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RESUMO

O estudo de reagGes intramoleculares é apresentado neste trabalho
como reagdes modelo, ndo miméticos, para catdlise enzimatica. Foram
sintetizados sete compostos inéditos: quatro compostos ) modelos, 9-
hidroximinofluoreno-1-fenilamida (IIL), (Z)-9-hidroximinofluoreno-1-N,N-
dipropilamida (IIl,,), (E)-9-hidroximinofluoreno-1-N,N-dipropilamida (III,.)
¢ 9-hidroximinofluoreno-1-propil éster (IV); e tr€s andlogos que reagem via
mecanismo bimolecular, 9-fluorenona-1-fenilamida (I,), 9-fluorenona-1-N,N-
dipropilamida (I,) e 9-fluorenona-1-propil éster (II). Os compostos, acido 9-
hidroximinofluoreno-1-carboxilico (V) e cetoortoxazina (VI), também foram
preparados como possiveis intermediarios e produtos, respectivamente,
formados na hidrolise dos compostos modelo. Os perfis cinéticos para as
reagdes de hidrélise destes compostos modelo sdo extremamente complexos.
A participagdo na assisténcia anquimérica do grupo hidroxila na hidrélise
intramolecular foi evidente para a hidrolise intamolecular da 9-
hidroximinofluoreno-1-N,N-dipropilamida. O efeito catalitico observado foi

da ordem de 10’ vezes mais rapida que as reagdes anélogas bimoleculares.
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ABSTRACT

The study of intramolecular reactions is presented in this work as model
nonmimetic reactions, for enzymatic catalysis. It was synthesized seven new
different compounds: four models compounds, 9-hydroxyminofluoreno-1-
fenylamide (IIlI,), (2)-9-hydroxyminofluoreno-1-N,N-dipropylamide '(III,,Z),
(E)-9-hydroxyminofluoreno-1-N,N-dipropylamide (IIL,e) and 9-
hydroxyminofluoreno-1-propyl ester (IV), three analogous that react via
bimolecular mechanism, 9-fluorenone-1-fenylamide (I,), 9-fluorenone-1-N,
N-dipropylamide (I,) and 9-fluorenone-1-propyl ester (II). The compounds
acid 9-hydroxyminofluoreno-1-carboxilic (V) and cetoorthoxazine (VI), were
also prepared as possible intermediates and products, respectively, which
were are formed in the hydrolyses of models compounds. The kinetic profiles
obtained for hydrolysis reactions for these models compounds, are extremely
complexés. The participation of hydroxyl group in the “neighbouring”
assistance was evident in the 9-hydroxyminofluoreno-1-N,N-dipropylamide
intramolecular hydrolysis. The observed catalytic effect was 10° times faster

than analogous bimolecular reactions.
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CAPITULO I

1-INTRODUCAO

1.1 - ENZIMAS COMO CATALISADORES BIOLOGICOS

A enorme variedade das rea¢des bioquimicas que compreende a vida
sdo quase todas mediadas por uma série de extraordinarios catalisadores
biolégicos conhecidos como enzimas." A maioria das enzimas sdo proteinas,
com exce¢do de certas moléculas’ de RNA que também atuam como
catalisadores. Embora as enzimas estejam sujeitas as mesmas leis da natureza
que governam o comportamento de outras substincias, elas diferem dos
catalisadores quimicos comuns em varias considerag(”)es importantes:

* As velocidades de reagdes catalisadas enzimaticamente sdo tipicamente
fatores na ordem de 10° a 10" maiores, quando comparados com as
correspondentes reagdes ndo catalisadas.

* Reagdes catalisadas enzimaticamente  ocorrem  sob condi¢des
relativamente suaves: temperatura baixa, pressdo atmosférica, e pH préoximo a
neutro. Em contraste, uma catalise quimica freqiientemente requer
temperatura e pressdo elevadas, como também pH’s extremos.

* Enzimas também mostram uma singular especificidade em rela¢do aos
substratos e produtos. Uma rea¢do enzimatica raramente produz subprodutos.

Por exemplo, numa sintese enzimatica de proteinas no ribosomos,

' A descoberta destas moléculas renderam a Sidney Altman (Yale University) e Thomas R. Cech (University
of Colorado, Boulder) o Prémio Nobel de Quimica em 1989.
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polipeptideos contendo mais de 1000 residuos de aminoacidos sdo
sintetizados livres de erros.

Sabe-se que a reacdo com a enzima se da num setor caracteristico
dentro dela conhecido como "sitio ativo". Dentro deste sitio existe um centro
de reconhecimento ao qual o substrato se liga por complexagio ndo covalente
com a enzima, formando assim o complexo enzima-substrato (ES) que
posteriormente reage liberando os produtos, como mostrado no Esquema 01.

k1 k2
ES — E + Produtos

E + S
Esquema 01
Pode-se atribuir o alto poder catalitico das enzimas a trés fatores que

basicamente abrangem os demais. De uma forma simples sdo eles:

a) Aproximacio dos grupos reagentes. Através das interagdes ndo

covalentes que a enzima estabelece com o substrato, ela consegue estabiliza-
lo numa posi¢do onde o centro catalitico ou sitio ativo se¢ encontra na
proximidade ¢ orientag¢éo adequada para o ataque. A proximidade dos grupos
também ¢ responsavel pela dessolvatagdo, aumentando desta forma a
possibilidade do ataque.

b) Distor¢do. Em muitas enzimas, a exemplo da lisozima, foi observado que
quando o substrato se liga ao centro ativo, esta muda de conformacgdo
forgcando assim a ligag@o do substrato a ser rompida, ou seja, a enzima leva o
substrato a atingir uma conformac¢do mais parecida com a do estado de
transi¢éo, diminuindo assim a energia de ativagao.

c) Efeito do meio. Sendo a enzima uma macromolécula orgénica, o sitio

ativo em muitos casos pode ser considerado como sendo um meio apolar.
Assim, grupos reativos como a hidroxila sofrem um aumento enorme na sua

nucleofilicidade (reatividade) ao perder sua camada de solvatagdo. Além

2



1 - Introducao

disto, polaridades adequadas fornecem uma grande forga diretora para a
reacdo.

Limita¢Oes técnicas € o grande numero de varidveis impostas pela
complexidade das enzimas forneceram, a partir de meados deste século, um
impulso muito grande as pesquisas mecanisticas de reagdes modelos que tanto
simulam a ligagdo no complexo enzima-substrato, como simulam as
transformagdes quimicas ocorridas no sitio ativo das enzimas (Figura 01).
Tais modelos s6 puderam ser propostos e estudados a partir de informacdes
sobre a natureza da composi¢do do sitio ativo da enzima, obtidas com o

advento de técnicas de cristalografia de raio-X.

Ser 189 ;
Oy 2%

Gly 193
N

Figura 01 - Simulacdo da estrutura do sitio ativo de uma enzima serina
protease, que utiliza os residuos serina, acido aspartico e histidina para

catalise nucleofilica.
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1.2 - REACOES MODELOS PARA CATALISE ENZIMATICA

“Um dos grandes desafios atuais das ciéncias naturais é um
entendimento exato de como as enzimas trabalham. A um certo nivel nos
podemos ‘entender’ a catdlise enzimdtica, como uma enzima se liga ao
substrato e estabiliza seletivamente o estado de transi¢do para uma reag¢éo
em particular.” Mas nosso nivel atual de entendimento Jalha no mais severo
teste prdtico, projetar e elaborar sistemas enzimdticos artificiais com
eficiéncia catalitica que simulem as enzimas naturais”.’

Tais sistemas enzimaticos artificiais sdo conhecidos como modelos, ¢
surgiram da necessidade de estimar quantitativamente os varios fatores
responsaveis pelo aumento na velocidade observado em reagdes enzimaticas
comparados com anéalogos bimoleculares. Assim, quanto mais semelhantes
forem as caracteristicas fisico-quimicas do modelo com as caracteristicas da
enzima em questdo, mais informagdes este modelo proporciona.

Hoje existem varios modelos que tentam imitar as mais diversas
caracteristicas das enzimas. No presente trabalho, optou-se por dividir os
modelos existentes em duas categorias: aqueles que tentam mmitar ¢ modelar o
sitio ativo como um todo (modelos miméticos) ou modelos nos quais uma
caracteristica especifica da ac¢fo enzimatica é imitada (modelos ndo
miméticos).’

Os modelos ndo miméticos podem ser subdivididos em duas categorias:
i) aqueles que analisam a interag8o entre o substrato € a enzima no complexo
enzima-substrato, dando origem aos estudos dos compostos de inclusdo
formados essencialmente por ciclodextrinas € éteres coroa.

ii) os direcionados para os principios fisico-quimicos que governam as
reagdes no sitio ativo das enzimas, abordados mais freqiientemente por

reacdes intramoleculares.
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1.2.1 - Reacdes Intramoleculares

Reagdes intramoleculares sdo reagdes modelos simples em que os
grupos reacionais estdo vinculados na mesma estrutura molecular. A premissa
basica € que os principios sob os quais fundamentam-se tais modelos,
estabelecem que os mesmos pardmetros fisico-quimicos que governam a
reatividade entre dois grupamentos funcionais em uma reagdo intramolecular,
estdo também presentes para os mesmos grupamentos que constituem o sitio
ativo da enzima.

As reagOes intramoleculares, como as ciclizagoes, especiﬁcamenfe as
reagdes intramoleculares nucleofilicas sdo as Unicas reagdes simples que
podem competir com a catalise enzimatica com velocidade equivalente.
Partindo deste tipo de reagdes pode-se obter sistemas em que grupos estaveis
de natureza biologica (amidas, glicosideos, e ésteres que tipicamente possuem
tempo de meia vida longos sob condigbes fisioldgicas) sdo
extraordinariamente clivados em segundos ou menos.

A eficiéncia da catédlise intramolecular € convenientemente expressada
em termos de Molaridade Efetiva (ME) do grupo catalitico.” A ME ¢ a razfio
da constante de velocidade de primeira-drdem para a reacdo itramolecular ¢
a constante de velocidade de segunda-ordem para a reagdo intermolecular que
procede pelo mesmo mecanismo sob as mesmas condigdes, € estd
representada na Equacéo 01.

kintramolecular (s-1)

ME = (Equagio 01)
kintermolecular (M-15-1)

A ME tem a dimensdo de molaridade e é facilmente entendida como a
concentragdo do grupo catalitico que serd requerido em um processo

intermolecular equivalente para se igualar a velocidade da reagdo
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intramolecular. A ME pode dizer quanta eficiéncia catalitica esta relacionada
com uma determinada estrutura em sistemas projetados para manter juntos
grupos funcionais intimamente proximos, de forma semelhante como os
mesmos grupos funcionais sdo mantidos juntos num complexo enzima-
substrato.

Kirby® tem se preocupado em sumariar os dados existentes sobre ME
para uma série de reagles intramoleculares. Dentro deste amplo levantamento
de dados pode-se ver a importancia deste calculo simples. Distinguir uma
reagdo que procede por catdlise nucleofilica intramolecular ou por catalise
bésica geral em solugdo sempre foi uma tarefa complicada de ser realizada,
pois ambos casos apresentam a mesma lei cinética. Um método bastante facil
- para saber qual mecanismo esta ocorrendo numa reagdo intramolecular deste

tipo, € por comparacdo de suas molaridades efetivas, Tabela 1.

Tabela 1 - Valores de molaridade efetiva para reagdes que procedem por

catalise intra e intermolecular.

