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RESUMO

No presente trabalho, foram investigados aspectos cinéticos da
formacao de amidas a partir da amindélise do anidrido 1,8-naftalico e 4-nitro, 4-
bromo, 4-amino, 4-carboxi e 2-carboxi substituidos, usando-se diferentes
aminas secundarias e diferentes solventes. “A reagdo de amindlise dos
anidridos 1,8-naftalicos mostra que a polaridade do solvente e a natureza da
amina influenciam fortemente o mecanismo da reacéo.

Os efeitos eletrénicos (p = 1,1 para k1. p = 1,6 para kz) do substituinte
sobre o anel aromaticos dos anidridos s&o consistentes com um mecanismo de
adicao-eliminacéo onde a primeira etapa é o ataque do nucledfilo & carbonila.
Aminas apresentando impedimento estéreo produzem grande diminuicao na
velocidade da reacédo, seguindo a ordem de reatividade: piperidina > morfolina
> metil-n-butilamina > dietilamina > di-n-propilamina.

As evidéncias cinéticas obtidas levam a consideracéo que, no processo,
a amina realiza o ataque nucleofilico sobre a carbonila do substrato, formando
um intermediario tetraédrico dipolar. O colapso deste intermediario pode
ocorrer de duas maneiras: com ou sem a participagdo de uma segunda
molécula de amina. Se um segunda molécula de amina participa, um estado de
transicdo ciclico apresentando as cargas dispersa é formado, em um
mecanismo concertado. Alternativamente, um intermediario € formado no
mecanismo por etapas, o qual ganha importancia crescente com a diminuicao
da polaridade do meio.

Finalmente, a etapa determinante da velocidade da reagdo é a

decomposicdo do intermediario tetraédrico dipolar.
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ABSTRACT

In this work, the kinetic aspects on the formation of amides from
aminolysis of 1,8-naphthalic anhydride, and the substituted anhydrides 4-nitro,
4-bromo-, 4-amino, 4-carboxy and 2-carboxy, were investigated by using
different secondary amines and different solvents. The reaction of aminolysis of
the anhydrides showed that the solvent polarity and the nature of the amine
strongly determines the mechanism of the reaction.

The electronic effects (o= 1.1 for ky and p = 1.6 for k) of the substituent
in the aromatic ring of the anhydrides are consistent with an addition-elimination
mechanism, where the first step is the nucleophylic attack on the carbonylic
group. Sterically hindered amines produce great diminution of the reaction rate,
in the following decreasing reactivity order: piperidine > morpholine > methyl-n-
butylamine > diethylamine > di-n-propylamine.

The kinetic evidences obtained in this work suggest a process in which
the amine performs a nucleophylic attack on the carbonyl group of the
substrate, leading to the formation of a dipolar tetrahedral intermediate. The
collépse of this intermediate can occur by two manners, with or without the
participation of a second amine molecule. If a second amine molecule
participates, a cyclic transition state having dispersion in the charges is formed
in a concerted mechanism. Alternatively, an intermediate is formed in the
mechanism by steps. This intermediate has increasing importance with the
diminution of the medium polarity.

Finally, the determining step of the rate for this studied process is the

decomposition of the dipolar tetrahedral intermediate.




1 - INTRODUGAO

1.1 — As enzimas e o seu alto poder catalitico

As amidas apresentam grande importancia em processos biologicos.
Enzimas ' apresentando alta performance, tais como as proteinases asparticas,
realizam a hidrélise de amidas facil e rapidamente, embora procedimentos
guimicos comuns envolvam geralmente condi¢gbes drasticas.? Algumas amidas
sdo hidrolisadas apds 10 horas sob refluxo em HCI 1 mol L. Por outro lado,
as reacdes enzimaticas nas quais estdo envolvidos 0s mesmos grupos

funcionais ocorrem em segundos (Tabela 1).

Tabela 1. Comparagdo entre a velocidade de reacgdes enzimaticas e

intermoleculares similares.

Enzima Analogo Velocidade Velocidade nao Vel Vo
n&do enzimatico enzimatica (V, s') enzimatica (V,, s
Lisozima Hidrélises de acetais 5x10" 3x10” 2x10°

(catalise basica geral)

Quimotripsina Hidrélise de amidas 4x107 4x10° 4x10°
(catalise basica geral)

Fumarase Hidratagdo de alcenos 5x10° 3x10° 2x 10"
(catalise acida geral)

As reacdes biologicas acontecem rapidamente na presenga de uma
enzima. Entretanto, a sobrevivéncia de documentos de papel, e também de
navios velhos submersos por longos periodos, revela que a ligag&o glicosidica
da celulose, por exemplo, € muito resistente para ser hidrolisada na auséncia
de “celulases’; enzimas que catalisam a hidrélise da ligacéo glicosidica da
celulose.’

A maioria das enzimas apresenta natureza protéica, com excegao 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 substancias, elas diferem dos catalisadores quimicos
comuns em varios aspectos importantes:

a) as velocidades de reagdes catalisadas por enzimas apresentam tipicamente
fatores da ordem de 10° a 10'2, ou maiores, quando comparados com as
correspondentes reagdes ndo catalisadas;

b) as reagdes catalisadas por enzimas normalmente ocorrem sob condigdes
relativamente suaves: temperaturas baixas, pressdo atmosférica e pH proximo
a 7. Em contraste, uma catalise quimica frequentemente requer temperatura e
pressao elevadas, como também valores de pH extremos;

c) as enzimas também mostram uma especificidade singular em relagcéo aos
substratos e produtos. Uma reagdo enzimatica raramente produz subprodutos.
Por exemplo, numa sintese enzimatica de proteinas nos ribossomos,
polipeptidios contendo mais de 1000 residuos de aminoacidos s&o sintetizados
livres de erros.

