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RESUMO

A reacdo de hidrdlise do 8-N,N-dimetilamino-1-naftilsulfato de potéssio
(DMANS) foi estudada como um modelo ndo-mimético de reacao de transferéncia do
grupo sulfurila em reacdes enzimaticas. A hidrolise do DMANS foi independente do
pH na regido entre 3 e 6, regido de pH que corresponde a reacao de hidrdlise da
espécie dipolar idnica do substrato, onde se observou uma catéalise intramolecular
através da ligagdo de hidrogénio do grupo aménio vizinho ao oxigénio fendlico do
sulfato. Na regido abaixo de pH 3, observou-se um aumento na constante de
velocidade de reacao devido ao equilibrio de protonacgéao do grupo sulfato. O valor de
4,76, calculado para o pK, efetivo do grupo de saida, indica que o DANOL é um
grupo de saida 10° vezes mais efetivo que o naftilsulfato. Este efeito concordou com
os dados de entropia e efeito isotopico, nos quais observou-se uma menor
participacdo das moléculas de solvente (agua) no estado de transicdo. Os dados
cristalograficos do p-nitrofenilsulfato de potassio (pNPS) revelaram que cada cétion
de potassio (K") esta coordenado por oito &tomos de oxigénio de seis diferentes
anions de pNPS. A comparacao dos dados do pNPS com outros sulfatos organicos,
permitiu propor uma relacdo estrutura-reatividade para sulfatos organicos. Nesta
relacdo se observa o aumento do comprimento da ligacdo S-O,c € 0 respectivo
encurtamento C-O com a diminuicdo do pK, do grupo fendlico, demonstrando que
nos compostos mais reativos o maior comprimento da ligagdo S-O,¢ tende a fazer

com que o estado de transi¢cao seja mais parecido com o estado fundamental.



ABSTRACT

The hydrolysis of the potassium salt of 8-(dimethylamino)-naphthyl-1-sulfate
(DMANS) was studied as a non-mimetic model of sulfuryl transfer in enzymatic
reactions. The hydrolysis rate constants of DMANS was pH-independent between pH
3 and 6, region that corresponds to the hydrolysis of the zwitterionic form of the
substrate, where an intramolecular catalysis was observed through a hydrogen bond
of the ammonium neighbouring group to the phenol oxygen of the sulfate. In the
region of pH < 3, the rate constant increased due to protonation of the sulfate anion.
The value of 4.76 calculated for the effective pKa of the leaving group indicates that
DMANS is 10° times more reactive than naphtylsulfate. This effect agrees with the
activation entropy and isotope effect, which showed a lower participation of the
solvent molecules (water) in the transition state. The crystallographic data of the
potassium p-nitrophenylsulfate (opNPS) revealed that each potassium cation (K) is
coordinated to eight oxygen atoms of six different pNPS anions. Comparing the data
of the pNPS with other organic sulfates, a structure-reactivity relationship was
obtained for organic sulfates. In this relationship, an increase of the S-O. ¢ bond
length is compensated by a decrease in the C-O bond length as the pKa of the
phenol group decreases. The results show that in the more reactive compounds, a
larger S-O. s bond length is observed and the transition state is closer to the ground

State.
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Abs Absorvancia

B beta do grupo de saida

CCDC Cambridge Crystallographic Data Center

CHNS andlise quimica elementar de carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre.
°C graus centigrados

DMANS 8-N,N-dimetilamino-1-naftilsulfato de potassio

DANOL  8-N,N-dimetilamino-1-naftol

AG Energia livre

AH Entalpia

AS Entropia

) deslocamento quimico

Ea Energia de ativacao de Arrhenius
E.T. estado de transicao

h constante de Planck

AV espectroscopia de infravermelho

K constante de equilibrio

Ks constante de Boltzmann

k constante da velocidade de reacao
A comprimento de onda

MHz megaHertz

M molar = mol.L™

uL microlitro

nm nandmetro

pD Medida da concentracao de ions deutério
pH Medida da concentracao de ions hidrogénio
pK Medida da constante de equilibrio
p.f. ponto de fusao

pNPS p-nitrofenilsulfato de potassio

R constante universal dos gases

RMN 'H ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
TMS Tetrametilsilano
UV/Vis  espectroscopia de ultravioleta e visivel



SUMARIO

1. INTRODUGAO. .. ..ottt ae e 11
O T LU A1 o= L 7> VPSP 11
R © 1 oY1= (Y70 1= PSRRI 13
1.3. ReVvisdo BibliografiCa.....ccccccueeiieiiiiiiicci e 14

1.3.1. CatalisSe QUIMICA......ccceiiiiiiiiiiiiieiee e r e e e e e eeas 15
1.3.2. CatalisSe ENZIMALICA. .....ccevviiieeeeeiiiiiii et 19
1.3.3. Catalise INtramoleCUIAr............uuuiiiiiiiiiiiiiiee e 21
1.3.4. Mecanismo de Transferéncia do Grupo Sulfurila..................coooeee 24
1.3.5. Cristalografia de Raios-X: Relac¢des entre Estrutura e Reatividade.... 29

2. MATERIAIS E METODOS......cooiiitieeeeeee et e et aene et ste st en e e e 32
P2 I =lo U] oF= T g T=T 0 (o 1T 32
2.2, REAGENTES ..ottt 32
2.3, SINEES S ..ttt 33

2.3.1. Sintese do 8-N,N-dimetilamino-1-naftilsulfato de pétassio (DMANS).. 33
2.3.2. Sintese do p-nitrofenilsulfato de potassio (PNPS).......cccccceviiiiiiieeeen. 33
2.4. Difratometria de RAIOS-X......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiieieee e 34
2.5. Medidas CINLICAS.........couiiiiiiiiiiiiiiiri i eees 36

3. RESULTADOS E DISCUSSAOD......cciiiiiiiririeieieieeese s 38

3.1. Estudo dos Dados Cristalograficos de Monoésteres de Sulfato........ 38
3.1.1. Estrutura Cristalina do p-nitrofenilsulfato de potassio (pNPS)............ 38
3.1.2. Correlagbes entre Comprimentos de Ligacdo de Estruturas

Cristalinas de Monoésteres de Sulfato..............cccccvviiiiiiiiiiiiiiiiineeen. 41

3.2. Determinacéo do pK, do DMANS por Espectroscopia no UV/Vis....... 47
3.3. Estudo da Hidrdlise do 8-N,N-dimetilamino-1-naftilsulfato de

POLASSIO (DMANS).. ..o e e e e e 49

3.3.1. Efeito do pH sobre a reacdo de hidrolise do DMANS.........ccccceeveeeennn. 50

3.3.2. Determinacao do efeito isotopico da reacéo de hidrélise do DMANS. 54

3.3.3. Determinag&o dos Parametros de AtiVaGaO0............cceevveeveieieeiiieeeeneenn 56

3.4. Consideracies FINAIS..........uuuuiiiiiiiiii e 60

A, CONCLUSAOD. .....ciiiieieteeeietete ettt ettt es s 62

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ...t 63

ARTIGOS PUBLICADOS........oiiiiiiii e 69



11

1. INTRODUCAO

1.1. JUSTIFICATIVA

O crescente interesse na compreensdo dos detalhes mecanisticos de reacdes
quimicas, especialmente de interesse bioldgico, tem promovido o desenvolvimento
de uma variedade de técnicas, entre elas, podemos citar as que envolvem
ressonancia magnética nuclear, difracdo de raios-X, eletroforese, e modificacao
estrutural. Todas desenvolvidas com o objetivo de auxiliar a modelagem do sitio
ativo e o entendimento de como ocorrem o0s estados de transicdo nas reacgdes
catalisadas por enzimas.!

Acredita-se que a estrutura molecular do estado de transicdo de uma reacao
catalisada por enzimas € determinada por fatores eletrostaticos e estruturais, que
aceleram a converséo dos reagentes a produtos diminuindo a energia do estado de
transicdo ou aumentando a energia do estado reagente. Um interesse pratico muito
importante € o fato que andlogos do estado de transicdo podem ser inibidores
potentes de reacdes enzimaticas, o que tem sido considerado uma meta crucial para
a sintese de novos farmacos. Isto contudo, é limitado pelos poucos aspectos da
quimica das enzimas que sdo realmente compreendidos, havendo um interesse
crescente no estudo destes sistemas.*

Neste sentido, a quimica dos ésteres de fosfato e sulfato possuem uma
grande importancia em sistemas biologicos, onde sua hidrolise e formacgdo sao
catalisadas com grande eficiéncia por enzimas conhecidas por fosfatases e
sulfatases, que aumentam a velocidade destas reacfes em milhdes de vezes,
quando comparadas as reacdes nao catalisadas.?

As reacgOes de transferéncia do grupo sulfurila, por exemplo, possuem um
papel bioldgico crucial na desintoxicacdo de xenobioticos. E ainda, os monoésteres
esteroidais do sulfato sdo intermediarios chaves na biossintese de esteroides, onde
0 grupo sulfato permite que estes intermediarios sejam mantidos na circulacao
sanguinea como precursores de hormoénios. Monoésteres de sulfato também estdo
entre todas as classes de produtos naturais, incluindo nucleotideos, peptideos e

proteinas, polissacarideos, esteréides e lipideos.?
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Embora, estes compostos possuam grande importancia biolégica, a quimica
dos ésteres de sulfato ainda é pouco explorada. Assim, o presente trabalho visa
contribuir com trabalhos voltados a modelar o funcionamento de enzimas, em
particular aquelas envolvidas em reac6es de transferéncia do grupo sulfurila, com o

propédsito de uma melhor compreensédo sobre o seu mecanismo de acao.
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1.2. OBJETIVOS

A importancia da quimica do atomo de enxofre por si so justificaria o estudo
de seus compostos. O fato de que os compostos sulfatados fazem parte de muitos
processos biologicos, ddo aos ésteres de sulfato um papel fundamental para o
desempenho de muitas funcbes vitais nos organismos vivos. Além disso, 0s
aspectos de transferéncia de proton, orientacdo e catalise sdo especialmente
importantes neste trabalho e podem contribuir para o entendimento de diversos
sistemas enziméticos.

Portanto, o objetivo principal deste trabalho € investigar os aspectos da
transferéncia do grupo sulfurila a partir da hidrolise do 8-N,N-dimetilamino-1-
naftilsulfato de potassio (DMANS), bem como correlacionar os comprimentos de
ligacdo de diversos ésteres de sulfato com suas reatividades. Aumentando assim, o
conhecimento na area de mecanismos de reacdes organicas e dos diferentes fatores
gue contribuem para a catalise enzimatica através de estudos de modelos né&o-
miméticos.