Molaridade Efetiva
Catalise Nucleofilica Intramolecular Catalise Basica-Geral
De 10° a 10" menor de 80

H4 muita discussdo sobre as origens do aumento de velocidade nestes
sistemas. Com o estudo principalmente de reagdes intramoleculares de
lactonizagdo, hidrolise de ésteres e amidas, como modelos para catalise
enzimatica, surgiram teorias como: Controle Estereopopulacional,
Direcionamento de Orbitais, ¢ a Teoria Espago-Temporal. Estas teorias,
abordadas nas proximas se¢des, reivindicam para si a primazia dos efeitos de
aumento de velocidade observados em sistemas intramoleculares quando

comparados as reagdes intermoleculares similares.
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1.2.2 - Controle Estereopopulacional

E razoavel supor que, durante a formagdio do complexo enzima-
substrato, a enzima limita o substrato a uma tnica conformagio,
possivelmente aquela mais favoravel ao desempenho de sua fungdo
catalitica. Esta restrigdo conformacional pode ser imposta por meio de
ligagdes de hidrogénio, atragdo ou repulsédo eletrostatica, repulsdo de van der
Waals, repulsdo do tipo par ndo compartilhado e outras. Tal diversidade de
fatores, capazes de produzir um unico efeito, foi englobada numa teoria
denominada Controle Estereopopulacional.

A quantificagdo do fator de aumento de velocidade devido & restri¢do
conformacional foi apresentada por Milstien e Cohen, estudando como reagio
modelo a lactonizagdo de derivados do acido o-hidroxicindmico, I, a
ciclizagio de mesilatos de 3-(o-hidroxifenil)-1-propila, II', e a formagdo de

anidridos derivados do acido homoftalico, IIT®, Esquema 02.

Esquema 02
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Tabela 2 - Efeito da substitui¢do de hidrogénio por metila sobre a velocidade

relativa de ciclizagdo de I, II e I11.

Ri R, R Ri Rs I I I i I 1
H H H H H 1 1 1 1 11

H H H H CHy - 10
H H H CH CH;y - 35
H CH; H CH; CH; 68 7
H CHR H H H 14 — 167 52 1

H CH3 H H CH; 50
CH; H H H H 4440 4440 3.100 3.100 82.000 82.000
CH; H H H CH 16700 - —
CH; H H CH; CH; - -—- 10.464  --- -—- —
CH; CH; H CH; H 8I10° -
CH; CH; H H CH; 3x10" -
CH; CH; H CH; CH; 3x10" —  9x10* -
CH; CH; CH; CH; CH; 8x10°
CH; CH; H H H —  5x10"™ - 2x10% -~ 160007

a valores corrigidos para efeitos estéricos e eletrnicos, conforme referéncia 5; b valores corrigidos para
efeitos estéricos e eletronicos, conforme referéncia 6; ¢ valores corrigidos para efeitos estéricos e

eletrdnicos, conforme referéncia 3; d valores obtidos por extrapolagio

A Tabela 2 mostra que ocorre um grande aumento de velocidade da
reacdo quando R; e R, sfo grupamentos metilas. A velocidade relativa de
10" tem merecido maior atengéo por parte dos autores; pois um aumento
na velocidade desta magnitude aproxima-se do poder catalitico das enzimas.
Milstien ¢ Cohen atribuiram este fator de aumento de velocidade a um
“bloqueio” causado pelos grupamentos metilicos que permite um
congelamento conformacional da cadeia lateral no rotdmero mais produtivo
para a reagdo. Este fendmeno caracterizado pelo aumento consideravel da

populacdo do conformero mais reativo foi designado de “Controle
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Estereopopulacional”. Contudo, ao se comparar as trés reagdes listadas na
Tabela 2, observa-se que a substituicdo nucleofilica intramolecular (IT) e a'
reagdo do anidrido ciclico (III) mostram um aumento na velocidade na ordem
de 10° e 104, respectivamente, quando conformacionalmente restritos pelos
grupos metilicos em R; e R;. Se estes valores representam fatores tipicos de
aumento de velocidade para o efeito de restricdo conformacional, entdo a
reagdo de I estaria recebendo contribui¢des de varidveis ndo identificadas até
aquele momento, sendo que uma razdo possivel para esta diferenca pode advir
dos fatores orientacionais; Segundo Koshland’, uma orientag¢iio 6tima levaria
a um aumento de velocidade de 104, e isto acoplado com um fator de 10° para
o congelamento conformacional ofereceria um fator liquido de 10°, pr6ximo
ao valor observado. Neste contexto, uma possibilidade ¢ de que uma
orientacdo 6tima para a reagdo foi alcangada para a lactonizagdo mas ndo para
a reacdo de substituicdo nucleofilica ou a de formag¢do do anidrido. Outra
possibilidade, é que os fatores orientacionais sd0 menos importantes € que o
fator de aumento de velocidade pelo controle estereopopulacional € muito
maior que 10°. Isto implicaria em que barreiras reacionais teriam sido
introduzidas nas reagdes de substituigdo nucleofilica € na formagdo do
anidrido, as quais diminuem o aumento global de velocidade. Essas barreiras
podem surgir de fatores estéricos ou orientacionais. |

Karle e Karle'® mostraram, a partir de dados de cristalografia de raio-X
da lactona e do alcool primario derivados a partir da redugdo do composto I,
quando R;= R,= R4= Rs= CHj3, que os dngulos de ligacdo entre os atomos do
anel benzénico sofreram desvios do valor padrio de 120°, para poder
acomodar os grupos metilas nas posi¢des R; € R, Bruice concluiu a partir
desses dados, que o alivio da tensdo angular no estado fundamental é a for¢a
diretora da reagfio."!

Danforth ¢ Nicholson'?, estudaram as velocidades de lactonizagdo dos

compostos IV e V, para os quais ndo existe duvida da restrigdo

9
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conformacional. As velocidades relativas de ciclizagdo sdo 150 e 21.000

respectivamente.

HOOC HOOC

v ' v

Conclui-se que o valor méximo para o aumento de velocidade
resultante do congelamento conformacional é da ordem de 10° a 10*, ¢ que
algum outro fator deve ser responsavel pela aceleragdo adicional observada
para I com R;= R,= R~ Rs= CHj;. Os autores sugerem que este aumento
adicional de velocidade surge de fatores estéricos, o que foi provado a partir
da observagdo de um efeito isotopico secundario de deutério de 1,09 para I
com R;= Ry= R4y= CHj; versus I com Ri= CD; e R,= Rs= CH;. Este efeito
1sotdpico secundario de deutério foi atribuido ao alivio estérico das intera¢des
do estado fundamental e é um dos maiores observados." Este resultado indica
claramente a existéncia do alivio da compressdo, como forga diretora nas
reagdes de lactonizagdo. Porém, ainda ndo é claro como esse alivio da tensdo
estérica contribui para o aumento da velocidade. |

Por outro lado, a anélise dos dados da Tabela 2, no que concemne a
formag¢do do anidrido III, revela um aumento de velocidade de apenas 10
vezes quando III com R;-Rs= CH; é comparado com III no qual R;= CH;,
Ry-Rs= H. O mesmo tipo de substitui¢cdo nos compostos I ¢ II produz um
aumento de velocidade de 107 e 10% respectivamente. Hillery e Cohen®
concluem, portanto, que o alivio da tensdo ndo ¢ o fator determinante da

velocidade.
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Um estudo detalhado da lactonizagéo do acido cumarinico VI feito por
Hershfield e Schmir'® oferece informagdes adicionais sobre esta questdo. A
constante de velocidade para a lactonizagfio catalisada por 4cido com R;-
Rs=H ¢ idéntica ao processo similar em I com R;= CHj3. Na lactonizagio de
vérios derivados metilicos de VI ha somente uma pequena variagdo na
velocidade (menor do que uma ordem de magnitude em qualquer direg#o),
exceto para VI com R;= R,= R,= CHj, que mostra uma diminuicéo de 10°,

Uma interpretacdo para estes resultados sugere que a cadeia lateral do
grupo carboxilico em VI com R;-Rs= H tem sua rotagéo restrita devido a dois
fatores: sobreposi¢do dos elétrons © da dupla ligacdo com o anel aromatico e
ligacdo de hidrogénio intramolecular do grupo carboxilico com o OH
fendlico. Assim, uma aceleracdo maxima de velocidade devido a restrigdo
conformacional ja teria sido atingida no composto ndo substituido. Este
aumento de velocidade ¢ 10* quando comparado a I com R;-Rs= H. A
introdugdo de grupos metilicos em R; e R, distorce a coplanaridade entre a
dupla ligagdo ¢ o anel benz€nico por um efeito de empacotamento. Esta
quebra de coplanaridade produz um arranjo menos favoravel dos grupos
reacionais € cria uma barreira estérica para a lactoniza¢gio, com uma

conseqiiente redugdo na velocidade.

HOOC /H
HO
~
Re R,
™~

R7 I R 5

R¢

VI
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Resumindo, reagdes intramoleculares em sistemas modelos, nos quais
0s grupos reacionais estdo conformacionalmente restritos, mostram grandes
aumentos de velocidades. Nas rea¢des discutidas, o fator de aumento de
velocidade para restri¢io conformacional parece estar na faixa de 10° a 10°. A
lactonizagéo de I ¢ a Uinica reacdo com fator de aumento de velocidade maior,
10", A enorme aceleragio de velocidade nesta reagdo provavelmente surge de

fatores adicionais dos quais um, sem divida, € o alivio da tens3o estérica.

1.2.3 - Direcionamento de Orbitais

Testando a sensibilidade de reagdes quimicas & orientagdo dos atomos
que participam do sitio reacional, Koshland estudou a velocidade de
esterificagdo e lactonizagio de y- hidroxiacidos."

Quando comparadas a velocidade de esterificagdo entre o 4cido acético
e etanol, as reagdes de ciclizagio intramolecular ocorrem 10° vezes mais
rapidamente que a reagdo intermolecular. Mesmo depois que corregdes para o
efeito de proximidade, tensdo e efeitos conformacionais $30 feitas, um fator

de aumento de velocidade de 10*, ainda é observado, Tabela 3.

Tabela 3 - Efeito do componente orientacional sobre a velocidade de

lactonizag@o de acidos y-hidroxicarboxilicos.
CH3CH20H COOH OOH '
Composto L/o "
CH;COOH oM Cryom oo
Vil IX X

Vrel. 1 79 305 6630 1.027.000
Viel comig . 1 413 17 1660 18.700

a velocidades relativas corrigidas, conforme referéncia 13
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Conforme a abordagem de Koshland, durante a formacgdo dessas
estruturas ciclicas, o ataque do oxigénio hidroxilico sobre o carbono
carbonilico tem uma orientagdo limitada se comparada as orientagdes das
colisdes que ocorrem ao acaso em processos bimoleculares. Este fator
orientacional, representado por 1/6, fornece uma estimativa do aumento de
velocidade observada em reagdes enzimdticas devido a otimizacio da
orientacdo dos orbitais dos dtomos reacionais em questdo. 0 é o dngulo
definido pela fracdo da superficie solida, de um dtomo de simetria esférica,
sujeita a reacdo ao longo de um caminho selecionado, que corresponde a
coordenada de reagdo. |

Um fator de aceleragdo da ordem de 10* esta longe de conferir as
reacOes intramoleculares anilogas a mesma velocidade das reagdes
enzimaticas. Porém, a combinagdo de varios grupos cataliticos presentes
numa unica estrutura carbonica, a exemplo do que ocorre num complexo
enzima-substrato, pode revelar fatores tio grandes quanto 10" justificando a
origem do alto poder catalitico das enzimas.

Em um experimento adicional de comprovacgio de sua teoria, Koshland
testa o efeito da substituig:ﬁo' de um atomo de oxigénio por um de enxofre
sobre a componente angular das rea¢des de lactonizagdo anteriormente

apresentadas, Tabela 4.

Tabela 4 - Efeito da componente orientacional sobre a velocidade de

tiolactonizagdo de acidos y-sulfidrilcarboxilicos.

COOH
Composto L}H oo

CH,SH

H OOH
X1 X1 XII
Vrel. 384 90 821.000
Vrel. corriga. 2020 5 15.000

a velocidades relativas corrigidas, conforme referéncia 16
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Como resultado, a variagdo de velocidade para os compostos
tioanalogos, especialmente a grande diferenca de velocidade entre IX e XII, é
interpretada como um desvio desfavoravel nos dngulos de aproximagio entre
os orbitais atbmicos dos grupos reacionais, tornando a estrutura do tiol, (B),

menos produtiva orientacionalmente, Figura 02.