A reacdo enzimatica ocorre num setor caracteristico dentro da enzima
conhecido como '"sitio ativo". Dentro deste sitio, existe um centro de
reconhecimento molecular ao qual o substrato (S) se liga por complexagao nao
covalente a enzima (E), formando o complexo enzima-substrato (ES) que
posteriormente reage liberando os produtos, conforme mostrado no Esquema
1.

K, K,
ES

E + S E + Produtos

k.4
ESQUEMA 1

Por que alguém iria querer saber a velocidade de uma reacéo biologica
na auséncia de uma enzima? Em primeiro lugar, esta informagado permite aos
bidlogos apreciar o que a selegdo natural realizou na evolugéo de enzimas
como catalisadores e permite aos quimicos comparar as enzimas com
catalisadores artificiais produzidos no laboratério. Tal informacdo também
pode ser de grande valor, considerando-se o “analogo do estado de transig&o” ,

estudo associado a inibicdo do sitio ativo da enzima com o intuito de
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desenvolver novas drogas para tratamento de doengas’ O aumento da
velocidade que uma enzima produz deve-se a sua maior afinidade com o

estado de transicdo em comparagdo com sua afinidade pelo substrato no
estado fundamental (Figura 1).4°

|Energia Iivrel (—)t / Ko, ) .\\\
U
E+S y 1ok X

{ i £
P\ /vy TN\
ES R ——E+P
\ /
EP
4
Kcat K "cat + Km
(E9 § ~—==8" (E) K |
” ” \kb( = km - — ‘
km]] Hktx ‘ K 'cat l
/ = / k.
Es et po | =« o

Keat |

Figura 1. O aumento da velocidade que uma enzima produz deve-se a sua
maior afinidade com o estado de transicdo em comparagdo com sua afinidade
pelo substrato no estado fundamental.

Este principio forneceu uma base para o modelo dos analogos do estado de
transicéo, que sdo moléculas estaveis que exploram aquela afinidade especial.
Foram descobertos recentemente exemplos destes analogos para enzimas de
todas as classes, inclusive agentes que estdo sendo usados para controlar a
hipertenséo, a expans&o do HIV, a maturagéo dos insetos e o crescimento de
ervas daninhas.” Ao permitir verificar a acdo “instantdnea” da enzima, o
anéalogo do estado de transigdo também mostrou ser uma ferramenta valiosa
na investigacdo de estruturas e mecanismos enzimaticos, como por exemplo, o

de formacao de ligagbes peptidicas no centro do ribossomo.®
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As velocidades observadas de reacgdes biolégicas devem-se ao poder

catalitico de enzimas. Observou-se em alguns trabalhos uma diferenca de

velocidade de mais de 16 ordens de magnitude,® com tempos de meia vida que

variam de 5 segundos para a hidratagdo do CO.'” até 1,1 bilhées de anos

para a descarboxilacdo da glicina." Os sitios ativos das enzimas evoluiram

para permitir a estas mesmas reagdes acontecerem dentro de um tempo

relativamente curto, com a maioria dos valores de k.ot entre 100 a 1000 st

Assim, as enzimas diferem enormemente no aumento de velocidade (Kcat/ko)

que elas produzem e que varia de 10’ para 10'° (Figura 2).

5 I
10 |-

constante de velocidade -
(s) -

1

t12 1 minuto |

5 |

10 |-

ti» 1 semana |_

t12 100 ang%
10

ti2 1 milhao de an?ss i

10 |

t1 4 bilnbes de anos |

constante de velocidade (Kcat)
sl e

constante de velocidade(kp)

- _T_
catalisada

a

néo
catalisada

Figura 2. Escala logaritmica de valores de kcat € ko para reagoes

representativas a 25°C. A altura de cada barra vertical representa o

aumento de velocidade por: ADC = arginina decarboxilase; ODC =

oritidina 5'-fosfato decarboxilase; STN

estafilococo-nuclease;

GLU = p-amilase; FUM = fumarase; MAN = mandelato racemase;

PEP

cetoesteroide isomerase,

anidrase carboénica.

carboxipeptidase;

CDA
CMu

colicitidina deaminase; KSI
corismato mutase; CAN




O calculo da constante de ligagéo de um inibidor analogo ideal do estado
de transicdo (Ki) € de interesse especial como uma medida da eficiéncia
catalitica. Ele é obtido dividindo-se a constante de velocidade da reagcdo nao
catalisada (ko) por kea/Km (Figura 1). Estes valores variam de 10° a 10%
mol L e fixa um limite superior na constante de dissociagdo do complexo
enzima-substrato alterado no estado de transicéo.

Pode-se atribuir o alto poder catalitico das enzimas a trés fatores que
basicamente abrangem os demais. De uma forma simples, s&o eles:

a) aproximagao dos grupos reagentes: através das interacées nao
covalentes que a enzima estabelece com o substrato, ela consegue estabiliza-
lo em uma posigéo onde os grupos responsaveis pela catalise no sitio ativo se
encontram na proximidade e orientagdo adequadas para o ataque ao substrato.
A proximidade dos grupos também é responsavel pela dessolvatacao,
aumentando desta forma a possibilidade de ataque;,

b) distorgao: em muitas enzimas, a exemplo da lisozima, foi observado que
guando o substrato se liga ao centro ativo, ocorre uma mudanga de
conformacéo forgcando assim a ligagdo do substrato a ser rompida, ou seja, a
enzima leva o substrato a atingir uma conformagéo mais parecida com a do
estado de transicdo, diminuindo assim a energia de ativacao;

c) efeito do meio: sendo a enzima uma macromolécula orgéanica, 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 a sua camada de solvatacdo. Alem
disso, a polaridade adequada fornece uma grande forga motriz para a reacao.

As limitacbes técnicas e o grande numero de variaveis impostas pela
complexidade das enzimas forneceram, a partir de meados do século passado,
um impulso muito grande as pesquisas mecanisticas de reagées-modelo que,
tanto simulam a ligagdo no complexo enzima-substrato, como simulam as
transformacgées quimicas ocorridas no sitio ativo das enzimas. Tais modelos so
puderam ser propostos e estudados a partir de informagdes sobre a natureza
da composicdo do sitio ativo da enzima, obtida com o advento de técnicas tais

como a cristalografia de raios-X (Figura 3).