Os objetivos especificos sao:

1) sintetizar e caracterizar os sulfatos obtidos a partir do p-nitrofenol e 8-N,N-

dimetilamino-1-naftol;

2) determinar as constantes de equilibrio e cinéticas da hidrolise do DMANS em

diferentes concentracfes de &cido e de temperaturas;

3) correlacionar os dados cristalograficos de monoésteres de sulfato com a sua

reatividade em reagdes de transferéncia do grupo sulfurila;

4) propor um mecanismo para a reacao, visando contribuir para a elucidacédo do

mecanismo de a¢do enzimatica.
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1.3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O enxofre é um elemento essencial para os seres vivos, atuando direta ou
indiretamente em fung¢des bioquimicas. Este elemento € amplamente encontrado na
natureza sob a forma de sulfeto de hidrogénio, diéxido de enxofre, sulfatos de célcio
e magneésio e também na forma de sulfetos minerais metalicos. Compostos contendo
enxofre em sua estrutura sdo amplamente utilizados na industria numa variedade de
produtos e processos que incluem: (i) fabricacdo de fertilizantes; (ii) fabricacdo de
isolantes de equipamentos elétricos; (iii) solventes; (iv) processos de vulcanizagado
da borracha e plastificantes.

O enxofre pode estar presente em sequéncias de ligacdes (—S—-S-), sendo
esta uma caracteristica muito importante para manter a funcdo catalitica das
enzimas, nas quais as ligacdes de dissulfeto entre os residuos de cisteina permite a
estabilizacdo da estrutura tridimensional.

Em geral, ésteres de sulfato podem ser classificados em duas categorias de
acordo com o numero de radicais alquilas e/ou arilas presentes: (i) monoésteres (1)
apresentam apenas um substituinte organico, e (ii) diésteres (2), tal como o nome
sugere, dois substituintes. O primeiro tipo de composto pode estar na forma de sal
ou como um monoéster do acido sulfarico, no qual o grupo hidroxila apresenta uma

funcionalidade de acido monopratico forte.

ﬁ ﬁ
O¢i"””/OR O¢i'”/”/oR
OH OR
1 2

O presente trabalho concentra-se em entender os aspectos mecanisticos da
quebra e/ou formacgédo de ligacdes de monoésteres de sulfato. Assim, considerando
a necessidade de desenvolvimento de modelos de acdo enzimatica em reacdes
quimicas e em consonancia com as linhas de pesquisa desenvolvidas no
Laboratério de Catalise e Fendmenos Interfaciais (LACFI), este trabalho contém o
estudo da hidrolise do 8-N,N-dimetilamino-1-naftilsulfato de potassio (DMANS). O
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DMANS (3), em particular apresenta interessantes caracteristicas de um modelo
nao-mimético da catalise enzimatica, no qual se observa que o ataque nucleofilico
sobre o0 enxofre do grupo sulfato é assistido por catalise intramolecular, efeitos ha
muito tempo conhecidos como de extrema importancia na catalise por enzimas.
Além disso, dentro do objetivo deste trabalho, a obtencdo dos dados cristalograficos
de raios-X do p-nitrofenilsulfato de potassio (pNPS) (4), permite uma analise geral de
uma relacdo entre estrutura e reatividade para este tipo de monoésteres de sulfato.
As relacBes estrutura reatividade tém sido utilizadas pelos grupos de Dunitz*, Kirby®

e outros, fornecendo dados Unicos sobre a reatividade de diferentes compostos.

/803_ K*
H3C\ /CH3 /803- K* o
N o
NO,
3 4

Assim, nesta introducdo apresenta-se inicialmente uma visdo geral sobre
catalise quimica, enzimatica, e intramolecular, como também uma abordagem dos
processos de substituicdo nucleofilica em ésteres de sulfato. Por fim, os aspectos de
estudos cristalograficos nos permitem uma visdo elegante com relacdo ao estudo

mecanistico.

1.3.1. Catélise Quimica

A velocidade de uma reacdo quimica pode ser aumentada na presenca de
uma substancia, comumente conhecida como catalisador, a qual deve possuir
algumas caracteristicas essenciais, tais como: (i) aumentar a velocidade da reacao
quando presente em pequenas quantidades; (ii) deve ser regenerado no final da
reacao, mantendo-se quimicamente inalterado, embora observa-se em alguns casos

gue pode ser consumido pelos produtos da reacéao; e por fim, (iii) ndo pode alterar as
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variaces de entalpia e de energia livre de equilibrio ou seja, o valor da constante de
equilibrio da reacdo mantem-se inalterado. Em geral, um catalisador atua na etapa
determinante da velocidade, diminuindo a energia livre de ativacdo em relacdo a
etapa determinante de uma reacdo néo-catalisada® (Figura 1).

Dois tipos gerais de classificacdo de catélise sdo encontrados: a heterogénea
e a homogénea.” Na catalise homogénea os reagentes se apresentam na mesma
fase da mistura reacional e na heterogénea em fases diferentes, de modo que na
catalise homogénea nao se observam efeitos de superficie, e a velocidade de
reacao independe da natureza das paredes do recipiente e/ou da razdo entre a area
superficial e o volume. A catalise homogénea subdivide-se em &acida e base
especifica, acida e base geral, nucleofilica e eletrofilica.® ° A seguir é apresentada

uma breve revisao sobre estes tipos de catalise.

Reacéo
nao-catalisada

Energia Livre

Reacédo
catalisada

Reagentes

Coordenada de Reagéo

Figura 1. Diagrama de energia livre hipotético para uma reacéo; onde AGo* e AG.*
sao respectivamente, as energias livres de ativacdo para a reacdo na

auséncia e presenca de catalisador.™®

Na catélise eletrofilica, um eletréfilo (acido de Lewis) como Li*, Zn**, Hg?,
Cu?*, age complexando alguns centros de maior densidade eletrdnica, formando
uma estrutura mais deficiente de elétrons, possibilitando um aumento da velocidade

de um ataque nucleofilico ou de uma decomposicdo unimolecular. Um exemplo
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destas reacfGes pode ser observado na clivagem de ésteres metilicos na presenca

de iodeto de litio (Esquema 1)°.

+
Li°

O ° & 08,0
7
H3C \]/ L. Y _ | o |—CHs+ RCO, Li*
R R

Esquema 1l

A catélise nucleofilica de uma reagdo ocorre inicialmente por substituicdo do
grupo de saida, formando um intermediario mais reativo que a molécula inicial
(Esquema 2). Em geral, os catalisadores utilizados para estas reacdes sao melhores
nucledfilos que aqueles presentes no meio. Desta forma, o intermediario formado é
um melhor nucle6fugo que a molécula inicial. Mostra-se abaixo um exemplo de
catalise nucleofilica que ocorre em reacdes de hidrélise de haletos de alquilas

primarias, a qual ocorrem muito lentamente sob condicdes néo-catalisadas.’

RCH,-Cl + I —Cl e RCH,-I + 2H,0 RCH,-OH + HO" + I

Esquema 2

A catélise acido-base envolve a transferéncia de préoton durante a reacdo. No
caso da catalise acida o substrato € quem recebe o proton e na basica a propria
base retira um proton do substrato. A catalise acido-base é classificada em geral ou
especifica, dependendo do mecanismo e das espécies envolvidas. A catalise do tipo
especifica € dependente do equilibrio de protonacédo dos reagentes, que precede a
etapa determinante da reag¢do, onde ndo ocorre a transferéncia de préton. Estas
reacfes sdo governadas somente pela concentracdo dos ions hidronio e hidroxido,
conforme indicado na equacédo de velocidade apresentada na Equacgédo 1, em que o
Kobs, Ko, K € Koy S@0 as constantes de velocidade observada, da reacéo espontanea
induzida pelo solvente, e das reagdes dos ions hidrébnio e hidroxido,

respectivamente. As reagBes de hidrélise de ésteres simples (A) e a reacdo de
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condensacdo alddlica de acetaldeidos em meio béasico diluido (B), sdo exemplos

que apresentam catdlise acida e basica especifica, respectivamente (Esquema 3).°

kobs = k0 + I(H[HJr]—i_ kOH [OH_] (l)
0] +OH o OH OH
+ —HyO 2
+H30 2 )j\ 4,'// —_— 4.///
R)]\OR ~ O " 1,0 R OH, R OH

OR +OHR

9] TOH o+ Ry
-H,0 /
)]\ N H30+ )I\ ~Ron

THHo R OH

(IJ'H OH H

@)
-H,0
B )I\+OH' = 2 e J\H CH3CHO CH\/K + H,0 CIH\/KWLOH'
HsC H HO T2 ¢ HaC” O  HC” o
oN
HZC)\

Esquema 3

A catalise 4&cido-base geral ndo dependente exclusivamente das
concentragdes dos ions hidronio (H") e hidroxido (OH"), mas de todas as bases (A) e
acidos conjugados (AH) presentes no meio, no qual a contribuicdo de cada uma
destas espécies esta relacionada a sua respectiva concentracao e forca como acido
ou base. Neste mecanismo, a transferéncia de proton ocorre na etapa determinante
da velocidade de reacdo e a equacdo que descreve a constante de velocidade esta
apresentada na Equacéao 2, onde kan, € 0 ka, representam as constantes cataliticas

do acido e da base conjugada, respectivamente.’

Kops = Ko + Ky [H]+Kg [OHT]+ Z Kan[AH] + ZkA[Ai] (2)

Exemplos de catalise acida geral e basica geral sdo observadas na hidrolise
de éteres vinilicos em meio acido (C) e na reacdo alddlica do etanal (D),

respectivamente (Esquema 4).
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+ +
/CH\/K +B —BH
HsC o
Esquema 4

1.3.2. Catélise Enzimatica

A participacdo de enzimas em reacdes bioldgicas sdo vitais para a
sobrevivéncia de um ser vivo. As enzimas em sua maioria sdo de natureza protéica,
exceto em alguns casos, como de certas moléculas de RNA que também atuam
como catalisadores, e apresentam ainda estruturas tridimensionais extremamente
complexas que invariavelmente possuem diversas funcbes que podem operar
conjuntamente.**

Embora as enzimas e o0s catalisadores quimicos sejam governados pelas
mesmas leis naturais, as enzimas apresentam diferencas em varios aspectos, entre
elas, uma excepcional especificidade para com certos substratos que proporciona
uma minima formacéo de subprodutos. Ainda, as condi¢cdes de reacdo enzimatica,
sdo mais brandas, com baixas temperaturas, pH neutro e em pressao atmosférica,
diferentemente da catalise quimica que freqlientemente exige condigcbes mais
drasticas. Cabe salientar, que estudos in vitro tém descrito algumas enzimas, cujas
condicbes Otimas de acdo ocorrem em meios acidos ou basicos e em temperaturas
mais elevadas que as observadas nos organismos Vvivos. Isso tem despertado um
grande interesse no estudo e na aplicacdo destas enzimas em diferentes processos

industriais.?
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A reacao enzimatica ocorre num local especifico dentro da enzima, conhecido
como sitio ativo. Dentro deste sitio, o substrato (S) liga-se por complexacdo nao

covalente com a enzima (E), formando um complexo enzima-subtrato (ES), o qual

reage liberando os produtos, conforme mostrado no Esquema 5.** 3

kl k2
E + S = ES ——» E + Produto

kg

Esquema5

As velocidades observadas para as reagfes enzimaticas estdo diretamente
relacionadas com a formacgéo e estabilidade do complexo ES. Dados da literatura
relatam uma grande aumento de velocidade nas reacfes catalisadas por enzimas
que pode chegar até 10'" vezes. Este aumento de velocidade foi observado na
catalise pela enzima oritidine 5’-monofosfato decarboxilase (ODCase) na etapa final
da biossintese da uridina monofosfato.**

Pode-se atribuir as altas velocidades de reacéo a trés fatores primordiais: (i)
as interacfes que a enzima faz com o substrato, as quais podem ocorrer podendo
ser por ligacdes de hidrogénio ou atracdo eletrostatica, por exemplo, estabelecendo
assim uma adequada aproximacdo e orientagcd0 com 0S grupos responsaveis pela
catalise no sitio ativo; (ii) pela mudanca de conformacéo que a enzima adquire apos
a complexacdo com o substrato, o qual obriga o substrato a atingir uma conformacao
mais parecida com o estado de transi¢ao, diminuindo assim a energia de ativacao da
reacdo; e (iii) aumento da nucleofilicidade de algumas espécies quando presentes
no sitio ativo, ja que em muitos casos o0 centro apolar da enzima faz com que o
nucledfilo perca sua camada de solvatacao e torne-se mais reativo.