(A) B)
Figura 02 - Orientagdo dos atomos de oxigénio € enxofre nas reagdes de

ciclizagdo intramolecular.

Nesta etapa, a teoria de Direcionamento de Orbitais esta delineada,
porém ndo totalmente aceita; entdo Koshland, fazendo uso da teoria do estado
de transi¢cdo, procura consolidar suas hipéteses através de calculos das
fungdes de partighes vibracionais(qasyvey € Gaswmy)> TOtacionais (qagmey ©
rsrey) € rotacionais internas (Gasmoting € Dasmorimg) qUE SAO necessarias a
avaliacdo do fator estérico p, presente na lei de velocidade derivada da teoria

'EO

das velocidades absolutas: k = p.z.e e’/RTUD- O fator p é associado ao fator @

e ¢ avaliado de acordo com a metodologia de analise de Benson'®.

p 9 25moy _ Gasvy  Qasrouny (Equagio 02)

q asroy - D aroy ‘Ieroy D aviby-Ieviey 9 arot.inty -9 BRot.int)

A partir da Equaciio 02 obtém-se valores de 103-107 para a reagdo de
formagdo do formiato de metila, Tabela 5.

14
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Tabela S - Calculo das fungdes de partigdo e do fator estérico para reagio de

formag@o do formiato de metila.

MeOH* HCOOH" ETfrouxo ETmedio ETrigido

ot 3,175x10°  8,908x10°  98x10° 98x10° 82x10°
G(rotint) 1,431 1 ~60 ~60 ~10
Gevib) 1,091 1,117 57 4,1 2,4
q AB(rot) 1,6x10° 1,6x10° 1,2x10°
P 44x10°  3.2x10"  3,6x107

a estruturas e frequéncias vibracionais estimadas conforme S. W. Benson, “Thermochemical Kinetics”, John
Willey & Sons, Inc, New York, N. Y., 1968. Vibragdes foram usadas como aquelas de MeOH ¢ HCOOH,
exceto para o estiramento C=0 e para a vibragdo angular da unidade O=C-O de HCOOH. Diferencas na

estabilidade de rotdmeros sdo ignoradas.

Como, pelas argumentac¢des de Koshland, @ (o fator de orientagdo) € o
reciproco de p; a magnitude da aceleracdo derivada pela teoria do estado de
transicdo ¢ a mesma daquela obtida a partir das hipoteses iniciais do
direcionamento de orbitais, baseadas na teoria das colisdes. Assim, efeitos
orientacionais dos 4tomos reagentes podem contribuir significativamente para
reagdes enzimaticas.

Uma das primeiras refutagdes as idéias de Koshland surgiu em 1971,
com Thomas C. Bruicelg, num trabalho de cunho teérico onde é demonstrado
que, para 4tomos ou grlipo de 4tomos de simetria esférica, uma razdo de
velocidade Kintra/Kinter™ 10° requer uma orientacdo critica de 0,1° entre os
grupos participantes da reagdo, Figura 03. Conclui-se, que qualquer desvio na
orientacdo dos orbitais desta ordem de magnitude devera reduzir
drasticamente a velocidade da reacdo. Além disso, a amplitude das vibragdes
angulares numa molécula a temperatura ambiente oscila entre 5° ¢ 10° e,
obviamente, tende a aumentar com o aumento da temperatura. Este fato,
aplicado a teoria de Koshland, requer que a velocidade de uma reagéo
quimica diminua com o aumento da temperatura.
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0= n.r2/4n R

2 172
o= 10 .e(graus)

Figura 03 - Representacdo de um grupo de simetria esférica, somente uma
pequena por¢do de sua superficie (area sombreada) € reativa. A magnitude de

2a € um indicador de qudo critica € a orientagdo do grupo.

Criticas de cunho experimental 4 natureza orientacional das reagdes
enzimaticas e intramoleculares, sdo feitas examinando-se a reatividade entre
grupos funcionais ancorados numa estrutura carbdnica rigida com angulos e

distancias bem definidos®®, Tabela 6.

Tabela 6 - Efeito da estrutura sobre a velocidade de lactonizagdo de

hidroxiacidos catalisada por acido a 25 °C.

2 ' 2
H 3" COOH H H,C~\3 COOH
2OOI—I (l)H 3 2
Composto 5 OOH OH
H3

X1v Xv XVl XVII
Veel 1 1,2 36 22
éngulo 01C2C3 70 80 76 85
Ve 0,0083 0,01 0,30 0,18

Calculos computacionais, realizados sobre a sériec de compostos XIV,

XV, XVI e XVII, revelam qﬁe os pares XIV - XV ¢ XVI - XVII tém calores

de formacdo similares e distdncia entre o oxigénio hidroxilico e o carbono

carbonilico também similares ( 2,83 A para XIV ¢ XV ¢ 2,81 A para XVI e
XVII ); a diferenga entre os dngulos O,C,C;¢é de 10° para cada par.
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Conforme os dados, as velocidades de lactonizagido de XIV e XV sdo
semelhantes, 0 mesmo acontecendo para XVI e¢ XVIL Se a adicdo a
compostos carbonilicos fosse extremamente dependente de fatores angulares
uma varia¢do de 10° no dngulo entre os orbitais dos atomos reacionais deveria
produzir um variagdo de 10* na velocidade da rea¢do. Porém, isto nido ¢é
observado neste estudo colocando em davida a importdncia do
direcionamento de orbitais como fator determinante da alta reatividade de

processos biolégicos controlados por enzimas.

1.2.4 — Efeitos Entrépicos

Page e Jencks sustentam que uma reagéo intramolecular é mais rapida
que uma reagdo intermolecular, porque a primeira ¢é favorecida
entropicamente. Calculos teéricos sobre a dimerizagdo Diels-Alder do
ciclopentadieno em fase gasosa®’ demonstram que uma reagdo intramolecular
pode ser 10® vezes mais rapida que uma reacdo intermolecular e que o
congelamento de um grau de liberdade rotacional de uma ligagdo quimica
gera um aumento de 5 vezes na velocidade da rea¢do. Ndo havendo nada de
extraordindrio na extrema reatividade destes processos de ciclizagdo, valores
elevados de ME seriam esperados e sua relevincia para a catalise enzimatica
deveria ser minima. Contudo, valores de ME menores que a unidade sdo
descritos na literatura® e os teoremas entrépicos falham ao explica-los. Por
exemplo, os compostos XVIHI e XIX, modelos de metilases (o-metil
transferases)”, ndo mostram relagdo entrépica com a velocidade de

ciclizagdo.
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+ . +
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XVII | ' XIX
AS;.o = —37e.u. ASy., = +lde.u

Além disso, a avaliacdo dos pardmetros de ativagdo em reagdes de ciclizagdo

22 nso estabelecem qualquer relagdo entre a entropia de ativagéo

do tipo Sy
¢ a reatividade do sistema.

A maior critica aos fatores entropicos, definidos por Page e Jencks, ¢
apresentada por Daforn e Koshland®® durante calculos realizados para a
combina¢do de Br (bromo radicalar) para formar Br,., O mesmo método
computacional usado pbr Page e Jencks para o estudo da dimerizagdo do
ciclopentadieno, neste caso fornece uma constante de velocidade 10° vezes
menor que a obtida inicialmente. Desta forma, a dependéncia entre a
sistematica de calculo ¢ a reagdo modelo usada mostra a vulnerabilidade da

teoria.

1.2.5 - Teoria Espaco-Temporal

Em 1985, a fim de avaliar o efeito da proximidade em reagdes
bmoleculares do tipo Sy2, Menger montou um sistema estudando a

reatividade da rea¢do bimolecular SN2 do iodeto de metila dissolvido em

piridina.”” Desde que a piridina servia como nucleéfilo e solvente, o iodeto de
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metila encontrava-se continuamente envolvido pelo segundo componente da

reacdo SN2, € uma total proximidade foi alcangada.

Depois que a velocidade da reag8o, entre o iodeto de metila e a piridina,
no sistema contendo 100% de piridina, foi determinada, o sistema foi diluido
gradativamente pela adi¢gdo de o-diclorobenzeno ou dicloroetileno, até que a
concentracdo final de piridina chegasse a 1%, reduzindo desta forma a
proximidade entre os reagentes. Encontrou-se a relag@io entre ko, € [piridina].
Calculos da constante de segunda ordem a 100% e 10% de piridina diferem
por um fator menor que trés, 0 que levou-o a concluir que ndo ha nenhum
aumento significante na velocidade da reagéo quando ¢ atingido um contato
total entre nucledfilo e eletro6filo. As reagdes nas quais a trietilamina ¢
adicionada a um solvente que atua como eletréfilo na reagdo de eliminagio do
4-(4-nitrofenol)-2-butanona em 100% de piperidina que funcionava como a
base, fundamentam as conclusdes. No ultimo caso, a reagdo de eliminag¢io foi
escolhida porque a transferéncia de proton € conhecida por ter uma ampla
janela de reagdio™®, e portanto pouco dependente de fatores orientacionais.

Logo se nas reag8es de SN2 o estrito requerimento angular entre o eletréfilo e

nucleodfilo ndo € alcangado quando o solvente ¢ composto inteiramente pelo
nuéleéﬁlo, nesta reagdo de_ eliminagdo este problema deixa de existir. Nestes
sistemas, 0 maximo de aumento de velocidade foi de apenas 12 vezes; no caso
da reagdo de eliminagdo, sendo ordens de magnitude menor que a aceleragio
induzida pela proximidade nos numerosos sistemas intramoleculares.
Segundo Menger”, a conclusdo & inevitavel: “efeitos de proximidade
manifestam-se em reagdes intramoleculares mas nfo em reagdes
intermoleculares”. Portanto, proximidade é um componente necessario, mas
ndo suficiente para explicar a alta reatividade de sistemas intramoleculares e

conseqiientemente enzimaticos.
A questdo fundamental levantada na €poca é traduzida da seguinte
forma: “Por que efeitos de proximidade sdo observados em reagdes que
19
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ocorrem intra € ndo intermolecularmente?”; ou ainda, por que certas reagdes
intramoleculares sdo caracterizadas por valores tdo grandes de ME?

Koshland tem argumentado que orientacdo e proximidade sdo os
principais fatores responséVeis por -essa discrepancia. Porém, a severa
dependéncia angular imposta por sua teoria encontra barreiras a sua
aceitagdo. Além disso, tem sido demonstrado que sdo poucos os sistemas que
possuem uma “janela de reagdo” estreita.*®

Conforme Menger, conceitos como entropia, orientagdo e proximidade
ndo reinem em torno de si evidéncias suficientes para explicar os fatores
responsaveis pelo grande aumento de velocidade observado em reagdes
intramoleculares € pela eficiéncia da catalise enzimatica. Torna-se necessario,
por isso, o desenvolvimento de um novo conceito (ou teoria) que possa
abordar o problema da intramolecularidade. Esse novo conceito foi
denominado Teoria Espaco-Temporal e € enunciado da seguinte forma: “ 4
velocidade de reacdo entre dois grupamentos funcionais A e B é
proporcional ao tempo que A e B permanecem a uma distincia critica
menor ou igual a soma dos raios de van der Waals dos grupos que
participam da reacdo . A énfase & distdncia em detrimento aos fatores
orientacionais ¢ decorréncia natural da teoria, pois a amplitude da energia de
estiramento de uma ligacdo ¢ maior que a amplitude da energia de vibragdo
angular.

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

Esquema 03.

@® = @O - WO

Esquema 03
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A hipétese da pré-associagdo € suportada por varios exemplos de
reacdes de adigdio a compostos carbonilicos”, substituigdo aromatica
nucleofilica® °, substituigdo aromatica eletroﬁlica”, reagdes de Diels-Alder*? e
reagdes via radical livre.*

Um recente e importante trabalho de Benesi“, ¢ consistente com o
Esquema 03 ¢ a constante de velocidade observada depende da concentragdo
~local fixa de B no “sitio reativo” de A, multiplicado por uma constante de
velocidade intrinseca. Benesi descobriu que “as moléculas ndo tem que estar
separadas para muito longe ou por muito tempo para perderen-se uma da
outra”. Se A e B dentro de um complexo, “se posicionam” a uma distdncia
maior do que 1,37 vezes a soma de seus raios de van der Walls, eles
“escapam” um do outro para sempre.