N




Gly 216

Ser 195 #

Figura 3. Estrutura do sitio ativo de uma enzima serina protease, que utiliza os
residuos serina, 4acido aspartico e histidina para a catalise

nucleofilica.

Considerando-se a necessidade do desenvolvimento de modelos de
acao enzimatica em reagdes quimicas e em consonancia com as linhas de
pesquisa desenvolvidas no Laboratério de Catalise e Fendmenos Interfaciais,
este trabalho apresenta o estudo da reagéo de amindlise de anidridos 1,8-
naftalicos substituidos em solventes aproéticos, visando complementar trabalhos
realizados anteriormente por um grupo de pesquisadores do Laboratorio de
Catalise e Fendmenos Interfaciais do Departamento de Quimica da UFSC, os
quais envolvem a hidrélise de ésteres e amidas derivadas de anidridos 1,8-
naftalicos, e representam modelos ndo miméticos muito interessantes para a
catalise enzimatica. A seguir, apresentaremos uma reviséo bibliografica sobre

o objeto da presente dissertagcdo, que comega tratando das reacdes-modelo
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para a catalise enzimatica, em especial aquelas que derivam das hidrolises
intramoleculares de acidos N,N- dialquilnaftalamicos. Finalmente, mostraremos
alguns trabalhos que tratam das reacdes de derivados de acidos carboxilicos
com aminas e faremos algumas consideragcées mecanisticas sobre a formacéao

de amidas em solventes aproticos.

1.2 — Reagoes modelos para catalise enzimatica

“Um dos grandes desafios atuais das ciéncias naturais € um
entendimento exato de como as enzimas trabalham. Em um certo nivel
nés podemos ‘entender’ a catalise enzimatica, como uma enzima se liga
ao substrato e estabiliza seletivamente o 'estado de transigcdo para uma
reagdo em particular’.’? “Mas nosso nivel atual de entendimento falha no
teste pratico mais severo, que é o de projetar e elaborar modelos

artificiais com eficiéncia catalitica que simule as enzimas naturais”.”

Estes modelos artificiais, a que Kirby se refere, surgiram da necessidade
de se estimar quantitativamente os varios fatores responsaveis pelo aumento
na velocidade observado em reagbfes enzimaticas em comparagdo com 0s
seus analogos bimoleculares. Assim, quanto mais semelhantes forem as
caracteristicas fisico-quimicas do modelo com as da enzima em questao, mais
informacgodes este modelo proporciona.

Existem hoje 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 imitar e modelar o
sitio ativo como um todo (modelos miméticos) e aqueles nos quais uma
caracteristica especifica da acdo enzimatica é imitada (modelos nao
miméticos)." Os modelos ndo miméticos podem ser subdivididos em duas

categorias:



i) agueles que analisam a interagdo do substrato com a enzima no complexo
enzima-substrato, dando origem aos estudos dos compostos de inclusdo
formados essencialmente por ciclodextrinas e éteres-coroa;

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

intramoleculares. A seguir, serdo discutidos aspectos referentes a esta ultima
classe de modelos.

“1.2.1 - Reagoes intramoleculares

As reagbes intramoleculares sdo modelos simples em que os grupos
reacionais estdo vinculados a mesma estrutura molecular. A premissa basica é
que os principios sob os quais fundamentam-se tais modelos estabelecem que
os mesmos parametros fisico-quimicos que governam a reatividade entre dois
grupamentos funcionais em uma reacgdo intramolecular estdo também
presentes nos mesmos grupamentos que constituem o sitio ativo da enzima.

As reacbes intramoleculares, tais como as ciclizacées, especificamente
as reagbes intramoleculares nucleofilicas, sdo as unicas reagdes simples que
podem competir com a catdlise enzimatica com velocidade equivalente.
Partindo deste tipo de reagdes, podem-se obter sistemas em que grupos
estaveis de natureza bioldgica (amidas, glicosideos e ésteres que tipicamente
possuem tempos de meia vida longos sob condi¢des fisiologicas) sao clivados
em questdo de segundos ou menos tempo.

A eficiéncia da catalise intramolecular & convenientemente expressada
em termos da Molaridade Efetiva (ME) do grupo catalitico.’ A ME é a razdo da
constante de velocidade de primeira-ordem para a reacao intramolecular e a
constante de velocidade de segunda-ordem para a reacgao intermolecular que

procede pelo mesmo mecanismo sob as mesmas condi¢cbes (Equagao 1).

-1
Kintramolecutar (S™")

ME = Equacgao 1
Kintermolecutar (MOl L 5_1)




A ME tem a dimensdgo em mol L' e & facilmente entendida como a
concentracdo do grupo catalitico, que sera requerida em um processo
intermolecular equivalente para igualar a velocidade da reagao intramolecular.
A ME pode dizer como a eficiéncia catalitica esta relacionada com uma
determinada estrutura em sistemas projetados para manter juntos grupos
funcionais intimamente préximos, de forma semelhante a uma enzima com os
mesmos grupos funcionais mantidos juntos em um complexo enzima-substrato.

Um método bastante facil para saber qual mecanismo esta ocorrendo

em uma reacgao intramolecular deste tipo envolve a comparag¢ao dos valores de
suas Molaridades Efetivas (Tabela 2).

Tabela 2. Valores de Molaridade Efetiva para reacbes que procedem por
catalise intra e intermolecular.