Historicamente, o interesse em descobrir qual € o mecanismo de acao
enzimatica, iniciou-se em meados do século passado. O grande nimero de variaveis
encontradas, devido a complexidade das enzimas e as limitacbes técnicas,
dificultavam a formulacdo de reacdes modelo que podiam descrever as
transformacdes ocorridas, principalmente, no sitio ativo. Hoje, muitas técnicas séo
empregadas, como a cristalografia de raios-X, a ressonancia magnética nuclear, e o
dicroismo circular, na busca de desvendar a estrutura tridimensional da enzima e
entender o seu funcionamento®®, facilitando assim, a formulacdo de modelos que

possam imitar as caracteristicas das enzimas.
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Dentro dos muitos modelos existentes, pode-se citar os miméticos que tentam
imitar o sitio ativo das enzimas como um todo, € 0S ndo-miméticos que tentam
caracterizar determinada acdo enzimatica.'® '’ Os estudos dos modelos n&o-
miméticos seguem duas linhas de pesquisa: um voltado para os estudos dos
complexos de inclusdo®®, que modelam as interagcdes enzima-substrato, como por

19.20 " o outro voltado

exemplo os calixarenos, os éteres de coroa e as ciclodextrinas
para os principios fisico-quimicos que governam as reac¢des no sitio ativo, tais como,

as reacgodes intramoleculares que serdao abordadas a seguir.

1.3.3. Catélise Intramolecular

As reac0Oes intramoleculares ocorrem entre grupos reativos proximos ligados
na estrutura de uma mesma molécula e diferem das reacfes intermoleculares que
ocorrem entre grupos reativos de moléculas diferentes. Em geral, as reacdes
intramoleculares sdo mais rapidas que as reacgdes intermoleculares, devido a fatores
como proximidade dos grupos reacionais, dessolvatacao, interacdes entre ligantes,
tensdo angular e estérea, entre outras.?*?*

As reacoes intramoleculares sdo modelos conceitualmente simples e por isso
tém sido muito estudadas para melhor compreender o alto poder catalitico das
enzimas em sistemas bioldgicos. A relacao direta com as enzimas € possivel pois as
leis que regem a reatividade dos grupos envolvidos nas reac¢fes intramoleculares
s&0 as mesmas que estio presentes no sitio ativo da enzima.?

O estudo de varias reacbes intramoleculares tais como, lactonizacao,
hidrolise de ésteres e amidas, contribuiu para o surgimento de varias teorias que
relacionam a catalise intramolecular com suas respectivas reacfes bimoleculares.
Dentre os diferentes modelos e parametros, encontram-se a molaridade efetiva, o
controle estereopopulacional, o direcionamento dos orbitais e a teoria espaco-
temporal, entre outros. Varios efeitos entre os grupos reagentes foram observados a
partir destes experimentos e foram relacionados como efeitos estéreos, de
proximidade, de orientacdo, de graus de liberdade, que possibilitaram um melhor
esclarecimento com relacdo aos fatores que promovem as altas velocidades das

25-28

reacdes enzimaticas e intramoleculares. A seguir estas teorias serao

sucintamente apresentadas.
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Segundo W. P. Jencks, um fator importante sdo as contribuicées entrépicas,
as quais explicam que em uma reagdo bimolecular a entropia € diminuida quando
forma o estado de transicdo (ET), desde que diminui o numero de espécies
independentes no meio reacional devido a perda de graus de liberdade
translacionais e rotacionais. Segundo Jencks, esta perda de entropia ndo ocorre em
reagOes intramoleculares ou no sito ativo de uma enzima, explicando assim o alto
valor das constantes de velocidade.?

O conceito da molaridade efetiva (ME) foi introduzido por Kirby, e o valor de
ME é calculado pela razdo entre a constante de velocidade de primeira-ordem
(reacdo intramolecular) com a constante de velocidade de segunda-ordem (reacao
intermolecular), obtida de rea¢cbes que seguem 0 mesmoO mecanismo e com as

mesmas condi¢des reacionais (Equacgéao 3).

ME = kint ramolecular (S_l) (3)

k —1S—1)

int ermolecular (M

A molaridade efetiva indica a concentracdo de catalisador (nucledfilo ou
eletrofilo), necessario para que a velocidade de reacdo bimolecular seja igual a
intramolecular. Um exemplo bem conhecido é a reacdo de esterificagdo realizada
por Fersht e Kirby®, a qual envolve a reacdo entre um fenol e um acido carboxilico,
e neste caso a velocidade da reacéo intramolecular é 10" vezes maior que a reacéo
bimolecular (Esquema 6).

A teoria de direcionamento de orbitais proposta por Koshland, sugere que a
alta velocidade das reacbes catalisada por enzimas € devida ao perfeito
direcionamento dos angulos de aproximacdo dos orbitais dos grupos reacionais,
sendo que um pequeno desvio nestes angulos provocaria uma diminuicdo na
velocidade de reacdo. O termo utilizado para estimar a catélise de uma reacdo, em
relacdo a catalise enzimética é a relagdo 1/6. O angulo 6 é definido pela fracdo da

superficie solida de um atomo esférico que participaria da reac&o.*
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O
OH O~ —CHj3
N HOOC\ Ky
CH3 > + Hzo
ko 15
— =10
kg
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— +  H0
Esquema 6

A teoria de direcionamento de orbitais proposta por Koshland, sugere que a
alta velocidade das reacbes catalisada por enzimas € devida ao perfeito
direcionamento dos angulos de aproximacdo dos orbitais dos grupos reacionais,
sendo que um pequeno desvio nestes angulos provocaria uma diminuicdo na
velocidade de reacdo. O termo utilizado para estimar a catalise de uma reacédo, em
relacdo a catalise enziméatica é a relagéo 1/6. O angulo 6 é definido pela fracdo da
superficie solida de um atomo esférico que participaria da reagéo.*

J& a teoria denominada de controle estereopopulacional, proposta por Milstien
e Cohen®, é caracterizada pelo aumento da concentracédo do conférmero reativo
dentre as varias possibilidades que uma molécula pode assumir. Assim, a rigidez
conformacional pode ajudar explicar o aumento da velocidade e modelar o sitio ativo
de uma enzima, a qual impde ao substrato uma conformacdo especifica
perfeitamente adequada para a catélise, através de ligaces de hidrogénio, atracéo
e repulséo eletrostéatica e de van der Waals, entre outras.

A proposta de Menger®®, denominada teoria espaco-temporal, sugere que o
aumento da velocidade em reac¢Bes intramoleculares e enziméticas € proporcional
ao tempo em que os grupos funcionais reagentes A e B permanecem proximos a
uma distancia tal que impede que as moléculas de solventes esteja entre 0s grupos
reativos. Este postulado esta representado no Esquema 7, em que mostra 0S
reagentes separados por uma molécula de solvente em equilibrio com um complexo

ativado. O complexo ativado apresenta uma distancia A e B critica sem a presenca
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de moléculas solvente entre eles, e assim pode reagir rapidamente levando a
formacdo dos produtos. Este modelo também ajuda na compreensdo de
mecanismos enzimaticos, j& que as enzimas também buscam a dessolvatacédo e

uma menor distancia de contato para catalisar as reacoes.

ASB =—— A/IB — A-B

Complexo
Ativado

Esquema 7

Outro efeito importante, envolve uma ligacdo de hidrogénio que pode estar
conjugada intramolecularmente ativando o substrato e aumentando a velocidade de
reacdo. Kirby?® observou que na  hidrdlise do  8-N,N-dimetilamino-1-
metoximetoxinaftaleno (5) a velocidade de reacéo € superior a hidrélise bimolecular
do grupo cetal na ordem de 10° vezes, demonstrando assim a importancia deste

efeito em reacdes enzimaticas.

CH
HaCy N H . -CHa
3 ///: / O O/

+

Dentro das teorias citadas, algumas sdo mais aceitas que outras, mas o fato é
que provavelmente todos os fatores aqui mencionados devem contribuir de alguma

forma para o aumento da velocidade das reacdes intramoleculares e enzimaticas.

1.3.4. Mecanismo de Transferéncia do Grupo Sulfurila
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As ligacbes RO-S e RO-P, encontradas em monoésteres de sulfato e fosfato
em geral sdo muito estaveis e apresentam uma reatividade similar em reacdes de
hidrélise. O tempo de meia vida (t12) para a hidrélise de alguns ésteres pode
ultrapassar a milhares de anos, como por exemplo, a hidrolise espontanea do DNA
em solucdo neutra, que é tdo lenta que se desconhece a constante velocidade.?* Ja
outras rea¢gBes podem ocorrer em segundos, como é o caso da hidrélise espontanea
do 2,4-dinitrofenilsulfato, um éster de sulfato ativado, em que o valor do ty, é 187
segundos a 75°C.*

Em geral, a hidrdlise de ésteres de sulfato apresenta diferentes efeitos
dependendo da regido de pH em que a reacdo esta sendo estudada. A Figura 2
mostra o perfil de pH obtido por Fendler®® para a hidrélise do o-nitrofenilsulfato de
potassio a 100°C. Observam-se trés regides diferentes, em termos de variacdo da
constante de velocidade em funcéo do pH: (i) catalise acida para valores de pH < 4;
a constante de velocidade da reacdo aumenta proporcionalmente a concentracdo de
ions hidrénio no meio; (ii) hidrélise espontanea entre pH 4 e 12; regido na qual a
constante de velocidade para a reacdo de hidrdlise independe da concentracdo de
ions hidrénio e hidréxido; e (iii) catalise basica para valores de pH > 12, onde o efeito

catalitico € proporcional ao aumento na concentracdo do ion hidroxido.