Num tratamento estatistico de reagdes intramoleculares, Sisido>> obteve
um ajuste razoavel com os resultados experimentais, assumindo para tanto
que a constante de velocidade € proporcional ao nimero de pares A-B em que
a separagdo de A/B é menor que 2,3-2,7 A.

Pritchard e Polanyi, propuseram que as reagdes acontecem por uma
ativagio vibracional e ndo translacional.?® Isto significa que a reagdo entre A e
B dentro do complexo aconteceria no momento que este adquire energia -
vibracional suficiente para vencer a barreira de velocidade intrinseca.’’
Portanto, quanto maior o tempo despendido por A ¢ B colocados numa
posicdo de reacdo, maior sera a velocidade, uma vez que aumenta a
probabilidade de alcangar a ativagdo térmica.

Uma série de exemplos com grandes aceleragdes (EM >10° M),
alcangadas quando grupos A e B sdo colocados numa estrutura carbOnica
rigida ¢ estdo dentro da distancia de ligagdo, sdo apresentados a seguir. A
énfase deve ser dada na defini¢fo do termo “distancia de ligagdo™.

Scheiner’® realizou célculos computacionais ab initio, tipo 4-31G, na

transferéncia de um prdton do ion hidronio para a 4gua. Ele verificou que a
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1 - Introducdo

barreira energética necessaria para a transferéncia do préton era igual a 1,4,
75, ¢ 16,8 kcal/mol para distincias de O-O de 2,55, 275, e 2,95 A,
respectivamente. Em outras palavras, a diminuig8o da distancia O-O de 2,75
para 2,55 A aumenta a velocidade em 10* vezes, enquanto que a diminui¢do
de 2,95 para 2,55 A aumenta a velocidade em 10" vezes.

Um trabalho posterior de Menger® , de carater experimental, suporta as
conclusdes de Scheiner. Ele descobriu que para os compostos XX e XXI, que
sofrem eliminacdo E2, o composto XX reage exclusivamente por um
mecanismo intramolecular, enquanto que o composto XXI reage por um
mecanismo intermolecular. A diferenca entre estes compostos esta na
distancia entre o oxigénio € o hidrogénio, que é de 2..2 A para o composto XX
e de 2.9 A para o composto XXI. Aparentemente, 2.9 A excede a distancia

necessaria para que ocorra uma transferéncia de préton intramolecular

o}
ok G
O'\/_“L H o H
k\'OAr

XX XXI

eficiente.

Célculos computacionais* semi-empiricos pelo programa AMPAC
para a transferéncia do hidreto no composto XXII fornecem uma entalpia de
ativagdo de 18 kcal/mol. Os céalculos mostram que a molécula gasta 13
kcal/mol para distorcer a estrutura carbOnica langando o hidrogénio para perto
da carbonila. Uma vez que a distincia de 1.6 A ¢ alcangada, a transferéncia do
hidreto necessita vencer uma barreira de apenas 5 kcal/mol para atingir o

estado de transiggo.
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Em 1990, Leo Paquette*' posiciona-se favoravelmente em relagdo as
teorias de Menger. Ao estudar reagdes simples de transisomerisagdo
(Esquema 04), ecle observou uma grande dependéncia entre velocidade e
distdncia. A vantagem desta reagdo reside no fato de se obter tanto reagentes
como produtos no estado cristalino, € as distdncias interatomicas sdo exatas €

ja foram determinadas por raios-X.

H : H

H SOAr
SOAr

Esquema 04

Em 1991, Leo Paquette®, estudando a mesma reagdo para um nimero
maior de compostos, observou diversas correlagdes, algumas positivas e
outras negativas, entre distincia ¢ a velocidade observada. Concluiram, ent3o,
que outros fatores além da distdncia, como janela de reacdo, efeitos
eletronicos, energia torsional, etc., também contribuem na reatividade da
reacao.

A vpartir das discussdes das diferentes teorias, pode-se postular que
todos os fatores mencionados devem contribuir de alguma maneira para os
aumentos significativos observados nas constantes de velocidades de algumas

reacdes quimicas.
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1.3 - OBJETIVOS

Nos ultimos anos,' 0 Grupo de Catalise ¢ Mecanismo de Reagdes
Orgénicas tem-se esforcado em aumentar o0 conhecimento na area de
mecanismos de reagdes organicas ¢ dos diferentes fatores que contribuem
para a catalise enzimaética através de estudos de modelos ndo miméticos,
sempre visando desenvolver novos modelos tedricos que possam contribuir
para a elucidagdo do mecanismo de agdo enzimatica. Assim, este trabalho esta
centrado em identificar modelos simples que possam contribuir para o
entendimento dos diferentes fatores que sdo responsaveis pelav catalise

enzimatica.

Os Objetivos Especificos Sao:

1.3.1 - Sintese ¢ caracterizagdo de amidas ¢ ésteres derivados das oximas
do acido 9-fluorenona-1-carboxilico, como modelos ndo miméticos

para catalise enzimatica;

1.3.2- Estudo da reatividade das oximas através de experimentos
cinéticos, visando a determinagdio do mecanismo da reacdo de

hidrolise intramolecular destas oximas.
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CAPITULO I

2 - PARTE EXPERIMENTAL

2.1 - REAGENTES

Os compostos 4cido 9-fluorenona-1-carboxilico, p-nitrofenol e
carbonato de sddio, de procedéncia da Aldrich; o cloridrato de hidroxilamina
(Merck) e 4acido polifosforico (Nuclear), para uso nas reagdes de sintese,
foram empregados sem tratamento prévio.

N,N-Dipropilamina (Aldrich; p.e.= 110,0° C; 1it*= 109,4° C), anilina
(Riedel; p.e.= 184,0° C; 1it*= 184,0° C), piperidina (Carlo Erba; p.e.= 107,5°
C; 1it¥= 106,0° C) e cloreto de tionila (Merck; p.e.=78,6° C; lit*= 78,8° C)
foram destilados em uma coluna capilar Ace Glass com 62 pratos tedricos.

Os solventes usados para as reagdes de sintese: diclorometano (Merck;
p.e.=40,0° C; 1it*= 40,0° C), etanol absoluto (Merck; p.e.=78,5° C; lit*= 78,5°
C) e l-propanol (Grupo Quimica; p.e.=97,2° G lit*= 97.4° C) foram
destilados em coluna de fracionamento, sobre hidreto de calcio (Aldrich) e
para o preparo das solugbes estoques dos substratos, foi usado acetonitrila
(Merck; Uvasol). »

Os adsorventes utilizados para os métodos de cromatografia de camada
delgada e de coluna foram, silica-gel (Merck; 60 mesh) e silica-gel (Aldrich;

60 mesh), respectivamente.
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2 - Parte Experimental

2.2 - INSTRUMENTACAO

Os espectros de UV-Visivel e os dados cinéticos foram obtidos em um
espectrofotdmetro Hewlett-Packard com arranjo de diodo modelo HP 8453,
utilizando-se celas de quartzo de 3 mL de capacidade ¢ 1 cm de caminho
otico.

Um equipamento FTIR BOMEM foi usado para obtengdo de espectros
de IV em pastilhas de KBr. Os espectros de RMN de 'H ¢ *C foram
registrados em um aparelho Bruker AW-200, tendo como referéncia interna
tetrametilsilano e cloroformio deuterado ou DMSO-d® como solvente.

A temperatura das solu¢des para as medidas cinéticas foram mantidas
no valor desejado com um banho termostatizado da Microquimica, modelo
MQBTC 99-20.

Os pontos de fusdo foram determinados em um aparelho de chapa
quente, tipo Fisher-Johns, modelo APF 301 da Microquimica ¢ ndo foram
corrigidos.

Na determinagdo do pH das solugdes tampdes foi usado um pH-metro

Beckman ®71, equipado com um eletrodo combinado marca Corning.
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2 - Parte Experimental

2.3 - SINTESES

2.3.1 - Sintese de 9-fluorenona-1-N,N-dipropilamida (I,) e 9-

fluorenona-1-fenilamida (I,,)

A 9-fluorenona-1-N,N-dipropilamida (I,) foi preparada reagindo 1,0 g
(4,46 mmoles) do 4acido 9-fluorenona-1-carboxilico, dissolvido em

diclorometano, com 3,0 mL (41,33 mmoles) de cloreto de tionila. A mistura

(CH,CH,CH,),N.___O

L
foi mantida a 35° C por uma hora. Em seguida, foi destilada sob pressdo

reduzida e a temperatura ambiente com o intuito de remover o diclorometano
e o cloreto de tionila excedente do meio. O composto solido resultante foi
pulverizado e adicionado lentamente sobre 5,0 mL (35,52 mmoles) de N,N-
dipropilamina a 0° C por duas horas sob atmosfera inerte de nitrogénio. A
amina excedente ¢ removida por destilagdo sob pressdo reduzida, a
temperatura ambiente. O produto solido foi recristalizado em etanol/agua e
seco sob pressdo reduzida por vinte € quatro horas. A cromatografia de
camada delgada (CCD), com silica-gel como adsorvente e diclorometano
como eluente, mostrou a presenca de uma Unica mancha. O ponto de fusdo
experimental do composto foi de 105 - 106° C, e o rendimento de 85%.

A 9-fluorenona-1-fenilamida (I,) foi preparada reagindo 1,0 g (4,46
mmoles) do acido 9-fluorenona-1-carboxilico, dissolvido em diclorometano,
com 3,0 mL (41,33 mmoles) de cloreto de tionila nas mesmas condig¢des
descritas para a sintese da amida 9-fluorenona-1-N,N-dipropil acima citados.

O solido obtido apés a destilagdo sob pressdo reduzida do diclorometano e do
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2 - Parte Fxperimental

cloreto de tionila, foi pulverizado e adicionado lentamente sobre 0,5 mL (5,37
mmoles) de anilina a 0° C por uma hora sob atmosfera inerte de nitrogénio
Em seguida, foi adicionado 4gua a mistura a fim de solubilizar a anilina
excedente do meio e precipitar o produto. O precipitado de cor amarela foi
filtrado a vécuo, lavado com éter de petrdleo e seco sob pressédo reduzida por
vinte € quatro horas. A CCD, com silica-gel como adsorvente e diclorometano
como eluente, mostrou uma unica mancha. O ponto de fusdo experimental do

composto foi de 190 - 191° C, e o rendimento de 71%.

2.3.2 - Sintese de 9-fluorenona-1-propil éster (II)

A 9-fluorenona-1-propil éster (II) foi preparada reagindo 1,0 g (4,46
mmoles) do acido 9-fluorenona-1-carboxilico, dissolvido em diclorometano,

com 3,0 mL (41,33 mmoles) de cloreto de tionila. A mistura foi mantida a

CH,CH,CH,0.__0

gag

I
35° C por uma hora. Em seguida, a mistura foi destilada sob pressdo reduzida

¢ a temperatura ambiente com o intuito de remover o diclorometano € o
cloreto de tionila excedente do meio. O composto solido resultante foi
pulverizado e adicionado lentamente sobre 5,0 mL (66,89 mmoles) de

propanol. A mistura foi mantida sob refluxo por trés horas e depois deixada
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2 - Parte Experimental

pernoitar a temperatura ambiente. O propanol foi removido do meio, num
evaporador rotatdrio, restando um 6leo escuro, que masserado com um bastio
de vidro solidificou-se. O produto sélido foi recristalizado em etanol/agua e
seco sob pressdo reduzida por vinte € quatro horas. A CCD, em silica-gel
eluida com diclorometano/hexano (2:1) revelou a presenga de uma Wnica
mancha. O ponto de fusdo experimental do composto foi de 47,4 - 47,9° C, ¢

o rendimento de 51%.