Molaridade Efetiva

catalise nucleofilica intramolecular |catalise basica-geral

de 10°a10™ menor de 80

Existem muitas discussdes sobre as causas do aumento de velocidade
em sistemas enzimaticos. Do estudo principalmente de reagdes
intramoleculares de lactonizacdo e hidrolise de ésteres e amidas como
modelos para a catdlise enzimatica, surgiram teorias como o Controle
Estereopopulacional, o Direcionamento de Orbitais, e a Teoria Espaco-
Temporal. Estas teorias, que ja foram muito bem revisadas em varios trabalhos

da literatura,'®?

reivindicam para si a primazia dos efeitos do aumento de
velocidade observados em sistemas intramoleculares quando comparados as
reacdes intermoleculares similares. A partir das discussdes destas 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 reagdes quimicas.




1.2.2 - Reagoes de hidrolise intramolecular de amidas e ésteres derivados

de anidridos 1,8-naftalicos

Com o intuito de se desenvolver um modelo ndo mimético de catalise
enzimatica, foram estudadas as reagcdes de hidrélise intramolecular de amidas
e ésteres derivados de anidridos 1,8-naftalicos.'®%°

Na maioria das reacbdes de hidrélise de amidas em meio acido, a
auséncia da autotroca de oxigénio® tem sido interpretada em termos da
dissociagao quase que exclusiva do intermediario tetraédrico (IT) por meio da
quebra da ligagao C-N. Como no IT o atomo de nitrogénio € o sitio mais basico,
sua protonacéo ocorre preferencialmente e o grupo amino € eliminado na sua
forma neutra.

Observou-se que a reagao de hidrolise dos acidos N, N-dietilnaftalamicos

ocorre de forma intramolecular em regies de pH de 2,0 a 3,5 (Esquema 2)."°

HO oo ©OH

| H20 I,
P ~ & s
[ T K + HNR; —ki»
L\ J\//)! = > -2 =

R = Me, |, Et, Ib e n-Pr, Ic
ESQUEMA 2

A ordem de reatividade observada para os diferentes acidos nesta regido de
pH é I, > I, > |, e esta associada a variagcédo de entalpia ligada a pequena
modificacdo do aumento da cadeia alquilica na série homodloga investigada
(Tabela 3).

Tabela 3. Parametros de ativacdo para os diferentes acidos N,N-

dialquilnaftalamicos.?

Composto 10%ops, S~ (35°C) AH?, keal mol™ AS7, u.e. (35°C)

Di-n-propil 7,635 20,94 5117
Dietil 14,42 20,40 -5,604
Dimetil 104,7 18,36 -8,282

@ Dados retirados da referéncia 16
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O acido mais reativo requer uma menor energia livre de ativacédo para

que o estado de transicdo seja alcancado. Ja os valores de variagao de
entropia de ativagdo indicam que, em todos os casos, o estado de transicao
estd mais organizado que o reagente e nao justificam, portanto, a alta
reatividade do sistema quando comparada a analogos intermoleculares
descritos na literatura.’ Outros autores tém criticado o uso de conceitos
entropicos para justificar a reatividade alta de sistemas intramoleculares com
altos valores de Molaridade Efetiva. Ha muitos casos nos quais o sistema mais
reativo possui variagdo da entropia de ativagdo mais negativa, ndo parecendo
haver uma relacdo direta entre a rapidez com que as reagdes de ciclizagao
ocorrem e sua natureza entrépica. 2%

De qualquer modo, as investigagcbes cinéticas sobre a natureza da
reacdo para a decomposicdo dos acidos N,N-dialquilnaftalamicos s&o
consistentes com o mecanismo mostrado no Esquema 3, no qual a forma néo
ionizada do acido N,N-dialquilnaftalamico ataca o carbono carbonilico do
grupamento amida neutro ou protonado, dependendo do pH no qual a reacao

de hidrolise é efetuada.

OH

ESQUEMA 3




De acordo com o esquema proposto, na regido do patamar entre pH 2 e
3,5, o ataque da origem a um intermediario dipolar iénico, e este sofre
decomposicéo para formar o anidrido 1,8-naftalico, o qual por sua vez é
hidrolisado para o respectivo acido. Na regido de concentragéo de acido maior
que 0,1 mol L™, forma-se inicialmente um intermediario catiénico que pode
decompor-se diretamente a produto.

No estudo da hidrélise dos acidos N,N-dialquilnaftalamicos derivados
dos anidridos 2 e 4-carboxi 1,8-naftalicos (Esquema 4), observou-se um perfil

em forma de sino na faixa de pH entre 2,0 - 6,5."®

R = Et, DEA; n-Pr, DPA; morfolina, MFA e MeBu, MBA
ESQUEMA 4

Nesta regido, foi observado um aumento da velocidade até alcancar um
maximo em pH ~ 4,0 para todos os substratos e para valores de pH acima de
4.0 foi observada uma diminui¢cdo da velocidade com o aumento do pH, sendo
a hidrolise intramolecular iniciada pela ionizagao do grupo na posi¢cao 8 devida
a sua maior acidez. O grupo carboxilato na posigéo 8 ataca nucleofilicamente o
carbono carbonilico da amida, que tem sua nucleofilicidade aumentada atraves
da formacéo de ligagdo de hidrogénio do grupo carboxilico ndo ionizado na

posicéo 2 (Esquema 5).
o NR R

| i |
Wﬁj(é)W/A\O ‘\O /ﬁﬁvﬁlﬁ

ESQUEMA 5




Comparando-se os resultados com os dados obtidos por Gesser, para a
hidrolise da dietilamida derivada do anidrido 1,8-naftalico, observou-se que no
patamar entre valores de pH de 2,0 a 2,75 a reacdo € 20 vezes mais lenta do
que a hidrolise da dietilamida derivada do anidrido 2-carboxi-1,8-naftalico em
pH 4,0. Na reacao das diferentes amidas derivadas do acido 1,8-naftalico, com
o aumento da cadeia alquilica ocorre uma diminuicdo na reatividade.'® No
entanto, o efeito observado ndao mostra uma diminuicdo de velocidade
consistente com a magnitude proposta.?®?” No caso dos substratos derivados
do anidrido 2-carbéxi-1,8-naftélico,'® ocorre uma significativa diminuicdo da
tens&o conformacional com a saida do grupo amino.