300 f=

3
1

10%ks, sec, ~L.

100 =

Figura 2. Constantes de velocidade observada em fungéo do pH para a reacao de
hidrélise do o-nitrofenilsulfato de potassio a 100°C.*°
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Os mecanismos de substituicdo nucleofilica de ésteres de sulfato séo
complexos devido ao possivel envolvimento de diversas espécies. Dependendo do
pH, o substrato corresponde a uma mistura do éster neutro e a forma monoanidnica.
Na catalise acida, o mecanismo sugerido na literatura para as reacdes de hidrdlise

de monoalquil e monoaril sulfatos, compreende processos do tipo Al e A2%3,

0S
quais sdo analogos aqueles envolvendo substituicdo no carbono tetraédrico, do tipo
Snl e Sy2. Estes mecanismos podem ser classificados como dissociativo (Al) e
associativo (A2).% 340

Uma maneira bastante (til para visualizar os mecanismos dissociativo e
associativo é através de um diagrama simplificado de coordenada de reacdao,
conforme mostrado na Figura 3. Neste diagrama, observa-se uma coordenada no
qual o progresso do ataque do nucleofilico é representado pelo eixo “distancia S-X”,
e outra referente a saida do nucle6fugo representada pelo eixo “distancia S-Y”.

Observa-se que 0s mecanismos com mais de uma etapa de reacdo seguem
0s caminhos pelas bordas do diagrama, enquanto que 0s mecanismos concertados
seguem caminhos no interior do diagrama. Assim, os intermediarios envolvidos nas
reacdes por etapas sdo atomo de enxofre pentacoordenado (ii) e a espécie trigonal

(i) que é o trioxido de enxofre.

= |C|) distancia S-Y - (T -
X + /S'I[I Y + + X
o=y "lly . : . 25
o 0] dissociacdo (iii) (0] (0]
concertado
distancia S-X
[0 I
o (i) associacéo (iv) -
0=—S'_ _ o="3S"mg + Y
| Y6 A
Y X

Figura 3. Diagrama simplificado de coordenada de reacdo para a transferéncia do

grupo sulfurila entre os grupos axiais X e Y.
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O mecanismo dissociativo ocorre através da formacédo do triéxido de enxofre
(SO3) (Figura 3 — iii), sendo analogo ao processo Syl na quimica do carbono. O
trioxido de enxofre € uma espécie trigonal e pode ser atacado pelo nucledfilo por
ambas as faces. No mecanismo do tipo Al, observa-se inicialmente um equilibrio de
protonacdo, em que o atomo de oxigénio do grupo de saida é protonado, em
seguida este decompde lentamente para formar os produtos da reacdao de acordo
com um processo dissociativo. Contudo, € importante notar que a espécie livre SO3;
pode ser formada, mas nunca foi comprovada® (Esquema 8).

o) O O
! + ! + Lento (I? ’ ”
—Suy =o'y .| t+H0 S.
o/‘ IOR + H o] ‘ ER W OéSQO —> 0=—"3""IoH
o~ (O) OH
Esquema 8

O mecanismo associativo (Figura 3 — ii) € analogo ao mecanismo Sy2 para
substituicdo no atomo de carbono, ocorrendo com a inversdo de configuracdo. A
espécie formada pelo ataque do nucledfilo sobre o atomo de enxofre é
pentacoordenada, colocando o nucledfilo e o grupo de saida em posi¢cbes apicais
em geometria do tipo bipiramide trigonal. Este tipo de espécie pode ser tanto um

intermedidrio (6) como um estado de transicao (7).

o o] t
s | e
Nu——S—OR Nu----S3;-=-OR
_O/ N\, ] O/ N,
6 7

Nas reacdes de hidrélise de sulfatos catalisadas por acido que seguem o
mecanismo do tipo A2, observa-se inicialmente um equilibrio de protonacdo, com um
posterior ataque do nucledfilo formando um intermediario pentacoordenado de

acordo com um mecanismo associativo (Esquema 9).
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O O ) 0
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Esquema 9

O ponto de vista atual com relacéo as reacfes de hidrolise e de transferéncia
do grupo sulfurila de ésteres de sulfato em solucao considera que a espécie neutra e
a monoanidnica do monoéster de sulfato seguem um mecanismo com
caracteristicas dissociativas. Esta reacdo procede sem que o triéxido de enxofre livre
seja formado como intermediario, mas o E.T. da etapa determinante envolve
principalmente a quebra da ligagdo do grupo de saida com pequena formacdo da
ligacdo com o nucledfilo.? 38 3

Em termos do diagrama na Figura 3, este mecanismo passa por caminhos de
reagdo que se aproximam da aresta ocupada pelo intermediério trigonal, mas sem
chegar a forma-lo. Assim, é proposto dois mecanismos concertados para a hidrélise
espontanea e catalisada por acido para as espécies aninica e neutra do éster de
sulfato (Esquema 10).> * * Na hidrélise espontanea a espécie mais importante é a
anibénica (E), enquanto que na hidrélise catalisada por acido a espécie predominante

é a neutra (F).

I o [ 2 7
- 2 & I -
E R-0—S—0 —> |R_0Q----=G-revv- OH, ——> ROH + HSO,
I 2\
O o o 0 _
ICI) H,0 ! %2 1N
R—0—S=0 —* » R—Q—""ﬁ """ OH2| ——> ROH + H,50,
F ' . H O _
H” L H
?/
H n

Esquema 10

Este mecanismo também € observado nas reacdes de transferéncia do grupo

(8),

sulfurila do PAPS (3'-fosfoadenosina-5'-fosfosulfato) para o p-nitrofenol



29

formando o p-nitrofenilsulfato (9), em um processo catalisado pela -
arilsulfotransferase IV. Observa-se que a estrutura do estado de transicdo envolve
uma histidina (His-104) que abstrai um préton do nucledfilo, enquanto o grupo de

saida fosfato é assistido por uma Lisina (Lis-102) (Figura 4).*"*

NH2 NH,
N SN N
o} o] y o SN
o= 8—0-P-0 ¢ J p ¢, J
0-S—0-P— NSy ‘0-P-0 N> N7
" . 0 ) o
(0] 1) o
PAPS ? OH - ) _:i: 0 OH
O=P— His-104 |
o} O=P-p
! HN '
o \ fe}
&
N+
10
H
+ | 0 +
i ¢} ¢} 5
RO---=--- \\?«// ------- O— P—OR
5t ] [
® [e) ' O PAPS
5 P
ROH Lo ROSO3
8 HsN\\L 9
Lis-102

Figura 4. Mecanismo de formacao de p-nitrofenilsulfato por p-arilsulfotransferase.

1.3.5. Cristalografia de Raios-X: Relac0es entre Estrutura e Reatividade

Desde a década de 60, a técnica de difracdo de raios-X vem se difundindo
rapidamente. Hoje é possivel pode encontrar uma variedade enorme de estruturas
resolvidas, muitas das quais de enzimas*, que possibilitaram uma gama de
informacdes que tém sido utilizadas na elucidacdo de mecanismos de reacdes.

Em relacdo aos sistemas enzimaticos, esta técnica possibilita uma visao
espacial do sitio ativo, a qual pode ser utilizada no entendimento de como as
interacbes entre substrato e enzima ocorrem. Um exemplo recente foi obtido por
Lahiri e col.*, os quais observam um &atomo de fésforo pentacoordenado
(intermediario oxifosforano) da reacao de isomerizacéo da p-glicose-1-fosfato para f3-

glicose-6-fosfato catalisada pela p-fosfoglucomutase (Figura 5).
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Figura 5. Sitio ativo da B-fosfoglucomutase obtido por raios-X, onde se pode
observar um atomo de fbésforo pentacoordenado (intermediario
oxifosforano) da reacdo de isomerizacdo da p-glicose-1-fosfato para B-

glicose-6-fosfato.**

Além da elucidacéo estrutural, o estudo sistematico de estruturas cristalinas
possibilita uma informagdo complementar e valiosa com relagdo aos estudos
mecanisticos. O pioneirismo de Dunitz e seu grupo, por exemplo, tém produzido um
forte impacto no modo de pensar sobre a forma de como os caminhos reacionais
acontecem. Eles mapearam a trajetoria de ataque de um nucleéfilo sobre um grupo
carbonila, observando um angulo de ataque sobre o carbono carbonilico de 110°0.%

O grupo de Kirby, por sua vez, tem defendido que as verdadeiras relagdes
entre estrutura-reatividade devem relacionar dados estruturais (comprimento de
ligacdo, angulos, entre outros) com dados que se refiram a reatividade, como pK, e
constantes de velocidade de reagfes. Este tipo de relacéo € diferente daquela que
quimicos frequentemente chamam relagdes estrutura-reatividade, as quais
relacionam pK, e constantes de velocidade de reacdes, e que deveriam ser

conhecidas apenas como relacdes reatividade-reatividade.”
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Um exemplo interessante de relacdo estrutura-reatividade foi aplicado para
um maior entendimento do mecanismo de transferéncia do grupo fosforila de
monoésteres de fosfato (Ar-O-POg3’). Observou-se que um menor comprimento da
ligacdo P-OC é acompanhado com uma ligacdo PO-C maior e a ligacdo P-OC é

maior a medida que aumenta o pK, do grupo de saida.’
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. EQUIPAMENTOS

Os espectros de UV/Vis e os dados cinéticos foram obtidos em um
espectrofotometro VARIAN modelo CARY 50, acoplado a um microcomputador,
contendo um sistema de aquisicdo e tratamento de dados cinéticos CARY WINUV
3.00. Foram utilizadas celas de quartzo de 3 mL de capacidade e 1 cm de caminho
otico. O espectrofotbmetro era acoplado a um banho termostédtico da
MICROQUIMICA, modelo MQBTC 99-20.

Os espectros de RMN 'H foram obtidos em espectrémetros de ressonancia
magnética nuclear VARIAN modelo MERCURY PLUS 400 MHz utilizando TMS
como referéncia interna.

O ponto de fusédo foi determinado em um aparelho de chapa quente tipo
FISHER-JOHNS, modelo MQAPF 301 da MICROQUIMICA, e n&o foram corrigidos.
As medidas de pH nos procedimentos cinéticos foram realizadas em um pHmetro
digital HANNA modelo pH 200, calibrado previamente com solugbes padréo pHs
4,00, 7,00 e 10,00 (Carlo Erba).

2.2. REAGENTES

Os solventes usados para as reacfes de sintese foram purificados conforme
a literatura.*® *” Os tampdes e sais utilizados na preparacéo das solucdes e misturas
reacionais foram utilizados sem qualquer tratamento prévio, sendo procedentes da
Nuclear, Vetec, Carlo Erba, Merck e Aldrich.

