
34.
3s.
36.

37.

55.
56.
57.
58.
59.
60.

61.

62.

63.

Dafforn, A.; Koshland Jr., D. E.; Bioorg. Chem. 1971, 1, 129.
Benson, S. W.; The foundations of kinetics. 1960, Mc
Graw-Hill Book Co., Inc., N. Y., p.276.
Capon, B.; J. Chem. Soc. B. 1971, 1207.

Bruice, T. C.; Brown, A.; Harris, D. O.; Proc. Nat. Acad.
Sci. USA 1971, 68, 658.

Umeyama, H.; Imamura, A.; Nagata, C.; Hanano, M.; J.
Theor. Biol. 1973, 41, 485.

Menger, F. M.; Glass, L. E.; J. Am. Chem. Soc. 1980,
102, 5404.

Milstien, S. and Cohen, L. A.; J. Am. Chem. Soc. 1972 ,
94, 9158.

Borchardt, R. T. and Cohen, L. A.; J. Am. Chem. Soc.
1972, 94, 9166.

Hillery, P. S.; Cohen, L. A.; J. Am. Chem. Soc. 1983,
105, 2760.

Milstien, S.; Cohen, L. A.; Proc. Nat. Acad. Sci.,, USA
1970, 67, 1143, .

. Bruice, T. C.; Pandit, U. K.; J. Am. Chem. Soc. 1960, 82, 5858.
. Karle, J. M.; Karle, L. L.; J. Am. Chem. Soc. 1972, 94, 9182,
. Danforth, A. W.; Nicholson, J. C.; J. Am. Chem. Soc.

1976, 98, 4275.

. Menger, F. M.; Venkataram, U. V., J.; Am. Chem. Soc.

1985, 107, 4706.

. Menger, F. M.; Tetrahedron 1983, 39, 1013.
. Page, M. J.; Jencks, W. P.; Proc. Nat. Acad. Sci. USA

1978, 68, 1678.

. Knipe, J. O.; Coward, J. K.; J. Am. Chem. Soc. 1979,

101, 4339.

. Detar, D. F.; Luthra, N. P.; J. Am. Chem. Soc. 1980, 102, 4505.
. Bird, R.; Stirling, C. J. M.; J. Chem. Soc. Perkin Trans.2

1973, 1221.

. Daform, A.; Koshland, D. E.; Biophys. Res. Commun.

1972, 49, 940.

. Menger, F. M.; Acc. Chem. Res. 1985, 18, 128.
.Jencks, W. P.; Acc. Chem. Res. 1976, 9, 425.

. Benesi, A. J.; J. Phys. Chem. 1982, 86, 4926.

. Benesi, A. J.; J. Phys. Chem. 1984, 88, 4729.

. Sherrod, M. J. and Menger, F. M.; Tetrahedron Lett. 1990,

31, 459.

. Menger, F. M,; Ladika, M.; J. Am. Chem. Soc. 1988, 110, 6794.
. Menger, F. M. and Gabrielson, K.; J. Am. Chem. Soc.

1992, 114, 3574.

Dorigo, A. E. and Houk, K. N.; J. Am. Chem. Soc. 1987,
109, 3698.

Houk, K. N.; Tucker, J. A.; Dorigo, A. E.; Acc. Chem.
Res. 1990, 23, 107.

Evanseck, J. D. and Houk N. K.; J. Anm. Soc. 1990,
112, 91438.

Menger, F. M.; Sherrod, M. 1.; J. Am. Chem. Soc. 1990,
112, 8071.

Paquette, L. A.; Kesselmayer, M. A_; Rogers, R. D.; J. A.
Chem. Soc. 1990, 112, 284.

Paquette, L. A.; O’Doherty, G. A.; J. Am. Chem. Soc.
1991, 713, 7761.

Dugas, H. and Penny, C.; Bioorganic Chemistry: A Che-
mical Approach to Enzyme Action. New York, W. H.
Freeman, 1985.

Jencks, W. P.; Catalysis in Chemistry and Enzymology,
McGraw-Hill, New York, 1978.

Kirby, A. I.; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1991, 35, 1996.

637