O perfil observado de ks vVS. pPH no caso dos acidos 2-carboxi-N,N-
dialquilnaftalamicos €& semelhante com aquele caracteristico de muitas
proteinases asparticas, nas quais a hidrélise de ligagcdes amidicas se deve a
participagéo de dois grupos carboxilicos. A agao catalitica para a maioria das
proteases asparticas acontece de forma mais eficiente na faixa de pH de 1,9 a
4.0 e os valores para um maximo de velocidade da reacao intramolecular foram
proximos a pH 4,0. Os valores de pK, dos grupos carboxilicos nestas enzimas
que participam da hidrélise das ligagdes amidicas séo proximos a 1,4 e 4,5,%°
sendo compativeis com os valores de pK, para os substratos estudados, na
faixa de pK, de 3,3 a 4,5 o que sugere que os substratos estudados
representam um bom modelo para as proteinases asparticas.

No estudo da hidrélise de monoalquilésteres do acido 1,8-naftalico,'’
conclui-se que o valor da Molaridade Efetiva encontrada € maior que 10" o
que torna esta reacdo um modelo nd&o mimético que pode aumentar a
compreensdo a respeito do mecanismo de acdo da catalise enzimatica

(Esquema 6).

OH
i{ o OR ° Og OH
+ H0 L
1 (\ o (;\Tl ke Ky _ //’,/’\\;\ﬂ?"\\\
J%J - ROH k 1 LLE/;',Ki/" ‘

R = -2,2 2-trifluoretil, llls; -metil, llly; -n-butil, lllc e -i-propil, Iy
ESQUEMA 6




Para os compostos llly, lllc e lllg, encontrou-se uma velocidade de hidrélise 300
vezes maior do que para os monoésteres equivalentes do acido ftalico® e para
o composto lll; foi encontrada uma velocidade 10.000 vezes maior. Isto ocorre
devido a uma maior aproximagao do grupo de ataque sobre a carbonila do
ester, observando-se um bom efeito catalitico do grupo carboxilico vizinho, o
que proporciona uma melhor compreensao da origem da forca catalitica do
grupo carboxilato no mecanismo da hidrolise enzimatica de ésteres.

No modelo ndo mimético proposto,'”” & evidente que o alto valor
encontrado para a Molaridade Efetiva se deve aos fatores estéreos na
molécula, que diminuem a planaridade do anel; consequentemente, estéo
desestabilizando o reagente por uma diminuigc&o da aromaticidade.

Os fatores de maior importancia na alta reatividade das reacdes
intramoleculares frente as intermoleculares, ndo sdo a distancia e o tempo,
uma vez que em todos 0os casos 0s grupos reacionais se encontram em uma
estrutura rigida por tempo ilimitado e a uma distdncia menor que a soma dos
seus raios de van der Waals. Aparentemente o alivio de tens&o de tor¢do que
acontece na formacao do intermediario tetraédrico, efeito este que inclui uma
redistribuicdo eletrébnica e uma diminuicdo do impedimento estéreo a
ressonancia, sdo muito importantes para o efeito cinético observado. Ainda ha
um outro fator determinante da reatividade que ndo pode ser separado: o fato
de que a proximidade dos grupos reativos resulta em um impedimento

substancial a solvatacéo e portanto, em um aumento de nucleofilicidade.

1.2.3 — Reagoes de derivados de acidos carboxilicos com aminas

Os compostos carbonilicos derivados de &cidos carboxilicos reagem
com aminas, de maneira geral, formando amidas. Nestas reagdes, o grupo de
saida X é substituido por um grupo —NHR ou —NR; dependendo das aminas
serem primarias ou secundarias (Esquema 7).

As aminas em solucdo dificiilmente reagem com acidos para formar

amidas a ndo ser em temperaturas muito elevadas. Os compostos carbonilicos
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R-—C + HoNR R, R—C» + HX
X NHR
X = —OR", —ClI , —CCl3, —OH
ESQUEMA 7

comumente mais usados sdo os derivados de acidos carboxilicos, ésteres e
cloretos de acido (Tabela 4) embora as amidas possam ser obtidas a partir de

cetonas, oximas e nitrilas. Os cloretos de acido reagem muito rapidamente com
as aminas para formar amidas.

Tabela 4. Alguns substratos do tipo R{COX que levam a formagao de amida e
as varias caracteristicas desta reacéo.

X Funcéo Organica HX pK, / HX Reatividade

- OH acido carboxilico HOH 16 fraca

- ClI cloreto de acido  HCI -6 boa

- N3 acilazida HN3 3 boa
-OCOCHs3; anidrido de acido HOCOCHs; 475 moderada

- OCOOR alquil carbonato - - boa

- OCH2CH3 éster HOCH.CHs 16 fraca

- OPh éster HOPhHh 9,89 moderada

- OPhp-NO, éster HOPhp-NO, 7,15 boa

No caso dos alquilcarbonatos (Tabela 4), trata-se de bons grupos de saida,
que levam a formacéo de produtos mais estaveis (Esquema 8), razdo pela qual

o pK, e a descricdo de HX nao foram incluidas na Tabela 4.




ESQUEMA 8

Estas reagbes seguem um mecanismo de substituicdo acilica
nucleofilica, o que significa dizer que quanto melhor for X como grupo de saida,
mais reativo serd RiCOX. Esta caracteristica pode ser definida pela forga do
acido HX formado, ou seja, quanto mais forte for HX, melhor sera X como
grupo de saida. As reagbes sao aceleradas por grupos que atraem elétrons e
retardadas por grupos volumosos presentes na estrutura de derivados de
acidos. *

Considerando-se a necessidade de saber mais sobre o mecanismo da
reacdo de amindlise, serdo apresentados alguns trabalhos que tratam das

reacOes de derivados de acidos carboxilicos com aminas.