O acido cloridrico deuterado (37% em D,0) e a agua deuterada (99,9%)
foram procedentes da Aldrich e Cambridge Isotope Laboratories. O p-nitrofenilsulfato
de potéssio foi sintetizado em nossos laboratérios conforme descrito na literatura.*®
O composto 8-N,N-dimetilamino-1-naftol foi sintetizado pelo grupo do Prof. Anthony
J. Kirby®® e gentilmente cedido ao nosso grupo de pesquisa. O 8-N,N-dimetilamino-

1-naftilsulfato de potéssio foi preparado conforme descrito na literatura.® *°
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2.3. SINTESES

2.3.1. Sintese do 8-N,N-dimetilamino-1-naftilsulfato de pétassio (DMANS)

CH3 CH3 _
o ﬁ N OH H3C/,,’! /803 K*
l

@)
piridina —Suyyy;, t
o=]"on o > |07 kN7 20h.

cl - CsHgNH* CI
i X Jer

Esquema 11

O DMANS foi sintetizado de acordo com o método de Ragan® e purificado
segundo o método de Fendler®® (Esquema 11). Em um bal&do de fundo redondo com
5 mL de piridina seca foi adicionado lentamente e com cautela 1,13 mL (17,05 mmol)
de acido clorosulfénico. A mistura reagiu sob agitacdo a temperatura de -20 °C por
alguns minutos, entdo se adicionou de uma s vez uma mistura de 3 mL de piridina
seca e 2,85 g (15,22 mmol) de 8-N,N-dimetilamino-1-naftol previamente seco, a
mistura resultante foi agitada por 20 horas a temperatura ambiente. Em seguida, a
piridina foi retirada em um evaporador rotatorio sob temperatura inferior a 35 °C.
Adicionou-se agua para 30 mL e o pH foi ajustado com hidroxido de potassio para
proximo de 8 sob agitacdo, em seguida rotaevaporou-se a secura sob temperatura
inferior a 40 °C. O residuo sélido foi misturado em acetonitrila seca e centrifugado e
o sobrenadante foi rotaevaporado e o solido obtido foi dissolvido em etanol a quente,
resfriado e filtrado a vacuo. p.f. > 250 °C. UV/Vis: Amad 9% = 300nm. RMN *H 400
MHz (D20): 6 7,75 (d, 1H, 5,5Hz); 7,54 (d, 1H, 5,5Hz); 7,52 (d, 1H, 5,5Hz); 7,44 (t,
1H, 5,5Hz); 7,41 (t, 1H, 5,5Hz); 7,15 (d, 1H, 5,5Hz); 2,74 (s, 6H).

2.3.2. Sintese do p-nitrofenilsulfato de potassio (pNPS)

O pNPS foi sintetizado pela colega Amanda G. Damasceno, de acordo com o
método de Ragan®® descrito na sintese anterior, utilizando-se 0,75 mL (11,32 mmol)
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de acido clorosulfénico, 1,39 g (9,79 mmol) de p-nitrofenol e 8,00 mL de piridina.

(Esquema 12).

o OH
(|)| iridi I - C 20 h O~soikt
S piridina %s,,///+ N O,N . 3K
/ K7 0 o ‘ N T
') ‘ OH -20°C Cl | - CsHsNH'CI
> _ O,N
Cl

Esquema 12

O residuo sdlido resultante foi dissolvido em etanol a quente, purificado com
carvao ativo e filtrado a vacuo. A solucédo foi deixada em repouso por um dia,
havendo a formacé&o de cristais amarelos que foram filtrados sob vacuo. p.f. 246-249
oC, Iit.>* 246-250 °C. Rendimento obtido foi de 10%. UV/Vis: Ama’ % = 280nm. IV
vmax (KBr): 1054 (C-O-S), 1248-1282 (S=0), 727 e 872 (sal éster de sulfato), 696
cm™ (monosulfato). RMN *H 200 MHz (D,0): & 8,31 (d, 2H); 7,48 (d, 2H). Analise de
difratometria de raios-X resolveu a estrutura do pNPS que apresentou interessantes

caracteristicas que serao relatadas no capitulo de resultados e discussao.

2.4. DIFRATOMETRIA DE RAIOS-X

A coleta de dados para a obtencéo da estrutura cristalina foram realizados em
um difratdmetro automatico de raios-X para monocristais ENRAF-NONIUS modelo
CAD-4. Para a resolucéo e refinamento da estrutura cristalina foram empregados os
programas SHELXS-97°? e SHELXL-97°%, respectivamente. A estrutura molecular e
0 meio de coordenacdo do ion de potassio (K*) foram produzidos usando os
programas ORTEP3>* e ZORTEP>, respectivamente. Tanto a coleta de dados como
a resolucdo da estrutura, foram realizadas pelo Professor Adailton J. Bortoluzzi do
Departamento de Quimica da UFSC.

A estrutura cristalina do p-nitrofenilsulfato de potassio foi resolvida

primeiramente por Sieroslawski®®, mas nossos resultados também foram
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depositados no Cambridge Crystallographic Data Center — CCDC’™ com o n°

2493568 por apresentar diferencas nos valores de angulacdo e de comprimento de

ligacdo de alguns atomos. Os dados cristalograficos bem como os parametros de

refinamento da estrutura estdo contidos na Tabela 1.

Tabela 1. Dados cristalograficos e parametros do refinamento da estrutura do

pNPS.

Férmula empirica

Peso molecular
Temperatura

Comprimento de onda
Sistema cristalino

Grupo espacial

Dimensodes da cela unitaria

Volume

Z, Densidade calculada
Coeficiente de absorcéo
F(000)

Tamanho do cristal
Intervalo de 6

Intervalo dos indices h, k, |

Reflexdes coletadas/Unicas
Correcéo de absorcao

Max e min. de transmissao
Método de refinamento

Dados/restricdes/parametros

GOOF em F?

indice final de R[I>2c5(1)]
indice R (todos os dados)
Coeficiente de extincdo

Densidade eletronica residual

CsHsKNO6S

257,26

293(2) K

0,71069 A

Ortorrébmbico

Pbca

a=16,990(1) A

b =13,130(1) A
c=19,180(1) A

1760,3(3) A3

8, 1,941 g/cm?®

0,849 mm™

1040

0,40 x 0,40 x 0,33 mm
2,12 a 26,46°

-8<h<0

0<k<16

0<I<24

1819/1819 (Ri: = 0,0000)
Psi-scan

0,968 e 0,729

Minimos quadrados de matriz completa em F?
1819/0/137

1,090

R; =0,0492, wR, = 0,1398
R; = 0,0560, wR, = 0,1453
0,0025(13)

0,559 e -0,605 e.A*

“ Cambridge Crystallographic Data Center (CCDC), 12 Union Road, Cambridge, CB2 1EZ, UK. Email:
deposit@ccdc.cam.ac.uk e site: www.ccdc.cam.ac.uk.



36

2.5. MEDIDAS CINETICAS

As determinac¢des das constantes cinéticas para a reacdes de hidrélise foram
realizadas em solugcdo aquosa e acompanhadas por espectrometria de UV/Vis pela
formacdo do 8-N,N-dimetilamino-1-naftol em trés comprimentos de onda 304 nm,
316 nm e 320 nm (Esquema 13). Para a determinacao do pKa, todos os espectros
foram corrigidos para a linha base na regidao de comprimento de onda de 500 nm, a
fim de apresentar pontos isosbésticos bem definidos. O pH durante as corridas
cinéticas foi mantido com os seguintes tampdes: acido cloridrico (pH<3,0); acido
acético/acetato de potassio (pH 4,00-5,25); fosfato de potassio (pH 5,5-7,5); e acido
borico/borato (pH 7,75-9,00). Nas cinéticas realizadas com D,O a 60°C, o pD foi
corrigido considerando que pD = pH + 0,25.>’

H3C\N/CH3 0/803 K* H3C\ /CH3

—_— + HSO, K™

Esquema 13

Para cada cinética foram adicionados em uma cela de quartzo, 2,5 mL de
uma solucdo de KCI com forga i6nica 1,0 contendo o tampao na concentracdo de
0,01 mol.L™, as quais foram deixadas termostatizar na temperatura desejada. A
reacao foi iniciada pela adicdo de uma aliquota de 50 uL da solucdo estoque de
DMANS em &gua na concentracdo de 1,25 x 10 mol.L?, assim a concentracdo na
cela foi de 2,45 x 10° mol.L™. As reacdes foram acompanhadas por no minimo trés
tempos de meia vida com uma média de 280 leituras de absorbancia. As constantes
de velocidade foram calculadas com erros inferiores a 1%, sendo que o valor de Kqps
representa a meédia do calculo de kqps N0Os trés comprimentos de onda estudados.

Para obter os parametros de ativacdo, foram determinadas as constantes de
velocidade da hidrélise do DMANS em sete temperaturas diferentes e os dados

foram tratados pela equacdo de Eyring® (Equacéo 4).
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(kOij {(kB] ASi:l AHF Elj
Inl —==|=|In + — | = (4)
T h R R T

onde, kobs representa a constante de velocidade, T a temperatura em Kelvin, AS* a
entropia de ativacdo, e AH* a entalpia de ativacdo. Os valores das constantes de
Boltzmann (kg). Planck (h) e universal dos gases (R) foram iguais a 1,38 x 102 J.K™,
6,63 x 103 J.s, e 8,314 J.mol™.K™, respectivamente.*®

A Equacao 5 foi utilizada para fornecer a energia de ativacdo de Arrhenius
(Ea),

E, = AH* + RT (5)
e a energia livre de ativacdo (AG*) foi calculada a partir da Equag&o 6.
AG* = AH* - TAS? (6)

As regressoes lineares e nao lineares foram realizadas com o programa de
computador ORIGIN versao 7.0 (Microcal Software, 2002), obtendo-se coeficientes

de correlacao r > 0,99.
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A seguir serd apresentado o estudo dos dados cristalograficos de

monoésteres de sulfato, iniciando com os resultados da estrutura cristalina do p-

nitrofenilsulfato de potassio (4), o qual possibilitou uma correlacdo estrutura-

reatividade entre os comprimentos de ligacao (C-O-S) do grupo de saida de varios

monoésteres de sulfato com o respectivo pK, do fenol.

Também serdo apresentados os resultados do estudo com o 8-N,N-

dimetilamino-1-naftilsulfato de potassio (3), o qual se determinou a constante de

dissociacdo do grupo amonio (Esquema 14); o efeito na constante de velocidade de

hidrélise (kobs) cCOm a variagdo na concentracdo de acido no meio; o efeito isotopico;

e os parametros de ativacdo (Ea, AH*, AS*, AGY).