2.3.3 - Sintese de 9-hidroximinofluoreno-I-N,N-dipropilamida (III,)

e 9-hidroximinofluoreno-1-fenilamida (I1I,)

A 9-hidroximinofluoreno-1-N,N-dipropilamida foi preparada deixando-
se reagir 0,5 g (1,62 mmoles) da respectiva amida, solubilizada em etanol
absoluto, com 0,8 mL (7,84 mmoles) de piperidina e 0,57 g (8,20 mmoles)

(CH,CH,CH,),N. 0O EH
I

11

a

de cloridrato de hidroxilamina. A mistura foi mantida a 60° C por doze horas.
Em seguida a mistura foi tratada com carvéo ativo, filtrada e ao filtrado foi
adicionado agua e levado a geladeira para precipitagdo do produto. O produto
de cor amarela foi filtrado a vacuo, lavado com agua e seco sob pressdo
reduzida por vinte e quatro horas. A CCD, com silica-gel como adsorvente ¢
diclorometano como eluente, do composto, acusou a presenga de duas
manchas com Ry =0,33 e 0,54, que foram cromatografadas em coluna de
silica-gel usando o eluente diclorometano/acetato de etila (5:1). Os

~ respectivos compostos serdo denominados Il,, ¢ III,.. Os pontos de fusdo
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2 - Parte Experimental

experimentais € os rendimentos dos compostos III,, e¢ IIl,. s&o
respectivamente de 174° C, 24% e 184 - 185° C, 74%.

A 9-hidroximinofluoreno-1-fenilamida (III,) foi preparada reagindo
0,5 g (1,66 mmoles) da respectiva amida, solubilizada em etanol absoluto,
com 1,0 mL (11,0 mmoles) de piperidina e 0,6 g (8,60 mmoles) de cloridrato

de hidroxilamina. A reag#o foi acompanhada por CCD , sendo que ap6s vinte

H
QR
|

I,
e quatro horas, mantida a 60° C, observou-se o desaparecimento da amida ¢ a

formac¢do de uma unica mancha. O produto de cor “bege” que precipitou no
meio reacional foi filtrado, lavado vérias vezes com agua e seco sob pressdo
reduzida por vinte e quatro horas. O ponto de fuséo ekperimental do
composto foi de 233,0 - 233,5° C e o rendimento de 92%.

2.3.4 - Sintese de 9-hidroximinofluoreno-1-propil éster (IV)

A 9-hidroximinofluoreno-1-propiléster (IV) foi preparada reagindo

0,45 g (1,69 mmoles) do respectivo €ster, solubilizado em etanol absoluto,

H
CH,CH,CH,0._O
N

O-l O
v

com 0,8 mL (7,84 mmoles) de piperidina € 0,5 g (7,17 mmoles) de cloridrato
de hidroxilamina. A reac¢do foi acompanhada por CCD , sendo que apés seis
horas mantida a 70° C, observou-se o desaparecimento do éster e a formagao

de uma unica mancha. A mistura foi tratada com carvédo ativo, filtrada e ao
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filtrado foi adicionado 4gua e levado a geladeira para precipitagdo do produto.
O produto de cor amarela foi filtrado a vacuo, lavado com agua e seco sob
pressdo reduzida por vinte € quatro horas. A CCD, com silica-gel como
adsorvente ¢ eluida com diclorometano/acetato de etila (2:1) revelou a
presenca de uma tnica mancha. O ponto de fusdo experimental do composto

foi de 117,4 — 118,0° C, e o rendimento da reagdo foi de 72%.

2.3.5 - Sintese do acido 9-hidroximinofluoreno-1-carboxilico (V)

A 9-oximinofluoreno-1-acido carboxilico (V) foi preparada reagindo
0,5 g (2,23 mmoles) de acido 9-fluorenona-1- carboxilico, solubilizado em

etanol absoluto, com 0,8 g (11,47 mmoles) de cloridrato de hidroxilamina e

Ho 0 $H
N

O-l O
\'"%

uma solugdo de 0,22 g de carbonato de s6dio em agua. A mistura é mantida a
35° C por 30 minutos, liberando uma grande quantidade de gas e precipitando
no meio um produto de cor mostarda. O precipitado foi filtrado a vacuo,
lavado diversas vezes com agua. O composto sélido foi recristalizado em
etanol/agua e seco sob pressdo reduzida por vinte € quatro horas. A CCD em
silica-gel diluida com diclorometano revelou a presenga de uma unica
mancha. (p.f:= 274,0 — 275,0° C; lit*= 275,0° C). O rendimento da reagfio foi
de 30%.
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2.3.6 - Sintese de cetoortoxazina (VI)

A cetoortoxazina (VI) foi preparada adicionando-se lentamente 0,15 g
(0,46 mmoles) da 9-oximinofluoreno-1-N,N-dipropilamida (IIl,.) sobre 5,0
mL de acido polifosforico aquecido a 150° C. A mistura foi mantida sob

agitacdo por duas horas. Em seguida o meio € neutralizado com uma solug¢éo

aquosa 1M de hidréxido de sédio. O produto da reagdo foi precipitado em um
bequer contendo agua e gelo. O precipitado foi filtrado a vacuo e lavado
diversas vezes com agua. O composto sélido foi recristalizado em
cloroférmio e seco sob pressdo reduzida por vinte e quatro horas. A CCD, em
silica-gel como adsorvente ¢ eluida com diclorometano revelou a presencga de
uma Unica mancha. (p.f= 223,0 - 225,0° C; lit***= 224,0-225,0° C). O

rendimento da reagdo foi de 50%.
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2.4 - ESTUDOS CINETICOS

As cinéticas das reagdes de hidrolise das oximas derivadas das
amidas e éster do acido 9-fluorenona-1-carboxilico foram efetuadas sob
condi¢des de primeira ordem, adicionando-se, geralmente, 3ul. de uma
solugéo estoque 10° M da respectiva oxima, III,, III;, IV ¢ V a ImL de uma
solugdo tampdo (0,1M) de pH desejado, em uma cubeta termostatizada (35,0
+0,1° C). |

Todas as cinéticas foram acompanhadas por, no minimo, 4 a 5 tempos
de meia vida. Em cada corrida cinética, 150 leituras de absorbancia, em média
foram adquiridas e processadas por um programa HP 8453.

Os tampdes utilizados para a faixa de pH’s de 0,25 a 8,00 foram: 4cido
oxalico, acido acético, acido cloroacético, acido o-fosforico e acido boérico a
uma concentra¢fo de 0,1 M, sendo que para valores abaixo de pH 0,25 foram

usados solugdes de HCL
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CAPITULO IIT

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os compostos sintetizados neste trabalho, derivados do 4cido

9-fluorenona-1-carboxilico, estdo mostrados no Esquema 05.

(CH,CH,CH,),N_ (CH.CH,CHIN., ,o

Co— o — “‘

I, , 10

1) soCl,
2) (CH,CH,CHNH, O°C, N,

H
N -0 HO. O CH,CH,CH,0_ 0O
e o ‘C - [o} C O
1)~ a e a
- —_— -
O O 2) CH,CH,CH,OH O O
I, I refiuxo, 3 h I

[ l OH
N. o ¢ HO_ O K; CH,CH,CH,O. /O‘e
|

~c? i 0 %
sas
I,
Esquema 05

A seguir sera apresentado a caracterizagdo de todos os compostos
obtidos, analisados por técnicas espectroscopicas de UV-Vis, IV e RMN de
H' e C”, além da determinagiio do ponto de fusdo e estudos cinéticos dos

mesmeos.
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3 - Resultados e Discussdo

3.1 — DADOS ESPECTROSCOPICOS DOS COMPOSTOS
SINTETIZADOS

3.1.1 - 9-Fluorenona-1-N,N-dipropilamida (I,) e 9-fluorenona-1-

fenilamida (Ip)

Os Espectros de UV-Visivel dos compostos I, e I}, estdo representados
na Figura 04. Tanto o composto I,, quanto I,, apresentam absorbéincia

maxima em 261 nm em H,0O.

08 054

‘Absorbance (AU)
‘Absombance (AU)

03+
0.2+

Ia ”; Ih

T s T T T T T T Y T T T 1
220 240 280 280 300 320 Waveiength (am)| 220 240 260 2680 200 zo Wavelength (nm)

Figura 04 - Espectros de UV-Visivel para a 9-fluorenona-1-N,N-
dipropilamida (I,), ¢ 9-fluorenona-1- fenilamida (I), 10> M, em H,0, 25° C.

No espectro de IV do composto I, (Figura 05), tem-se as absor¢des que

identificam os principais grupos funcionais presentes neste composto, ¢ foram

interpretadas da seguinte forma: vy .y 4= 3060; Vasew 7= 2960; Vo )=
3 2
2928, Vs(ca Y™ 2872, Vic-0)" 1712, Vv = )™ 1630, Vs(c = C)=»16O4; Vas(c = )™
3
1488; ds(cur y= 1466; Sas(cr = 1432; dgcw y= 1378; € O -y 4)= 760 em”. O
2 3 3

espectro de IV do composto I, (Figura 06), ¢ semelhante ao apresentado na
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3 - Resultados e Discussdo

Figura 05. Os estiramentos e deformagfes axiais ¢ angulares, receberam as

seguintes atribui¢des: Vyc-u 4= 3034; V.0 1696; Viyc-o0)= 1664;
Vs(c=c)™ 1636, 1602, 1568, Vas(c =)™ 1496, SS(CH Yo 1464, Sas(cy Yo 1444,
2 3

Sscir = 1366; Ve _y-zy= 1328 € 8(c - .ry= 782, 752 e’
3
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Figura 05 - Espectro de infravermelho da 9-fluorenona-1-N,N-dipropilamida,

em pastilha de KBr.
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Figura 06 - Espectro de infravermelho da 9-fluorenona-1-fenilamida, em

pastilha de KBr.
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3 ~ Resultados e Discussdo

A andlise da multiplicidade dos sinais ¢ da integra¢io de area do
RMN - 'H para I, (Figura 07) e para I, (Figura 08), permite a atribui¢do dos

sinais, conforme dados apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Dados de RMN - 'H da 9-fluorenona-1-N,N-dipropilamida (I,) e

9-fluorenona-1-fenilamida (Ip)

Composto Multiplicidade namero de 3 (ppm)
protons

I, Ar - H* - 7 7,70 - 7,10
-CH,*-(NC=0) Muitiplete 1 3,80
-CH,*-(NC=0)  Multiplete 1 3,20
-CH,*-(NC=0) Triplete 2 3,05
-CH,*-CHj; Multiplete 2 1,80
-CH,*-CH3; Multiplete 2 1,40
-CH;* Triplete 3 1,06
-CH;* Triplete 3 0,71

I -CO-NH*-Ar Singlete 1 10,51
Ar - H* Duplete 1 8,37
Ar - H* Duplete 2 7,96
Ar - H* Duplete 2 1,75
Ar - H* Multiplete 6 7,44
Ar - H* Triplete 1 7,08

O desdobramento dos sinais correspondentes aos grupos da cadeia
alquilica da amida de I,, caracteristico nos espectros destes compostos, sdo
oriundos da barreira rotacional da ligagio C-N(C=0).* A diastereotopia dos
protons de um dos metilenos, surge em fun¢do de uma barreira rotacional da
ligagdo C_H;i\T(C=O) cuja restricdo conformacional é imposta pela presenga

do anel aromatico. O espectro de RMN - H para o composto I, mostra o
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3 - Resultados e Discussdo

proton ligado ao nitrogénio da amida em 10,51 ppm como singlete e os
protons aromaticos entre 8,37 € 7,08 ppm.