1.2.3.1 — Mecanismo de formagao de amidas em solugao aquosa

O mecanismo destas reagbes muitas vezes envolve a adi¢ao reversivel
de um reagente nucleofilico ao carbono carbonilico, formando um intermediario
tetraédrico que se decompde a produtos. Em outras palavras, ocorre uma

reacéo de substituicdo nucleofilica no carbono insaturado (Esquema 9).

o i
R—C + :Nu R—(E—X ———> Produtos + HX
“ “Nu
Esquema 9

Estas reacbes geralmente s&o definidas como complexas por
envolverem a transferéncia de um ou mais prétons e seus mecanismos incluem
etapas catalisadas por acidos ou bases de forma geral e/ou especifica.

A determinagdo mecanistica da catalise para estas reagdes envolve

varios aspectos; um dos primeiros a ser considerado € se ocorre a formagao do
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intermediario tetraédrico.>'* Estas reacdes geralmente apresentam mudancas
na lei de velocidade em diferentes valores de pH. As quebras observadas no
perfil das constantes de velocidade observadas versus pH sugerem a
existéncia de pelo menos duas etapas sequenciais na reacdo, e como uma ou
outra é determinante da velocidade sob diferentes condi¢ges, torna-se evidente
a existéncia de pelo menos um intermediario. A velocidade e o tempo de vida
deste intermediario sdo outros fatores criticos.*® Quando o intermediario tem
tempo de vida suficiente para permitir a completa transferéncia do préton, nos
casos em que a transferéncia de préton € a etapa determinante da velocidade
(k2 ou k2'), ocorrera catalise acida ou basica geral. A catélise acida geral ocorre
quando houver doacdo de um préton do acido (HA) ao atomo de oxigénio do
intermediario dipolar T*, formando diretamente o intermediario catiénico T*. A
catalise basica geral acontecera quando ocorrer abstracdo de um préton do
atomo de nitrogénio de T* por uma molécula de base (B), formando

diretamente o intermediario aniénico T" (Esquema 10).

l ! ki o | o k'[B |
Kass —HN * =0 NGO ¢
P T TR k2|
L @ A ‘\\\ T T
f‘\] —~C=0—HA RS ke+HA Ko ‘ ko[HA]
S |
1 \\ "
k1l‘\ \?\ l® “
| —N—-C—-OH
o | K e L
< & g i3
Nc OHA —>= —N'COHA =— &
| |
ESQUEMA 10

Existem muitas outras alternativas mecanisticas: por exemplo se o
tempo de vida do intermediario T* é da ordem de 10" a 10™%s,* neste caso a
reacdo provavelmente ocorre através de um mecanismo de pré-associagao
(Kass), Nno qual todas as moléculas do reagente e catalisador estdo reunidas
num complexo de encontro antes que ocorra a primeira mudanga covalente.®

Finalmente, se o intermediario ndo é estavel (k> 10" s™) a reacdo ocorre por
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um mecanismo concertado (kc), formando diretamente o intermediario T* sem
passar pelo intermediario dipolar T*.

Uma mudanga na acidez ou basicidade do reagente® e do catalisador>
também ocasiona mudanca no mecanismo da reagdo. Assim, o ataque de
nucleofilos fortemente basicos ao grupo carbonila resultara na formagéao de um
intermediario dipolar relativamente estavel, enquanto para um nucledéfilo menos
basico o intermediario dipolar serda, contudo, menos estavel e tera
consequentemente um tempo de vida bem menor e a tendéncia é do
mecanismo tornar-se concertado. Geralmente, substituintes elétron-doadores
ligados a amina® aumentam sua nucleofilicidade e basicidade. Se o passo
determinante da velocidade da reagdo é a formacgéo da ligagdo C — N, ocorre
um aumento significativo na velocidade da reagdo devido a estabilidade do
intermediario. Caso o passo determinante da velocidade da reagdo seja a
transferéncia do préton, um substituinte elétron-doador ligado a amina
desestabilizara o intermediario aniénico e estabilizara o intermediario cationico.

As reacbes de amindlise de ésteres carboxilicos foram estudadas

extensivamente por Jencks, 333>37-3

quem observou uma dependéncia do pH
na maior parte dos casos, o que revela uma mudanga no passo determinante
da velocidade e, consequentemente, do intermediario, indicando mecanismos

diferentes (Esquema 11).
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ESQUEMA 11

Pelo mecanismo proposto no Esquema 11, a formacéo do intermediario
tetraédrico dipolar T* (ka), resultante da adicdo da amina ao composto
carbonilico, & répida e reversivel para ésteres alquilicos e fenilicos pouco
reativos.® A quebra deste intermediario para reacbes com aminas terciarias,
onde nao é possivel a remog&o do préton, é independente do tampéo e do pH,
tendo como passo determinante da velocidade a expulsdo do ion fenolato de
acetatos fenilicos (kt). Se o grupo de saida for mais fraco, por exemplo em
acetatos de alquila, a etapa determinante da velocidade é a transferéncia
intramolecular do préton (ks), convertendo T* diretamente a T°.