CHs CHs
HsCy, ' H S0z K* HsC,, ' sSo; K*
///1 ///l:
N.,_/ o N o
Kaz +

Esquema 14

3.1. ESTUDO DOS DADOS  CRISTALOGRAFICOS
MONOESTERES DE SULFATO

3.1.1. Estrutura Cristalina do p-nitrofenilsulfato de potassio (pNPS)

DE

Na Tabela 2 estdo representados todos os comprimentos de ligagdo e

angulos para o pNPS. A estrutura molecular esta representada na Figura 6 com o

esquema de numeracédo atébmica.
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Figura 6. Desenho da estrutura molecular do pNPS, com 40% de probabilidade.

Estes resultados demonstram que os comprimentos de ligacdo e os angulos
entre os &tomos do anel aromatico ndo apresentam alteracdes significantes e podem
ser considerados normais. O plano do anel e o plano do grupo nitro apresentam uma
torcdo entre si de 12,2(2)° e o empacotamento cristalino possui interacées muito
fortes que deslocam a ligacdo C1-O1 para fora do plano do anel por 5,6°.

A natureza ibnica do grupo sulfato é observada pelos trés comprimentos de
ligagdo entre os atomos S1-02, S1-O3 e S1-0O4, que apresentam o mesmo valor de
1,432(3) A, os quais sd@o similares aos encontrados para outros monoésteres de
sulfato (Tabela 3). O comprimento da ligacdo S1-O1 é relativamente longo, com um
valor de 1,629(2) A, assim como, a ligacdo C1-O1 que apresenta um comprimento
de ligacéo de 1.398(3) A, sendo mais longa que a observada no fenol*® de 1,351(16)
A, e 1,347(2) A no p-nitrofenol.®® &



Tabela 2. Comprimentos de ligacdo (A) e angulos (°) para o pNPS.

S1-03
S1-04
S1-02
S1-01
K1-02
K1-03'
K1-03"
K1-O5"
K1-02V
K1-06"
K1-04"
03-S1-04
03-S1-02
04-S1-02
03-S1-01
04-S1-01
02-S1-01
02-K1-03
02-K1-03"
03-K1-03"
02-K1-05"
03-K1-05"
03'-K1-05"
02-K1-02V
03-K1-02V
03"-K1-02"
05'"-K1-02V
02-K1-06"
03-K1-06"
03"-K1-06"
05"-K1-06"
02"-K1-06"
02-K1-04"
03-K1-04"
03"-K1-04"
05"-K1-04"
02"V-K1-04"
06"-K1-04"
02-K1-01"
03-K1-01"
03'-k1-01"

1.431(2)
1.432(2)
1.432(2)
1.629(2)
2.679(2)
2.763(2)
2.790(2)
2.951(2)
3.031(2)
3.035(3)
3.038(3)
114.73(15)
116.08(14)
111.47(15)
99.62(11)
106.76(14)
106.69(11)
135.77(7)
78.65(7)
100.18(6)
138.94(7)
82.83(7)
81.18(7)
74.35(7)
105.04(6)
151.68(6)
114.36(7)
71.03(8)
70.74(8)
117.43(7)
149.57(8)
61.04(7)
120.10(7)
75.05(7)
157.88(7)
76.81(7)
45.91(6)
81.89(7)
78.70(6)
132.08(6)
46.78(5)

K1-01"
N1-O6
N1-05
N1-C4
01-C1
C1-C2
C1-C6
C2-C3
C3-C4
C4-C5
C5-C6
05'-K1-01"
02"-K1-01"
06'-K1-01"
04V-K1-01"
06-N1-05
06-N1-C4
0O5-N1-C4
C1-01-S1
C1-01-K1"
S1-01-K1!
S1-02-K1
S1-02-K1V
K1-02-K1"V
S1-03-K1"
S1-03-K1"
K1-03-K1"
S1-04-K1V
N1-05-K1"
N1-06-K1""
C2-C1-C6
C2-C1-01
C6-C1-01
C1-C2-C3
C2-C3-C4
C5-C4-C3
C5-C4-N1
C3-C4-N1
C6-C5-C4
C5-C6-C1

3.071(2)
1.212(4)
1.224(4)
1.466(4)
1.398(3)
1.373(4)
1.385(4)
1.384(4)
1.386(4)
1.384(4)
1.382(4)
61.55(6)
118.01(6)
148.78(7)
121.14(7)
123.6(3)
118.1(3)
118.3(3)
119.63(15)
143.06(14)
97.31(8)
154.22(15)
96.28(11)
105.65(7)
114.87(12)
116.17(11)
110.61(7)
96.00(13)
114.96(19)
151.4(2)
122.3(2)
118.2(2)
119.3(2)
119.4(2)
118.3(2)
122.3(2)
119.0(2)
118.7(2)
118.9(2)
118.7(2)

Cadigos de Simetria: ' -x+1/2, y+1/2, z; "-x+1, -y, -z+2; " x, -y+1/2, z+1/2; V X, -y, -z+2;
Yx-1/2,y, -z+3/2; V' -x+1/2,y-1/2, z.
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O angulo de 99,62° entre as ligacdes 0O1-S1-O3 é relativamente pequeno
guando comparado com o0s outros angulos O-S-O que variam entre 106,69° e
116,08°. Isto provavelmente ocorre devido a um efeito estéreo, onde a ligacdo C1-
O1 é anti a ligacdo S1-O3 e gauche as outras ligacdes S-O. Estes mesmos padrées
séo observados em todos 0os monoésteres de sulfato e dianions de monoésteres de
fosfato isostéricos encontrados no CCDC, um com angulo menor de 100,5(7)° e
todos os outros maiores em torno de 105°.

O padrdo encontrado no cristal, revela que ao redor de cada cation de
potassio (K") estdo coordenados oito atomos de oxigénio de seis diferentes anions
de pNPS. A estrutura é estabilizada por um amplo sistema de pontes salinas,
envolvendo seis atomos de oxigénio de grupos sulfato, sendo que um deles é um
oxigénio ligado diretamente ao anel, e dois outros atomos de oxigénio dos grupos

nitro. A Figura 7 apresenta o arranjo molecular em torno do céation de potassio (K*).

Figura 7. Desenho do arranjo molecular entorno do céation K.

3.1.2. Correlacdes entre Comprimentos de Ligacao de Estruturas Cristalinas de

Monoésteres de Sulfato

Na Figura 8 estdo representadas as estruturas de alguns monoésteres de
sulfato que foram resolvidas por raios-X e depositadas no CCDC com um indice final

(R) inferior a 0,05: (10) &cido 8-hidroxiquinolina-o-sulftrico®®, (11) &cido 8-
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hidroxiquinolina-o-sulfarico monohidratado®, (12) bufotionina®, (4) 4-nitrofenilsulfato
de potassio®®, (13) 4-epinina-O-sulfato®, (14) 3-epinina-O-sulfato hidratado®, (15) 4-
nitrocatecolsulfato dihidratado®, (16) 4-dopamina-O-sulfato®, (17) 3-dopamina-O-
sulfato®, (18) L-tirosina-O-sulfato dihidratada®’, e (19) metilsulfato de 10-
metilacridinio.®® Os dados de comprimento de ligac&o entre os atomos C-O, S-O e S-

OLs, como também o angulo entre os atomos C-O-S estdo apresentados na Tabela

3.
2 MeH2N+ M6H2N+
]/: N+ ; N+ ©

so3 OH o
10 11 12 4 13 14
o
o N0z el HaN? ?
0.0
\S//
9/ \O_
CHs
S s O. 503 OH
15 16 17 18 19

Figura 8. Estruturas de alguns monoésteres de sulfato reportadas no CCDC.*® 6268
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Tabela 3. Parametros geométricos selecionados das estruturas cristalinas dos

monoésteres de sulfato pesquisados.

Composto Comprimentos de Ligacéo (A) Angulo (9
C-O S-Oic S-(03)" C-0O-S
10 1,374 1,653 1,437 1,422 1,433 117,91
11 1,384 1,648 1,428 1,424 1,424 117,29
12 1,392 1,649 1,427 1,451 1,443 118,42
04 1,398 1,629 1,431 1,432 1,432 119,63
13 1,402 1,623 1,430 1,440 1,429 117,78
14 1,402 1,627 1,444 1,442 1,431 117,77
15 1,408 1,620 1,441 1,451 1,448 118,94
16 1,409 1,622 1,445 1,440 1,434 116,94
17 1,410 1,620 1,438 1,443 - 115,57
18 1,409 1,611 1,444 1,433 1,449 118,77
19 1,422 1,599 1,438 1,430 1,436 116,73

Estes dados cristalogréaficos possibilitaram varias relagcées estrutura-estrutura,
nas quais apenas a relacdo entre os comprimentos das ligacbes C-O e S-O.¢
apresentaram uma relacdo linear (Figura 9). Observa-se que o alongamento do
comprimento da ligagdo C-O causa um encurtamento proporcional do comprimento
da ligacdo S-O.c, e pode ser notado que a soma destes comprimentos de ligacao
séo efetivamente constantes em 3,027(15) A para todos os sulfatos selecionados.
Esta relacdo também sugere que um aumento do comprimento da ligacdo S-O.g
tende a favorecer a transferéncia do grupo sulfato e, correlacionam linearmente com
0 pKa do grupo de saida. E interessante notar que os resultados aqui apresentados
correspondem a primeira evidencia de correlacdo entre a estrutura e reatividade de

monoésteres de sulfato.
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1.70 —_—

1.65

1.60

1.55 —

S

1.50 —

Compr. de Ligacéo / A

1.45 A -

1.40

1.35 — .
4 6 8 10 12 14 16

pK, (ArOH)

Figura 9. Dependéncia do comprimento de ligacdo C-O e S-O.g com o0 pK, de
monoésteres de sulfato. A soma dos dois comprimentos de ligacdo €
efetivamente constante, com correlacdo angular igual a zero pelo gréfico

de (Ic.o * Is-0)/2 conforme observado na linha média.

E interessante notar que o pK, de 4,94 utilizado para a 8-hidroxiquinolina (10
e 11, na Figura 8) pertence ao grupo NH* (Esquema 15) e n&do ao grupo OH (pKa =
9,63). Contudo, existe uma boa razdo para supor que o0s dois pK,ss ndo sdo muito
diferentes. O pK,; de 9,63 do fenol da 8-hidroxiquinolina (20), o qual ndo é
diretamente acessivel considerando a estrutura (22), diminui para 6,81 para o cétion
N-metilquinolinio. De fato, espera-se que o pK, do fenol de 20 deve ser mais baixo
que o valor reportado para o cation N-metilquinolinio®, ja que existe um nitrogénio

protonado fazendo ligacao de hidrogénio com o oxigénio vizinho (21).
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A A A
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Esquema 15

Como notado por Popek e Lis®, os efeitos das ligacdes de hidrogénio s&o
evidentes nas estruturas cristalinas 10 e 11 (Fig. 8). A ligagdo C-O do anel é
deslocada em 4° a 5° em direcdo ao hidrogénio da ligacdo N*-H afetando
simultaneamente a reatividade do monoéster de sulfato e o comprimento da ligacéo
S-Oc.