A atribui¢do dos sinais de carbono do espectro de RMN - B¢ (Figura
09) para o composto I, fundamentados nos valores calculados pelo programa
ChemWindow3"’, permite a identificagio dos picos em cada uma das
seguintes regides, confirmando sua estrutura: d¢;= 134,92; 8¢c,= 123,29, 6¢c5=
136,10; O¢cs= 135,43; 8¢s= 124,29; dce= 132,93; d¢7= 125,28; d¢s= 129,70;
dco= 195,40; S¢c10= 143,59; dcii= 138,77; dc1o= 129,94; dcis= 132,80; 8¢c14=
145,73, 8¢15= 120,58; d¢c16= 128,96; d¢c17= 120,21; 8¢15= 128,96; d¢c1o= 120,58
€ O¢20=161.62 ppm.
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3 - Resultados e Discussdo

3.1.2 - 9-Fluorenona-1-propil éster (II)

O espectro de UV-Visivel do composto II esta representado na Figura

10, e apresenta absorbancia maxima em 260 nm em H,O.

025+

0.2+

Absorbance (AD)

220 200 26‘0 280 308 320 w:lvulnnm (nm)I

Figura 10 - Espectro de UV-Visivel para o éster 9-fluorenona-1-propil éster,
10> M, em H,0, 25° C

O espectro de I'V para o composto II esta apresentado na Figura 11. Os

estiramentos ¢ deformagdes axiais e angulares, receberam as seguintes

atribuigdes: Ve y= 2970; Vyew 7= 2884; Vizoc-0y= 1714; 3¢ - )= 1606,
3 3
1584; SS(CH )= 1466; SS(CH )= 1388; 8(C—C0—0)= 1302, 1284; S(O—C—C):: 1182,
2 3

1136 € 8¢ 4 4= 750, 718 cm’™".
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Figura 11 - Espectro de infravermelho da 9-fluorenona-1-propil éster, em
pastilha de KBr.

A atribuigdo dos sinais, correspondente ao nimero de protons obtidos
da integragdo da area dos picos do RMN - 'H para II (Figura 12), se

encontram na Tabela 8.

Tabela 8 - Dados de RMN - 'H da 9-fluorenona-1-propil éster (II).

Composto Multiplicidade ~ numero de d (ppm)
protons
II, Ar - H* Multiplete 7 7,70 - 7,25
-CH,*- (OC=0) Triplete 2 4,36
-CH,*-CH; Sexteto 2 1,82
-CH,-CH;* Triplete 3 1,02

O espectro de RMN - 'H de (1), Figura 12, mostra os sinais
correspondentes aos protons arométicos entre 7,70 e 7,25 ppm, os dois
protons do metileno ligado ao oxigénio do éster em 4,36 ppm como triplete,
os dois protons do metileno seguinte da cadeia propilica em 1,82 ppm como

sexteto e os trés protons metilicos em 1,02 ppm como um triplete.
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3.1.3 - (£)-9-Hidroximinofluoreno-1-N,N-dipropilamida (III ),
(E)-9-hidroximinofluoreno-1-N,N-dipropilamida (III,.)

e 9-hidroximinofluorenona-1-fenilamida (III,,)

Os Espectros de UV-Visivel dos compostos I, IIl,. e¢ III, estdo

representados na Figura 13. e apresentam absorbancia maxima em 259, 258,

257 nm, respectivamente em H,O.
Ho\ IOH @H IOH
(CH,CH,CH,),N io N (CH,CH,CH,),N io N N io NI
I,

@

111, I,

ae

07+ ]
] 08
as-| 07
06 ’ 084
] 2 054
0.4~ ]
] H ;
1 § 04
03]
] 03
02}
] 02
0.+ 0.1
: ] . 11}
4 az ] €
=]

200 280 250 300 320 WM'QI\;“\ (nm)

Abssbance (AU)
Abso o8 (AU)

T T
220 240 200 280 300 320 Wavetengih inm)| 220

1.,

220 290 260 280 300 20 30 Wavilength (vm)

Figura 13 - Espectros de UV-Visivel de (Z)-9-hidroximinofluoreno-1-N, N-
dipropilamida (IIl,,), (E)-9-hidroximinofluoreno-1-N,N-dipropilamida (III,,)
e 9-hidroximinofluoreno-1-fenilamida (II1,), 102 M, em H,0, 25° C.
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No espectro de IV do composto III,, (Figura 14), notam-se absor¢des
que identificam os principais grupos funcionais presentes na molécula objeto

de estudo ¢ foram interpretadas da seguinte forma: v(y_oy)y= 3420,

Vs(c-H, 4 )" 3020, Vas(CH3 = 2964: Vas(CH2 Y 2932, VS(CH3 Y 2872,
Vive -oy= 16005 Voge ooy 1496, v y)y= 1444 85(“’3 = 1370 e

O(c-n 4y~ 804 cm’™, Analogamente, a analise do espectro de IV do composto
II1,. (Figura 15), nos permite identificar as absor¢des dos principais grupos
funcionais presentes neste composto: V(w_ow)= 3454; Vyc_m = 3052

vas(c,,3 = 2970; vas(CH2 = 2932, vs(CH3 = 2864, v(. v =0y)y= 16025 Vagc . cy= 1498,
Vic - xy= 1440; 8ycu y= 1370; € 8(c_u.4ry= 774, 758 cm™. No espectro de IV

do composto IIl, (Figura 16), os estiramento e deformagdes axiais e

angulares, dos principais grupos funcionais, receberam as seguintes

atribuigﬁes: Viv-m)" 3288, Vs(c-H,4r )" 3056, Vas(cﬂz N 2922, Vive =0y~ 1654,

Vs(c = C)=1598, 1526, Vi =~ 1440, Vic-~-8)" 1320 ¢ S(C_H,A,)= 754 cm'l.

VL A
\W /\q

160

T 1 T i T T T T T

300 3006 2600 1800 1600 1400 1200 1000 800, 600

4000.0 20000 400.0

CM

Figura 14 - Espectro de infravermelho da (Z)-9-hidroximinofiuoreno-1-N,N-
dipropilamida, em pastilha de KBr.
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Figura 15 - Espectro de infravermelho da (E)-9-hidroximinofluoreno-1-N,N-
dipropilamida, em pastilha de KBr.
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Figura 16 - Espectro de infravermelho da 9-hidroximinofluoreno-1-

fenilamida, em pastilha de KBr.
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A andlise da multiplicidade dos sinais € da integragdo de area do
RMN - 'H para HI,, (Figura 17), para I, (Figura 19) e , para III,
(Figura 21), permite, numa primeira inspecdo, a atribuicdo dos sinais,

conforme a Tabela 9.

Tabela 9 - Dados de RMN - 'H da (2)-9-hidroximinofluoreno-1-N,N-
dipropilamida (IIl,,), (£)-9-hidroximinofluoreno-1-N,N-dipropilamida (IIl,)

e da 9-hidroximinofluoreno-1-fenilamida (Ill,)em CDCls.

Composto Multiplicidade ~ numero de d (ppm)
protons

I11,, =N-OH* Singlete 1 10,80
Ar - H* _ - 3 7,75 - 1,50
Ar - H* - 4 7,48 - 7,10
-CH,*-(NC=0) Multiplete 1 3,47
-CH,*-(NC=0) Multiplete 1 3,27
-CH*-(NC=0) Multiplete 2 2,90
-CH,*-CH; Multiplete 2 1,65
-CH,*-CHj; Multiplete 2 1,35
-CH;* - Triplete 3 0,78
-CH;* Triplete 3 0,54

I, =N-OH* Singlete 1 9,40
Ar - H* Duplete 1 8,30
Ar - H* Triplete 2 1,57
Ar - H* - 3 7,40 - 7,10
Ar - H* Duplete 1 7,05
-CH,*-(NC=0) Triplete 2 3,45
-CH,*-(NC=0) Triplete 2 2,98
-CH,*-CHj; Multiplete 2 1,70
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Continuagio da Tabela 9
-CH,*-CH, Multiplete 2 1,40
-CH3* Triplete 3 0,90
-CH3* Triplete 3 0,60
III, -CO-NH*-Ar Singlete 1 12,27
Ar - H* Singlete 1 8,36
Ar - H* Duplete 2 7,95
Ar - H* - 9 7,80 -7,10
=N-OH* Singlete 1 -L70

No espectro de RMN - H de III,, em CDCl;, apresenta-se em 10,80
ppm em foma de singlete o sinal correspondente ao proton da oxima. De
forma semelhante ao composto I,, observa-se o desdobramento dos sinais
correspondentes aos grupos da cadeia alquilica, um efeito que é oriundo da
barreira rotacional da ligagio C-N(C=0)* ¢ a diastereotopia dos prétons de
um dos metilenos também ¢ observada e surge em fung¢do de uma barreira
rotacional da ligagdo CH,-N(C=0) cuja restri¢do conformacional ¢ imposta
pela presenga do anel aromatico. J4 o espectro de RMN - 'H, em CDCl,, para
o composto IIl,. € muito semelhante ao espectro de IIl,,. O préton da oxima
esta situado em 9,40 ppm em forma de singlete, ¢ os desdobramentos dos
protons dos grupos da cadeia alquilica também sdo observados assim como
para IIly, com exce¢do do desdobramento dos prétons metilénicos, que se
apresentam em 3,45 e 2,98 ppm, em forma de tripletes. O espectro de RMN -
"H para o composto (III,), mostra o préton ligado ao nitrogénio da amida em
12,27 ppm como singlete € os protons aromaticos entre (8,36 - 7,10) ppm, € o
proton da oxima em 1,70 ppm em forma de singlete. O espectro de RMN -
C (Figura 22), permite identificar em 166,77 ppm o sinal corresponde ao
carbono carbonilico do grupamento amida (C,), ja o sinal do carbono do

grupo oxima (Cy) apresenta-se em 151,41 ppm, em forma de singlete.
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3.1.4 - 9-Oximinofluoreno-1-propil éster (IV)

O Espectro de UV-Visivel do composto IV -estd representado na

Figura 23, ¢ apresenta absorbincia maxima em 257 nm em H,O.

Absurbance (AD)

T T v T T T T
220 240 260 280 300 320 340 Wavelength (bm)

Figura 23 - Espectro de UV-Visivel para a 9-hidroximinofluoreno-1-propil
éster, 10~ M, em H,0, 25° C.

No estudo do espectro de IV do composto 1V (Figura 24), notam-se as
absorgdes que identificam os principais grupos funcionais presentes neste

composto, ¢ foram interpretadas da seguinte forma: v(y_oz)= 3252;

Vs(c-H,4r)" 3068, Vas( CH3 Y 2960, Vas( CH2 Y- 2930, Vg CH3 )y 2874,
V(ro(c = 0y))™ 1718, Ss(c =c)y 1602, SS(CHZ)= 1472, Ss(c =N)T 1438,

Bcc-co-0y= 1308, 1280; 8o _c_cy= 1186, 1142 € 8¢ _ 4= 752, 736 cm’™.
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Figura 24 - Espectro de infravermelho da 9-hidroximinofluoreno-1-propil

éster, em pastilha de KBr.

A andlise da multiplicidade dos sinais ¢ da integracdo de area do
RMN - 'H para IV (Figura 25), permite, numa primeira inspe¢do, a

atribui¢do dos sinais, conforme a Tabela 10.

Tabela 10 - Dados de RMN - 'H da 9-hidroximinofluoreno-1-propil

éster (IV).
Composto | Multiplicidade =~ ntimero de 8 (ppm)
protons

| A% Ar - H* Duplete 1 8,60
Ar - H* - 3 7,80 - 7,60
Ar - H* Quinteto 3 7,32
-CH,*- (OC=0) Triplete 2 4,28
-CH,*-CH; Multiplete 2 1,73
=N-OH* Singlete 1 1,62
-CH,-CHs* Triplete 3 0,96
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3.1.5 - Acido 9-hidroximinofluoreno-1-carboxilico (V)

O composto V (p.f=274,0 - 275,0° C; lit*= 275,0° C)), foi também
caracterizado por espectroscopia de UV-Visivel, Figura 26, ¢ apresenta

absorbancia maxima em 258 nm em H,O.

04~

Absorbance (AU)
°

0.2+

+ y T +
20 280 260 280 308 320 whavelangth (vm)

Figura 26 - Espectro de UV-Visivel para o acido 9-hidroximinofluoreno-1-
carboxilico, 10” M, em H,0, 25° C.