Quando a catédlise basica e &acida geral é observada,® o passo
determinante da velocidade da reagdo € a remogéo ou doagdo do préton por
uma segunda molécula de amina, originando consecutivamente os
intermediarios T (ko[B]) e T (kq[HA]). Do intermediario T~ resulta diretamente a

amida, enquanto T* passa através do intermediario T° para formar o produto.
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1.2.3.2 - Amindlise de ésteres em solventes aproticos

Em 1834, Liebig descobriu que as aminas reagem com ésteres para
formar amidas. Aproximadamente por mais de um século varios pesquisadores
se interessaram pelo mecanismo desta reagdo em solventes aproticos,
gerando um numero incomum de conclusdes contraditérias e freqlentemente
conflitantes.**? Por exemplo, a amindlise de terceira ordem de ésteres em
meio aproético foi considerada por Hinshelwood e Day seguir um mecanismo
ciclico concertado e um processo basico geral. %%

Uma teoria foi proposta por Menger®’*!

e colaboradores que sugere o
seguinte mecanismo para as reagdes de amindlise em solventes aproticos

(Esquema 12):

k 5[Amina]
——————————

Amina + Ester Tt

Produtos

k

ESQUEMA 12 1
Um intermediario tetraédrico dipolar, T*, é formado e este se decompde
formando produtos por duas maneiras, com ou sem a participagdo de uma
segunda molécula de amina ko[Am] ou k4, sendo geralmente o passo limitante
da velocidade. O Esquema acima explica os dois termos da lei de velocidade
(Equagao 2) usualmente observados para a primeira e segunda molécula da

amina em condi¢des de primeira ordem.
kobs = ki[Amina] + kz[Amina]? Equagao 2

Onde k4 e k; referem-se as constantes de velocidade para as reagbes
com uma e duas moléculas de amina, respectivamente.

Os mecanismos para reagdes de amindlise normalmente requerem um
intermediario tetraédrico, embora um deslocamento direto sem passar pelo
intermedidrio possa ser preferivel. Discutiram-se as amindlises de segunda
ordem considerando-se um estado de transicdo ciclico® e o fato de serem

processos i6nicos.® Foi sugerido® e negado® que aminas primarias e




secundarias reagem em solventes aproticos através de diferentes mecanismos.
A catélise executada por aminas tercidrias é considerada ao mesmo tempo
nucleofilica® e basica geral. A aceleragdo através do grupo hidroxila na
aminodlise de salicilatos em meio ndo hidroxilico tem sido vista como uma
catalise acida geral*® e como um efeito de par iénico.*®

A amindlise de ésteres de arila em solventes aproticos em condicées de
pseudo-primeira ordem obedece a uma lei de velocidade de dois termos.
Foram determinadas as constantes de velocidade k e k; através do grafico de
kobs/[amina] vs. [amina] medindo-se o intercepto e a inclinagdo das retas. Em
alguns casos, o termo ki estava ausente. Isto reflete a dificuldade experimental
de se usar uma grande concentragdo de amina para avaliar ambos os
processos competitivos.

A pirrolidina possui um préton variavel em seu atomo de nitrogénio que &
transferido a outro atomo quando a amina reage com um éster para formar
uma amida. A transferéncia de proton € importante, determinando
possivelmente a velocidade de qualquer mecanismo de amindlise. Por
conseguinte, comparou-se a pirrolidina com um nucledfilo aniénico, ion azida,
que nao tem nenhum préton para doar. Assim, a azida de tetraetilamonio em
acetonitrila foi feita reagir com duas classes de ésteres: (a) benzoatos de orto-
nitrofenila substituidos na posicdo para da porcéo fenila e (b) benzoatos de
para-nitrofenila substituidos na posi¢céo para da porgcéo benzoato. Ambos os
tipos de substratos exibiram cinéticas de segunda ordem.

A amindlise de ésteres e cloreto de acidos em solventes aproticos &
acelerada por acidos carboxilicos.* Porém, nao foi estabelecido se a catalise &
causada pelo grupo carboxilico, pela amina protonada, pelo anion carboxilato
ou por acido-amina. Para esclarecer esta incerteza, foi determinado o efeito de
um aditivo acido diferente, perclorato de pirrolidinio, sobre uma reagédo dos
ésteres com pirrolidina em acetonitrila. O perclorato de pirrolidinio foi
selecionado porque o cation pirrolidinio € o acido mais forte possivel em uma
solucao de pirrolidina; além disso, o anion perclorato € conhecido por nao
perturbar a velocidade da amindlise.”® Pensava-se que aquele perclorato de

pirrolidinio poderia inibir as reagdes de pirrolidina com p-nitrobenzoato de p-




nitrofenila e p-nitrobenzoato de p-cianofenila. Em contraste com os resultados
obtidos,*” as reacgées de pirrolidina com p-nitrobenzoato de p-clorofenila e p-
nitrobenzoato de fenila s&o catalisadas por perclorato de pirrolidinio. Assim, a
catalise & observada com grupos de saida mais pobres enquanto a inibicéo
acontece com os melhores grupos de saida.

Rivetti* estudou a cinética de imidazolise de ésteres em benzeno

conforme o Esquema 13, verificando que para o caso da cinética de primeira

ordem.
O
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ESQUEMA 13

O termo da expressé&o da constante de velocidade kqps sugere um intermediario

tetraédrico dipolar mostrado abaixo, o qual decompde-se formando produtos.

— O
[T\
HN. + /N—C—R

50, 51 e,

O tempo de vida do intermediario dipolar € muito curto em agua
muito provavelmente, também muito curto em benzeno para permitir que uma
segunda molécula de amina possa se colocar na posi¢do correta para

acontecer a transferéncia de préton conforme o Esquema 14.

[\ R 2 [\ —\ 7
HN. ///’N. .H—-N,\x?//N + CP—OAF T HN\\ﬁ;N—H"N\ N*?*OAr
" W) v) R
ESQUEMA 14

No mecanismo em que envolve o estado de pré-associagao, € visto que
a reacgao somente procede entre o imidazol associado e o éster e que o anion
intermediario (IV) emparelhou-se significativamente a um ion imidazénio (V). O
passo limitante da velocidade € o colapso de (IV) formando uma amida e o
anion p-nitrofenolato. Este mecanismo é consistente com o enorme efeito do

grupo de saida observado por Menger e Vitale*'.