Nagasawa e Yoshidome™ observaram que a hidrélise do 8-quinolilsulfato, o
qual possui a ligacdo S-O, g mais longa entre os sulfatos citados na Tabela 3, é 180
vezes mais rapida que a correspondente reacéo do pNPS* em 1% de DMSO/H,0 a
20°C. Esta diferenca na constante de velocidade de reacdo € proporcional a uma
diferenca de 1,88 unidades de pK, para o grupos de saida e, considerando o valor
de B de 1,2 obtido por Fendler and Fendler®®, permite estimar o valor do pK(2) em
5,26. Este valor calculado é consistente com o resultado encontrado por Murakami
and Sunamoto’?, os quais observaram que a hidrélise do 3-piridilfosfato é somente
1,6 vezes mais rapida que a reacédo correspondente do 8-quinolilfosfato a 25°C. Este
resultado sugere que os valores de pK,s sdo similares para os grupos de saida, ja
que o pK, para a dissociacdo do OH neutro da 3-hidroxipiridina € 8,75 e diminui para
4,81 no caso do 3-hidroxi-N-metilpiridinio.

Embora a correlacdo mostrada na Figura 9 deva ser melhorada assim que
mais dados estejam disponiveis, pode ser considerada altamente informativa. A
quimica dos monoanions de ésteres de sulfato € mecanisticamente similar aquela de
dianions de monoésteres de fosfato. Jones e Kirby’?> mostraram que o comprimento
de ligagédo entre os atomos de P-O, ¢ para dianions de monoésteres de fosfato RO-
PO3" apresentam uma correlagcdo com o pK.c com um coeficiente angular de —8 x
10°,

A correspondente correlacédo entre o pK. g € 0 comprimento de ligacédo entre
S-O.c para ésteres de sulfato RO-SO3™ apresenta um coeficiente angular de —5,3 x
10 (r = 0,955), sugerindo que o comprimento da ligacdo S-O de monoanions de
sulfato é pouco sensivel a basicidade do grupo de saida. Isto é consistente com a
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carga efetiva do oxigénio do grupo de saida que é +0,36 para dianions de

monoésteres de fosfato, sendo de +0,7 para sulfatos.”
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3.2. DETERMINACAO DO pK, DO DMANS POR ESPECTROSCOPIA

NO UV/Vis

Os espectros de UV/Vis do DMANS (2,45 x 10° M) foram obtidos em meio
aquoso com KCI, mantendo-se a forca ibnica em 1,0 e a temperatura em 25 °C, e
variando-se o pH entre 4,0 e 10,0 conforme demonstrado na Figura 10.

0,25

— pH 4,00

Abs

0,00 I ) I ) I ) I ) I ) I ) I - ) =
260 280 300 320 340 360 380 400

A (nm)

Figura 10. Espectros de UV/Vis para 0 DMANS (2,45 x 10™° M) em solucdo aquosa
em funcéo da variacdo de pH 4,0 — 10,0, a 25 °C.

Observa-se dois pontos isosbésticos em 270 e 300 nm. Em pH 4,0 o espectro
apresenta uma banda com Auax em 290 nm, e com o aumento do pH esta banda
diminui de intensidade dando origem a outra banda mais intensa com Ayax em 330
nm em pH 10,0, conforme indicado pelas setas.

Os dados de cada pH foram obtidos a partir da leitura da absorbancia no
comprimento de onda de 330 nm e o grafico obtido a partir destes dados apresenta

dois patamares: um na regido entre pH 5,0 e 6,0 com absorbancia no ponto minimo
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(Absyn) de 0,061, que corresponde a espécie dipolar ibnica do DMANS (Esquema

14), e outro entre pH 8,5 e 10,0 com absorbancia no ponto maximo (Absyax) de

0,172, que corresponde a espécie anibnica (Esquema 14). Observa-se também um

consideravel aumento na absorbancia entre os pHs 6,0 e 8,0, indicando uma maior

absotividade molar da espécie anidnica em relacéo a dipolar iébnica (Figura 11).

Abs, 330 nm

Figura 11.

0,18

0,16

0,14

0,12

0,10 -

0,08 -

0,06 -

pH
Variacdo da absorbancia do DMANS (2,45 x 10 M) em solu¢éo aquosa
em funcdo do aumento do pH, A = 330 nm e 25 °C, Absyn = 0,063 +
0,001 e Abswuax = 0,172 + 0,002.

A Equacéo 7, foi utilizada para fornecer o ajuste teorico para os dados da

Figura 11, onde, K, € a constante de dissociacdo do grupo aménio do DMANS, que

possui um valor de pKj (= -log Kj,) igual a 6,98 + 0,03.

Abs = Abs — |+ AbS i

minima * (1+ Kaj m (7)
[H7] K
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3.3. ESTUDO DA HIDROLISE DO 8-N,N-DIMETILAMINO-1-NAFTIL-
SULFATO DE POTASSIO (DMANS)

Na Figura 12 esta apresentado um conjunto de espectros de UV/Vis tipicos
para a reacdo de hidrolise de DMANS (2,45 x 10° M) em pH 5,22, u = 1,0 e 60 °C
(Esquema 16). Observa-se pontos isosbéticos bem definidos em 257 nm e 298 nm,
e entre eles observa-se o desaparecimento da banda do DMANS e acima de 298 nm

0 aparecimento da banda do produto (DANOL) conforme indicado pelas setas.

0,10+

Abs

0,05+

0,00

T T T T T T T =
260 280 300 320 340 360 380 400
Wavelength (nm)

Figura 12. Espectros sucessivos de UV/Vis, da reacdo de hidrolise do DMANS
(2,45 x 10° M) em pH 5,22, 1 = 1,0 e 60 °C.

CH3 CH3
HsCy, ' H SO, HsCy, '
I, / / //I/,
N o) OH
H,0
. + S0,7?

Esquema 16
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Na Figura 13 esta demonstrando uma cinética tipica desta reacdo, no
comprimento de onda de 320 nm, e se observa claramente um comportamento de

reacao de primeira-ordem.

0,126 —

0,119 —

0,112 —

0,105 —

0,098 —

Abs (320 nm)

0,091 —

0,084 —

0,077 —

0 " 200 400 600 " 800 " 1000
tempo / min.
Figura 13. Cinética tipica em agua da reacdo de hidrélise do DMANS (2,45 x 10

M) em pH 5,22, a 60 °C e u = 1,0. A linha corresponde a um ajuste
teorico considerando uma reacao de primeira-ordem.

3.3.1. Efeito do pH sobre areacao de hidrolise do DMANS

Na Tabela 4 estdo contidos os dados para a reacao de hidrélise do DMANS
(2,45 x 10 M) a 60 °C e p = 1,0 entre os pHs de 0,0 e 8,0. Na Figura 14, mostra-se
a curva de pH vs Kgps, 0 qual pode ser dividido em trés regides distintas: (i) uma
regido que corresponde a pH < 2,0, na qual a velocidade aumenta linearmente com
0 aumento da concentracdo de acido e o coeficiente angular de log kops VS pH € igual
a -1, indicando a catalise acida pelo ion hidrénio; (ii) uma regido de patamar entre pH
3,0 e 6,0, na qual a constante de velocidade observada independe do pH e que
corresponde a regido onde se observa a hidrélise espontanea; e (iii) uma regido de

pH > 6,5, em que a reacdo volta a ser dependente do pH e apresenta um grafico de
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log kops VS pH com um coeficiente angular igual a -1. Estas observacfes podem ser

sumarizadas em termos no Esquema 17.

10 3
] S
FI|(/)
N 14
ST o
] O
\8 i (@) 5
o) i
‘4
0,1 e 80 O
0,01 I L] I L] I L] I L] I L] I L] I L] I L] I
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 14. Variacdo da kops para a hidrélise do DMANS (2,45 x 10 M) em funcéo
do aumento do pH, au=1,0 e a 60 °C. A linha corresponde ao ajuste

tedrico de acordo com as Equacdes 8 e 9.
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Tabela 4. Constantes de velocidade observada para a hidrélise do DMANS (2,45 x

10> M) em funcéo do pH, a n = 1,0 e 60 °C.

pH Kobs / 10° s™ pH Kobs / 10° s
-0,01 120,0 5,00 5,39
0,03 89,6 5,22 5,29
0,08 53,5 5,52 5,50
0,21 61,6 5,52 4,31
0,38 47,0 5,69 5,95
0,99 12,6 5,72 4,62
0,99 13,7 5,99 4,64
1,08 11,6 6,00 4,49
1,29 8,42 6,04 4,05
1,99 4,86 6,24 3,72
1,99 4,97 6,47 3,12
2,99 4,13 6,49 2,80
4,01 4,95 6,74 2,63
4,07 4,95 7,03 9,35
4,25 4,95 7,03 1,12
4,49 4,98 7,22 1,00
4,51 4,94 7,50 0,753
4,80 5,35 7,52 1,14
4,99 4,81 7,96 0,314
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Esquema 17

O mecanismo apresentado para a hidrélise do substrato DMANS nas
diferentes faixas de pH, de acordo com o Esquema 17, permite derivar a Equacao
8.

kobs =k + kzw-)(zw (8)

mc 'ch

Expressando a fragdo molar do substrato de acordo com sua distribuicdo de

espécies, obtem-se a Equacao 9.

M1 H
" K +HD " Ky +[H]) ©)

obs —
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Com auxilio da Equacao 9, o ajuste tedrico dos dados da Figura 14 forneceu

0s parametros cinéticos apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Parametros calculados para a hidrélise do DMANS (2,45 x 10° M) em

funcdo do aumento do pH, aun=1,0 e a 60 °C.

Constantes Valores
Kme / s @ > 9,20 x 10°
Kow / S 5,0 x 10°
pKa1 @ <-6,5
pKaz 6,77

(a) Os valores dependem do valor de pKa = -6,5, que corresponde ao fenilsulfato.

3.3.2. Determinacé&o do efeito isotopico da reagdo de hidrdlise do DMANS

As reacoes de hidrolise do DMANS em H,O e D,0 foram realizadas em duas
regides distintas de pH. Na regido em que a concentracdo de acido variou entre
0,516 e 1,063 M (Tabelas 6 e Tabela 7), e outra em pH 4,55, regido que
corresponde ao patamar no perfil de pH e corresponde a reacdo de hidrolise do
DMANS na forma neutra.