O espectro de IV do composto V (Figura 27), mostré absorcdes que

identificam os principais grupos funcionais presentes na molécula, ¢ foram

interpretadas da seguinte forma: vy )= 3458; Vyc_n 4y= 3054; vy y= 2850;
3
Vas(CH3 - 2976, Vas( CH2 Yo 2946, V(noc =0))™ 1676, Ss(c =c) 1600, 1572,

Vic - wy= 1444, vic _c _ony= 1330, 8¢ _ . 4ry= 772, 746, 726 cm’".
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301
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Figura 27 - Espectro de infravermelho do 4cido 9-hidroximinofluoreno-1-

carboxilico, em pastilha de KBr.

A andlise da multiplicidade dos sinais ¢ da integra¢cdo de area do
RMN - 'H para V (Figura 28), permite a atribui¢do dos sinais, conforme
descrito na Tabela 11.

Tabela 11 - Dados de RMN - 'H do 4acido 9-hidroxifninoﬂuoreno-1-

carboxilico (V).

Acoplamento numero de protons  § (ppm)

*H-OC=0 Singlete 1 13,40
=N-OH* Singlete 1 13,00
Ar—H* Duplete 1 8,38
Ar - H* Triplete 2 ' 7,97
Ar - H* Multiplete 4 7,49

O espectro de RMN — 'H do composto V mostra em 13,40 e
13,00 ppm, dois sinais em forma de singletes, correspondentes a um proéton
cada, dos grupamentos 4acido € oxima, respectivamente. Na faixa de 8,38 a

7,49 ppm encontram-se 0s protons aromaticos.
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3.1.6 - Cetoortoxazina (VI)

O composto VI (p.f= 223,0 - 225,0° C; 1it*** = 224,0-225,0° C), foi
caracterizado por espectroscopia de UV-Visivel, Figura 29, e apresenta

absorbancia maxima em 258 nm em H,O.

Ahsorb anoe (AD)

220 2% 200 260 300 320 Wavetength (om)

Figura 29 - Espectro de UV-Visivel para a cetoortoxazina, 107 M, em H,0,
25°C.

A andlise da multiplicidade dos sinais € da integragdo de area do
RMN - 'H para VI (Figura 30), permite a atribui¢fio dos sinais, conforme a
Tabela 12.

Tabela 12 - Dados de RMN - 'H da cetoortoxazina (VI)

Acoplamento numero de prétons 5 (ppm)
Ar - H* Triplete 1 8,20
Ar - H* Multiplete 4 7,92
Ar - H* Duplo duplete 1 7,60
Ar - H* Duplo duplete 1 7,48

O RMN - 'H apresenta somente protons aromaticos situados na faixa

de 8,20 a 7,48 ppm, coincidentes com os dados descritos na literatura.*
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3.2 - ESTUDOS CINETICOS

3.2.1 - Hidrélise intramolecular da 9-hidroximinofluoreno-1-

propil éster (IV)

A reagdo de hidrolise da 9-hidroximinofluoreno-1-propil éster (IV) foi
estudada na regido de pH=0 a 8 a 35° C. Entretanto, uma mudanga espectral
significativa s6 foi observada para valores proximos a pH=0. A Figura 31
mostra a variagdo espectral obtida na hidrélise de IV em pH=0. O espectro

final € idéntico daquele reportado para a 9-fluorenona-1-propil éster (II),

Figura 10.

09

08-

07-

08

0.5 W= %5 i

Absorbance (AU)

04-
03
0.2 1

0.1

D) it e e e ol s e g g g S
220 240 260 280 300 320 340 Wavelength (nm)

Figura 31 - Variagdo espectral na hidrélise da 9-hidroximinofluoreno-1-
propil éster, pH = 0 a 35° C, num tempo total de 1000s. A variagdo de

absorbéncia (260nm) em fung¢éo do tempo esté inserida.
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Tal observagdo, implica supor que na reagdo de hidrélise do grupo

éster, esteja ocorrendo simultaneamente a reag@o de hidrélise do grupo oxima,

Esquema 06.
OH
CH,CH,CH,0.__0 ¥ CH,CH,CH,0. 0 _
N
I
gag L
e ]
v

Esquema 06

Logo, devido a falta de estabilidade da oxima, este composto no serve
como modelo para estudo de reagdes intramoleculares. Assim, um estudo
cinético € mecanistico mais detalhado seria irrelevante para os objetivos

propostos.

3.2.2 - Hidrélise intramolecular da 9-hidroximinofluoreno-1-

fenilamida

A escolha da 9-hidroximinofluoreno-1-fenilamida (IIl,,), como modelo,
¢ justificada em termos da variagdo de absorbancia esperada na reagdo de
hidrélise destes compostos, € no fato da anilina ser um bom grupo de saida. A
seguir pode-se observar a variagdo da absorbancia em diversos comprimentos
de onda para a rea¢éo de hidrolise de III, em HCI 1 M a 35° C, Figura 32.
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Absorbance (AU)

220 240 260 280 300 320 Wavelength (nm)

Figura 32 - Variagdo espectral na hidrdlise da 9-oximinofluoreno-1-
fenilamida, HCl 1 M a 35° C, num tempo total de 2000s. A variagdo de
absorbéncia (220, 240, 260, 280, 300, 320nm) em fungfio do tempo esta

inserida.

Como a Figura 32 mostra, houve como esperado uma grande variagéo
de absorbéancia em 260 nm, entretanto, o perfil cinético para este composto é
extremamente complexo e de dificil quantificacdo.

Ao se estudar a reacdo de hidrélise do andlogo bimolecular de III,,
9-fluorenona-1-fenilamida (1), Figura 33, pode-se observar que assim como
para III, a cinética € complexa. Os perfis cinéticos observados,
Figuras 32 ¢ 33, sdo tipicos de reagdes consecutivas em todos os

comprimentos de ondas observados.
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Absorbance (AU)

220 240 260 280 300 320 Wavelength (nm)

Figura 33 - Variagdo espectral na hidrolise da 9-fluorenona-1-fenilamida,
HCl 1 M a 35° C, num tempo total de 2000s. A variagdo de absorbancia
(260nm) em fungdo do tempo est4 inserida.

A reagdo foi examinada a diferentes valores de acidez e em todos os
casos o comportamento observado foi semelhante. Adicionalmente, a escala

de tempo da reacdo de hidrélise de I, e III,, é semelhante. Por estas razdes

ndo foi realizado um estudo cinético detalhado.

s=<lNdae
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3.2.3 - Hidroélise intramolecular da 9-hidroximinofluoreno-1-N,N-

dipropilamida

A reagdo de hidrélise da 9-hidroximinofluoreno-1-N,N-dipropilamida
(II1,) foi estudada na regido de Hy = -2,12 a pH = 8,5 a 35° C, entretanto, uma
mudanga espectral significativa s6 foi observada para valores de H, < -0,69.
A Figura 34 mostra a variagdo espectral obtida na hidrélise de IIl,. em
Hyo = -1,76. O espectro final ¢ idéntico daquele reportado para a
cetoortoxazina (VI), Figura 29. A cinética apresenta um comportamento
aparentemente tipico de reagdes consecutivas, caracterizado por um réapido

aumento de absorbéncia inicial, seguido de uma mudancga mais lenta.

Absorbance (AU)

220 240 260 280 300 320  Wavelength (nm)

Figura 34 - Variagdo espectral na hidrélise da 9-oximinofluoreno-1-N,N-
dipropilamida, Hy = -1,76 a 35° C, num tempo total de 7100s. A variacdo de

absorbancia (236nm) em fungdo do tempo est4 inserida.

Em um experimento adicional acompanhou-se a reagdo de ciclizagdo do

acido 9-hidroximinofluoreno-1-carboxilico (V), em HCl 1M e temperatura de
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35° C, Figura 35. Como sugerem os espectros, o composto V € ciclizado a
VI, Esquema 07.

06—

05—

03~
hi

Absorbance (AU)

02

0.1

220 240 260 280 300 320 ‘Wavelength (nm)

Figura 35 — Variacéo espectral na hidrélise do acido 9-hidroximinofluoreno-
1-carboxilico, HCI 1M a 35° C, num tempo total de 1500s.

Ho_ o ¢
N
gag
\

Esquema 07

O tempo total para esta reagdio (1500s) é menor que aquele da reacdo de
hidrélise da amida (III,). Assim o Esquema 08 descreve adequadamente as
observagdes, incluindo o equilibrio entre o composto ciclico ¢ a oxima do
acido na reacdo de hidrolise de IIl,. Sendo que de fato a formagdo do
composto heterociclico pode ter sido direta, ou apés a hidrélise da amida para

a formagao inicial da oxima do 4cido. A participag¢io do grupamento hidroxila
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num caso seria como um nucledfilo intramolecular (@), no outro como

catalisador acido geral (b).

(CH,CH,CH,),N.___O EH OOy
| |
O-O _a, 0.0 +  (CH,CH,CH,),NH
I, VI
Ho_ o ¥
N
O‘I O
\'%
Esquema 08

A hidrolise do composto 9-fluorenona-1-N,N-dipropilamida (I,) pode
servir de referéncia comparativa, ja que a estrutura ¢ idéntica a0 composto
II1,, exceto pela auséncia da oxima. Como pode ser vista na Figura 36, em
43200s a variagdo espectral € insignificante, dificultando uma analise cinética
confiavel. Este resultado ¢ razoavel ja que a N,N-dimetilbenzamida*® mostra
um tempo de meia vida de aproximadamente 2900s, em presenca de  HCI
3,6 M, a 100,4° C. Na hidrélise da N,N-dimetilbenzamida, observa-se que h4
um decréscimo de 10 vezes na constante de velocidade a cada 25° C.
Considerando este efeito o tempo de meia vida a 35° C seria na faixa de

8 x 10’ s, resultado consistente com os resultados mostrados na Figura 36.
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1) (CH,CH,CH,),N.__O

Absorbance (AU)

™ ™ S R
Figura 36 — Variacdo espectral na hidrélise da 9-fluorenona-1-N,N-
dipropilamida (I,), Hy=-1,76 a 35° C, num tempo total de 43200s.
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3.3 - CONSIDERACOES FINAIS

Todos os compostos modelo e seus ceto andlogos sintetizados sdo
inéditos, e foram preparados com o principal objetivo da realizagdo dos
estudos cinéticos. Assim, nas sinteses, ap0s a obtencdo de quantidades
suficientes dos produtos para este fim, nfo nos preocupamos com a
otimizagdo dos rendimentos.

A presenga do grupo hidroxila no grupamento oxima dos compostos
9-hidroximinofluoreno-1-N,N-dipropilamida (IIl,), 9-hidroximinofluoreno-1-
fenilamida (III,) e 9-hidroximinofluoreno-1-propil éster (IV) derivados do
acido  9-fluorenona-1-carboxilico, presumidamente atuaria assistindo
anquiméricamente a hidrolise intramolecular dos grupamentos amidas, nos
compostos III, e I, e éster no composto IV, aumentando a velocidade
quando comparado com seus ceto andlogos em reag¢des intermoleculares.
Estes compostos foram sintetizados para servirem como compostos modelo,
ndo miméticos, para catéalise enzimatica.

A sintese do composto 9-fluorenona-1-N,N-dipropilamida (I,) teve em
si a importdncia de nos revelar uma relevante propriedade do acido
9-fluorenona-1-carboxilico. A metodologia utilizada para a preparagdo de I, é
bastante conhecida na literatura para preparacdo de amidas, e implica na
preparacdo do cloreto do acido, seguido da reagdo do mesmo com a amina
escolhida. No entanto, as condi¢des da sintese variam enormemente com o
tipo de 4acido utilizado, e ap6s muitas tentativas de se preparar o cloreto de
acido, sem sucesso, observou-se a formagdo de um subproduto de cor amarela
e de ponto de fusdo definido, identificado como sendo a
9-fluorenona  (p.f.=84,4°C; 1it"'=84,0°C), ou seja, o produto da
descarboxilagdo do acido. A descarboxilacdo de ceto-acidos € bastante
conhecida, entretanto nenhuma informagdo a respeito da descarboxilagdo

deste composto encontra-se na literatura. Experimentalmente, chegou-se a
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conclusdo de que para evitar tal descarboxilagdo, a temperatura deveria ser
menor que 35° C.