Os dados das Tabelas 6 e 7 foram plotados em um grafico de Keps VS
concentracdo do acido [ (X) Cl ] (Figura 15) obtendo duas retas com correlacdes
superiores de 0,994. Os coeficientes angulares para a reacdo de hidrélise do
DMANS em HCI / H,0 e DCI / D,O foram 1,67 x 10° M™*.s™* e 2,06 x 10° M™.s™,
respectivamente, sendo que o0 quociente entre os coeficientes angulares destas

duas retas levou a um efeito isotopico inverso (kn2o/kp2o) = 0,81.
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Tabela 6. Constantes de velocidade observada para a hidrélise do DMANS (2,45 x
10 M) na presenca de concentracdes crescentes de &cido cloridrico, a
60°Ceapn=1,0.

[HCI]/M Kobs / 10 . st
1,031 12,70
0,928 11,90
0,825 9,34
0,619 6,35
0,516 4,29

Tabela 7. Constantes de velocidade observada para a hidrolise do DMANS (2,45 x
10 M) na presenca de concentracdes crescentes de &cido cloridrico

deuterado, a60°C e ap=1,0.

[DCI] /M Kops / 10 . st
1,063 19,00
0,956 16,40
0,850 14,70
0,638 10,10

O pequeno efeito isotopico inverso esta relacionado ao equilibrio de
protonacdo (K1) entre as espécies: dipolar idbnica e monocatiénica (Esquema 17). A
espécie monocatibnica possui 0 grupo sulfato protonado, sendo muito mais reativa
que a dipolar idnica que possui 0 grupo sulfato na forma de anion.*® Desde que o
equilibrio esteja levemente mais deslocado para a espécie deuterada que para a
protonada, a velocidade da reagdo serda maior para a reacdo com deutério,

produzindo um efeito isotopico inverso.
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Figura 15. Variacdo da kops para a hidrélise do DMANS (2,45 x 10° M) em funcéo
do aumento da concentracgédo de (X) = HCI (l) e DCI (@), au=1,0e 60

°C.

As constantes de velocidade para a hidrdlise do DMANS em pH 4,55 foram
calculadas a partir da média de trés cinéticas da reacdo em H,O e D,O, cujos
valores obtidos foram ki20 = (5,07 + 1,09) x 10° s e kpoo = (2,57 + 0,35) x 10 s,
respectivamente. Assim o efeito isotépico (knzo / kp2o) foi de 1,97.

O valor de efeito isotdpico obtido, referente a regido de hidrdlise independente
de pH, espécie dipolar i6nica (Esquema 17), indica que ha participacdo de
moléculas de agua e transferéncia de atomos de hidrogénio no estado de transicao.
Isto pode ser é um indicativo de catalise acido-base geral com um mecanismo mais
associativo que no caso dos dianions de fosfato, porem ainda no lado dissociativo do

diagrama da coordenada de reacéo (Figura 3).

3.3.3. Determinacao dos Parametros de Ativacéao

Para fins de calculo dos parametros de ativacdo, foram realizadas corridas
cinéticas em triplicata para cada temperatura em 60, 65, 70, 75, 80, 85, e 90 °C para
a reacdo de hidrélise do DMANS (2,45 x 10° M) em pH 4,5, p = 1,0. Os dados
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experimentais obtidos para esta reacdo em funcdo da temperatura estdo
apresentados na Tabela 8, onde se observa um aumento nas constantes de

velocidade com o0 aumento da temperatura.

Tabela 8. Constantes de velocidade observada para a hidrélise do DMANS (2,45 x

10 M) em diferentes valores de temperatura, a p = 1,0 e pH 4,50.

T/°C kobs /107, s T/°C Kobs / 10, 57t
60 5,29 75 33,1
60 5,35 80 42,3
60 5,39 80 43,5
65 13,1 80 47,2
65 13,1 85 84,7
65 11,5 85 83,8
70 19,7 85 78,7
70 22,3 90 119,0
70 22,4 90 134,0
75 37,5 90 121,0
75 33,9

A relacdo entre In (kops / T) vs 1/ T (Figura 16) € linear com um coeficiente
de correlacdo superior a 0,99. Os parametros de ativagdo foram calculados através
das Equacdes 4 — 6, e estdo contidos na Tabela 9.
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Figura 16. Variacdo da kops para a hidrélise do DMANS (2,45 x 10° M) em funcéo

da diminuicdo da temperatura, a u = 1,0 e pH 4,50.

Tabela 9. Parametros de ativacéo para a hidrolise do DMANS, a u = 1,0 e pH 4,50.

Parametro de Ativacao Valor Obtido
E. (75 °C) 24,0 kcal. mol™
AH* 23,3 keal . mol™
AS? -8,01 eu
AG¥ 26,1 kcal . mol™

O valor da energia de ativacdo é semelhante daquele observado por Fendler
para o-nitrofenilsulfato®, e o valor negativo da entropia de ativacdo sugere que no
estado de transicao da reacdo de hidrélise do DMANS ocorre uma reorganizacao do
meio em relacdo ao estado inicial. Este resultado indica que a carga negativa do
grupo sulfato estd um pouco mais dispersa no estado de transi¢cédo, induzindo assim

a organizac¢do de um numero pequeno de moléculas de agua. Entretanto, o valor de
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entropia de ativacdo é menos negativo que os reportados para uma série de sulfatos
organicos, 2-, 4-nitrofenilsulfato, 2,4- e 2,5-dinitrofenilsulfato, nos quais estes valores
estdo entre —17,4 e —18,5 eu.>>*°

E importante salientar que as duas reacbes aqui comparadas S&o
significativamente diferentes. No caso dos sulfatos organicos, ha uma reacao de
transferéncia de uma carga negativa do grupo SO3 para o fenolato e no substrato
utilizado (DMANS), a espécie dipolar ibnica faz ponte de hidrogénio intramolecular
reduzindo o pK, do grupo de saida. Este efeito provocado pela estrutura rigida do
substrato possibilita que o0 mesmo atinja mais rapidamente o estado de transicéo e
por conseqiéncia com uma menor participacdo do solvente, explicando assim a
diferenca no valor da entropia de ativagdo em relacdo aos outros sulfatos organicos.
A reacdo € mais dissociativa que os sulfatos organicos tradicionais estudados por
Fendler®® e menos dissociativa que dianions de fosfato, seguindo uma trajetéria

mecanistica qualitativamente semelhante daguela mostrada na Figura 17.

distancia S-Y -

_ () dissociacao (iii) (9]

distancia S-X

X
| _

+ Y

\\\o_ ii) associacao iv
S R KO ¢ |
| Yo
Y

“

///O_

X m=N=0

Figura 17. Diagrama simplificado de coordenada de reacéo para a transferéncia do
grupo sulfurila entre os grupos axiais X e Y. Em pontilhado apresenta-se
uma trajetoria mecanistica qualitativa da hidrélise de sulfatos organicos
tradicionais (A), do DMANS (B) e de dianions de fosfato (C).
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3.4. CONSIDERACOES FINAIS

A hidrolise acida do DMANS em 1M HCI é 25,4 vezes mais reativa que a
respectiva reagdao na regido independente do pH. A partir da relacao linear de
energia livre obtida por Fendler®, o qual relacionou as constantes de dissociacdo do
grupos de saida de varios sulfatos e as constantes de velocidade de hidrolise
espontanea, possibilitou o calculo do pK, efetivo do grupo de saida DANOL em 4,76.
Este valor de pK, demonstra que o DMANS é muito mais reativo em relacdo ao
naftilsulfato, pois o naftol apresenta um valor de pK, aproximadamente 5 unidades
maior.

Este aumento na reatividade pode ser explicado pela presenca do grupo
amonio vizinho ao &tomo de oxigénio do DMANS, o qual age como catalisador acido
geral, transferindo o hidrogénio intramolecularmente. Efeitos semelhantes foram
observados na hidrélise espontanea do 8-N,N-dimetilaménio-1-naftilfosfato™ e o 8-
N,N-dimetilamino-1-metoximetoxinaftaleno®®, os quais sdo mais reativos na ordem
de 10° vezes em relacdo a substratos onde ndo h& ligacdes de hidrogénio
intramoleculares.

Outro aspecto importante é que a ligacdo de hidrogénio intramolecular pode
aumentar a reatividade do DMANS por estabilizar melhor o grupo de saida e assim a
estrutura molecular mais ativada e parecida com o estado de transicao (Figura 18).
Neste caso, o comprimento de ligacdo S-O, ¢ deve ser maior que o comprimento da
ligacdo C-O, como pode ser observado comparando o pK, efetivo do grupo de saida
com o comprimento destas ligacfes (Figura 9).

Os valores obtidos de efeito isotopico (1,97 na regido de hidrélise
espontanea) e entropia (—8,0 e.u.) estdo de acordo com a reatividade do DMANS em
agua, sugerindo uma pequena participacao do solvente no estado de transicdo, com
uma pequena modificacdo das ligacfes de hidrogénio em relacdo ao estado inicial.
A reacdo € em geral menos dissociativa que dianions de fosfatos organicos e mais
dissociativa que sulfatos orgéanicos tradicionais, com maior quebra da ligacdo S-O,¢
do que formacéao da ligacdo S-OH, (solvente), conforme mostrado na Figura 18.
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Figura 18. Estado de transicdo da espécie dipolar ibnica do DMANS.
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4. CONCLUSAO

Em relacdo ao estudo da reacdo de hidrélise do 8-N,N-dimetilamino-1-

naftilsulfato de potassio (DMANS) pode-se concluir que:

i.  Asreacfes de hidrolise do DMANS ocorrem de forma mais dissociativa do que
por um mecanismo concertado, onde o0 agrupamento amoébnio age

intramolecularmente como um catalisador &cido geral,

ii. Areatividade do DMANS esta diretamente associada a catalise pela ligagdo de
hidrogénio intramolecular, no qual o valor calculado para o pK, efetivo do grupo
de saida sugere uma estrutura molecular mais proxima do estado de transicao.
Os valores de ky2o/kpzo € entropia também sugerem esta estrutura, onde ha

uma pequena participacao do solvente no processo de transferéncia do préton.

Para o estudo dos dados cristalograficos dos monoésteres de sulfato pode-se

concluir que:

i. A analise de difratometria de raios-X do pNPS se observa que o atomo de
potassio esta coordenado a 8 atomos de oxigénio sendo um deles o oxigénio

ligado ao anel aromético;

ii. Os resultados reportados aqui apresentam uma primeira evidencia de
correlacéo linear entre as distancias das ligacdes C-O e S-O.c com o0 pK, do
grupo de saida, o que é por consequéncia uma relacdo direta de estrutura
reatividade para a hidrélise de monoésteres de sulfato. Estes resultados séo de
interesse consideravel para estudos recentes, onde se demonstra a
importancia da transferéncia de um hidrogénio intramolecularmente catalisando

a reacao.

Os resultados deste trabalho demonstram que as reacdes envolvendo o
DMANS, bem como a correlacdo estrutura-reatividade de diversos sulfatos podem
ser utilizado como modelo ndo-mimético de catélise, facilitando o entendimento das

reacOes de transferéncia do grupo sulfurila em sistemas enziméticos.
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