Na sintese do composto 9-oximinofluoreno-1-N,N-dipropilamida (1),
foram obtidos dois compostos diferentes como produtos da sintese,
visualizados por CCD, com indices de retencdo em silica bem diferentes,
sendo assim possivel separd-los por cromatografia de coluna. Os dois
compostos isolados possuiam pontos de fusdo diferentes e a confirmacéo de
se tratarem de dois isomeros da oxima (E-Z) veio com seus espectro de
RMN - 'H, Figuras 17 e 19, onde observam-se os prétons alquilicos do
grupo amida, os prétons aromaticos € os protons da hidroxila do grupo oxima
em 10,80 ¢ 9,40 ppm em CDCl;. Atribui-se a conformagdo de Z
(zusammen=junto) e E (entgegen=oposto), posi¢do da hidroxila em rela¢do ao
anel substituido, aos compostos com deslocamento dos prétons dos grupos
hidroxilas em 10,80 e 9,40 ppm, respectivamente. Tal atribui¢do vem do fato
de ser conhecido que em compostos com grupos oximas que formam pontes
de hidrogénio intramolecularmente, hd um forte deslocamento do préton
hidroxila para campo baixo®, o que é possivel apenas para o composto IIl,,.

Resultados preliminares do estudo por célculos tedricos destes
compostos, realizados pelo método semi-empirico AMI1, mostram uma
distor¢do na geometria do anel benzénico substituido de IIl,, (Figura 37),
devido uma forte repulsdo entre os grupos amida e oxima, isto implica numa
diferenca no calor de formagdo de 9,0 kJ.mol™ a mais com relagfio ao isémero
III,.. Esta maior estabilidade relativa de IlI,,, ¢ confirmada comparando-se os
rendimentos obtidos nas suas sinteses (24% e 74% para III,, ¢ IIl,,

respectivamente).
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I,

Figura 37 — Geometrias otimizadas pelo método AMI1 para os compostos

III,, e III,.. Ao lado estdo representadas as respectivas projecdes frontais.

A interconversdo entre os isdmeros (I, e IIl,.) ocorre facilmente em
solventes fortemente polares. Como pode-se ver, em DMSO-d, Figuras
18 ¢ 20. Os protons do grupo oxima antes situados em 10,80 € 9,40 ppm (em
CDCl;), agora se apresentam em 12,50 ppm. A isomerizagdo (Z-E) em
oximas, é conhecida e atribuida a dois possiveis processos.”® Um corresponde
a inversdo do grupo hidroxila ligado ao nitrogénio passando por um estado de
transi¢do sp-hibridizado (@), e outro a verdadeira rotagdo em torno da liga¢do
C=N (b), Figura 38.
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Figura 38 - Mecanismos de inverséo € rotagdo em oximas.

A presenca de um solvente fortemente polar, como 0 DMSOQ, beneficia
tanto um como outro mecanismo. A quebra da ponte de hidrogénio
intramolecular pelo DMSO ira permitir que ocorra a inversdo do nitrogénio
(a). No mesmo sentido, a tendéncia natural de polariza¢do dos elétrons n da
ligagdo C=N ¢ favorecida pela presenga do DMSO, diminuindo a energia de
ativag@o em torno da ligacdo, permitindo assirn; sua livre rotagdo (b).

Nos estudos cinéticos, apenas a hidrélise intramolecular da
9-hidroximinofluoreno-1-N,N-dipropilamida mostrou um comportamento
esperado, como modelo ndo-mimético.

Dos experimentos acima relatados pode se inferir que a reagdo de
hidr6lise da amida (IIl,,) ocorre intramolecularmente com a formacgdo da
cetoortoxazina. E embora a cinética das reacdes sejam complexas , os
espectros obtidos a intervalos de 30s nos leva a estimar seu tempo de meia
vida de aproximadamente 600s. Comparando com a N,N-dimetilbenzamida®®,
o efeito catalitico ¢ da ordem de 10° vezes. Este efeito seria sugestivo de que a
rota (a), Esquema 08, ¢ preponderante, ou seja, seria efetivamente um

exemplo de catélise nucleofilica intramolecular.
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4 - CONCLUSOES

Foram preparados sete compostos inéditos, sendo eles a 9-fluorenona-
I-N,N-dipropilamida (I,), 9-fluorenona-1-fenilamida (I,), 9-fluorenona-1-
propil éster (II), (Z)-9-hidroximinoﬂuoreno-1-N,N—dipropilamida (1), (E)-
9-hidroximinofluoreno-1-N,N-dipropilamida (IIl,.), 9-hidroximinofluoreno-
1-fenilamida (III,) e 9-hidroximinofluoreno-1-propil éster (IV).

A determinagdo da isOmeria (Z-E) em oximas, s6 foi possivel para a 9-
fluorenona-1-N,N-dipropilamida, onde os compostos foram separados e
identificados com sucesso.

Resultados preliminares no estudo destes compostos por calculos
tedricos, indicam uma preferéncia do composto I, pela conformagio (E),
com uma diferenga no calor de formagio de 9,0 kJ.mol” menor em relagdo a
(2), devido a uma forte repulsdo entre os grupos amida e oxima, com
distor¢do da geometria na estrutura do anel benzénico neste composto. Tal
preferéncia € confirmada experimentalmente, comparando-se os rendimentos
obtidos para os ambos isdmeros.

Os resultados obtidos revelaram que apesar da complexidade do estudo
cinético das reagdes de hidrohise para as amidas e ésteres derivados da oxima
do 4cido 9-fluorenona-1-carboxilico, ¢ evidente a participagdo na assisténcia
anquimérica do grupo hidroxila na hidrélise intramolecular.

Para a 9-hidroximinofluoreno-1-N,N-dipropilamida, iouve um aumento
na velocidade de hidrélise, na ordem de 10° vezes, comparado com

compostos analogos que reagem por mecanismo bimolecular.

76



CAPITULOV

5 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

10.
11.

12.

13.
14.

VOET, D.; VOET, J.; “Biochemistry”, 2nd edition, John Wiley & Sons,
Inc., New York, 1995.

FERSHT, A. R.; “Enzyme Structure and Mechanism”, 2nd edition,
Freeman, New York, 1985.

KIRBY, A. J.; Angew. Chem., 1994, 106, 573. Angew. Chem. Int. Ed.
Engl., 1994, 33, 551. |

GANDOUR, R. D.; “Transition States of Biochemical Process” , Plenun

Press, New York, 1978, p. 529.

KIRBY, A.J.; Adv. Phys. Org. Chem., 1980, 17, 183.
MILSTIEN, S.; COHEN, L. A.; J. Am. Chem. Soc., 1972, 94, 9158.

BORCHARDT, R. T.; COHEN, L.; A., J. Am. Chem. Soc., 1972, 94,
9166.

HILLERY, P. S.; COHEN, L. A.; J. Am. Chem. Soc., 1983, 105, 2760.

STORM, D. R.; KOSHLAND, D. E.; Proc. Nat. Acad. Sci. EUA., 1970,
66, 445.

KARLE, J. M,; KARLE, L. L.; J. Am. Chem. Soc.,1972, 94, 9182.
BRUICE, T. C.; Annu. Rev. Biochem., 1976, 45, 331.

DANFORTH, A.W.; NICHOLSON, J. C.; J. Am. Chem. Soc., 1976, 98,
4275.

FRY, J. L.; BADGER, R. C.; J. Am. Chem. Soc., 1975, 97, 6276.

HERSHIFIELD, R.; SCHMIR, G. L.; J. Am. Chem.}Soc., 1973, 95,8032.

77



S - Refei'éncias Bibliogrdficas

1S5.
16.
17.

18.

19.

20.
21.

22.
23.
24,

25.

26.

27.

28.
29.
30.
31

STORM, D. R.; KOSHLAND, D. E.; J. Am. Chem. Soc., 1972, 94, 5805.
STORM, D. R.; KOSHLAND, D. E.; J. Am. Chem. Soc., 1972, 94, 5815.

DAFFORN, A.; KOSHLAND, D. E.; Proc. Nat. Acad. Sci. EUA., 1971,
68, 2463.

BENSON, S. W., “The foundations of kinetics”. Mc Graw-Hill Book
Co., Inc., New York, 1960.

BRUICE, T. C.; BROWN, A : HARRIS, D. O.; Proc. Nat. Acad. Sci.
EUA., 1971, 68, 658. |

MENGER, F. M.; GALSS, L. E.; J. Am. Chem. Soc., 1980, 102, 5404.

PAGE, M. J.; JENCKS, W. P.; Proc. Nat. Acad. Sci. EUA., 1978, 68,
1678.

KIRBY, A. J.; Adv. Phys. Org. Chem., 1980, 17, 183.
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.; Biochem. Res. Commun., 1972, 49,
940.

MENGER, F. M.; VENKATARAM, U. V.; J. 4Am. Chem. Soc., 1985,
107, 4706.

MENGER, F. M.; Tetrahedron, 1983, 39, 1013.
JENCKS, W.P.; Acc. Chem. Res., 1976, 9, 425.
AISNCOUGH, J. B.; CALDIN, E. F.; J. Chem. Soc., 1980, 102, 4505.

GOLD, V.; SATCHELL, D. P. N.; J. Chem. Soc., 1955, 3609.

78



5 - Referéncias Bibliogrdficas

32.

33.
34.
35.
36.
37-'

38.
39.

40.
41.
42.

43,
44,

45.
46.

47 .
48.

BERSON, J. A;; REYNOLDS, R. D.; J. Am. Chem. Soc., 1955, 717,
4434. |

RUSSEL, G. A.; J. Chem. Soc., 1957, 79, 2977.
BENESIL A. J.; J. Phys. Chem., 1982, 86, 4926.
SISIDO, M.; Macromolecules, 1971, 4, 737.
MENGER, F. M.; Acc. Chem. Res., 1985, 18, 128-134.

FIRESTONE, R. A.; CHRISTENSEN, B. G.; Tetrahedron Lett., 1973, 5,
389.

SCHEINER, S.; J. Am. Chem. Soc., 1981, 103, 315.
MENGER, F. M.; J. Am. Chem. Soc., 1983, 105, 4996.

SHERROD, M. J.; MENGER, F. M.; Tetrahedron Letters, 1990, 31,
459,

PAQUETTE, L. A.; KESSELMAYE, M. A.; ROGERS, R. D.; J. 4Am.
Chem. Soc., 1990, 112, 284.

PAQUETTE, L. A.; ODOHERTY, G., A.; J. Am. Chem. Soc., 1991,
113,7761.

“Handbook of chemistry and physics”, 60th edition, CRC Press, 1979.

KIRPALANI N. B.; THOAIL N.; WIEMANN, J.; J. Indian Chem. Soc.,
1971, 48, 1103.

RESPLANDY, A.; BROUARD, J. P.; Compte. Rendu. Acad. Sc. Paris,
1975, t. 280, 669.

PHILLIPIS, W. D.; J. Chem. Phys., 1955, 23, 1363.

ChenWindow3, Versdo 3.02, SoftShell International, Freeware.
BUNTON, C. A.; FARBER, S. J.; MILBANK, A J. G.; O’CONNOR, C.
J.; TURNEY, T. A.; J. Chem. Soc., Perkin Trans. 2, 1972, 18609.

79



5 = Referéncias Bibliogrdficas

49.

50.

SOHAR, P.; “Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy”, Volume. II,
CRC Press, Inc., Florida, p. 104, 1986.

ELIEL, E. L., WILEN, S. H.; “Stereochemistry of Organic

Compounds”, thn Wiley & Sons, Inc., New York, p. 551, 1994,

80