1.3 — Objetivos e justificativa

O presente trabalho visa contribuir para com os trabalhos realizados por
varios pesquisadores, em consonancia com as linhas de pesquisa
desenvolvidas pelo Laboratorio de Catalise e Fendomenos Interfaciais, onde
muitos esforgos vém sendo empregados para modelar o funcionamento de
enzimas com o objetivo de se alcangar uma melhor compreenséao sobre o seu
mecanismo de agdo. Dentre estes modelos (ndo miméticos), exemplos muito
interessantes foram obtidos com a hidrolise de amidas derivadas do anidrido
1,8-naftalico.'®"®

Assim, investigamos aspectos cinéticos da formacdo de amidas a partir
da aminodlise de anidridos 1,8-naftalicos com diferentes aminas secundarias em

diferentes solventes, tendo como objetivos:

" a) aumentar o conhecimento na area de mecanismos de reacdes organicas e
dos diferentes fatores que contribuem para a catalise enzimatica através de
estudos de modelos nao-miméticos;

b) preparar e caracterizar os anidridos obtidos a partir do acenafteno;

c) determinar constantes de velocidade para a amindlise dos diferentes

substratos com varios nucledéfilos em diferentes solventes apréticos;

d) propor um mecanismo para a reagao de amindlise, visando contribuir para a

elucidagdo do mecanismo de agédo enzimatica.

9
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2 - PARTE EXPERIMENTAL

2.1 - Reagentes

Os anidridos, 1,8-naftalico (1), 4-Br 1,8-naftalico (2), 4-nitro 1,8-naftalico
(3) e 4-amino 1,8-naftalico (4) (Aldrich), para uso nas reagbes de
acompanhamento cinético, foram empregados sem tratamento prévio,
enquanto os sintetizados em laboratério foram caracterizados por
espectroscopia de IV, UV/Vis e RMN de 'H.

As aminas (Aldrich) foram destiladas em uma coluna capilar de
fracionamento com 62 pratos tedéricos (Ace Glass).

Os solventes usados para as reagbes de sintese foram purificados
conforme a literatura® e para a preparacdo das solugdes estoque dos
substratos foram usados a acetonitrila e o DMSO (Merck; Uvasol).

Os anidridos 4-carboxi-1,8-naftalico (5) e 2-carboxi-1,8-naftalico (6)

foram preparados conforme o procedimento descrito na literatura. *>°*'®

2.2 - Instrumentagao

Os espectros de UV/Vis e os dados cinéticos foram obtidos em um
espectrofotdbmetro HP modelo 8453 com arranjo de diodo, utilizando-se celas
de quartzo de 3 mL de capacidade e 1 cm de caminho oOtico, sendo
termostatizadas com um banho de fluxo continuo da Microguimica modelo
MQBTC 99-20.

Um equipamento de BOMEM (Hartmam & Braun, MB-series) foi usado
para a obtengdo de espectros de IV em pastilhas de KBr. Os espectros de
RMN de 'H foram registrados em um aparelho Bruker AC-200, tendo como
referéncia interna tetrametilsilano e cloroféormio deuterado ou DMSO-ds como
solvente.

Os pontos de fusdo foram determinados em um aparelho de chapa

guente tipo Fisher-Johns, modelo APF 301 da Microquimica.




2.3 — Preparacgao dos anidridos 4-carboxi (5) e 2-carboxi 1,8-naftalico (6)

Os anidridos 4-carboxi (5) e 2-carbdxi 1,8-naftélico (6) foram preparados
segundo métodos ja descritos na literatura.®*>>'® O método de sintese consiste
em duas etapas (Esquema 15). A primeira envolve a acilagcdo do acenafteno,
levando a formacgéo dos acidos f; e fs-acenaftoilpropionico, que sdo na etapa

seguinte oxidados para formar os acidos tricarboxilicos.

o 0. 0O
[ j 7
P l_
e W O O 0 CeHeNO, Ka[Fes(CN)g) A W
[ )T et s |
A AICl3, 5°C, 5h KOH,60°C, 72h, HCI L N
X R

X=2- ou 4-COCH,CH,COOH
R= COOH

ESQUEMA 15

2.4 — Estudos cinéticos

As cinéticas das reacdes de amindlise dos anidridos 1,8-naftalicos
substituidos: anidrido 1,8-naftalico (1), anidrido 4-bromo 1,8-naftalico (2),
anidrido 4-nitro 1,8-naftalico (3), anidrido 4-amino 1,8-naftalico (4), anidrido 4-
carboxi  1,8-naftdlico (5) e anidrido 2-carboxi 1,8-naftalico(6), foram
acompanhadas por espectroscopia de UV/Vis pelo desaparecimento dos
anidridos no comprimento de onda maximo de 340 nm.

Para cada corrida cinética adicionaram-se, em uma cubeta de quartzo
de 1 cm de caminho 6tico, 3 mL do solvente, um volume adequado de a amina
em ulL (dependendo da amina e do solvente utilizados), deixando termostatizar
a 25,0 + 0,1°C. A seguir, adicionou-se 10 pL da solugdo estoque do anidrido,

com concentragcdo na ordem de 102 mol L' em DMSO, sendo que a

(8]
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concentragéo final da solugdo para cada corrida cinética era da ordem de 107
mol L. A solucéo foi rapidamente agitada e a reacdo acompanhada por no
minimo quatro tempos de meia vida e em média 250 leituras de absorbancia
foram adquiridas e processadas por um programa disponivel no HP-8453. As
constantes de velocidade foram calculadas com erros inferiores a 1%, sendo
que o valor de kops representa a média de trés experimentos.

Para o calculo dos parametros de ativagdo foram determinadas as
constantes de velocidade de amindlise do anidrido com diferentes aminas em
DMSO em no minimo cinco temperaturas diferentes.

Pode-se exprimir a equacéo de Eyring *° na forma da Equacgao 3.
In (kobshlksT) = (AS7IR) — (AH'IRT) Equagao 3

De acordo com esta equagao, kqs representa a constante de velocidade, h a
constante de Planck, kg a constante de Boltzmann, Té igual a temperatura em
Kelvin e R a constante universal dos gases. AS™ € a entropia de ativacao e a
entalpia de ativagdo é dada por AH*. Um gréfico de Eyring de In(kossh/ksT) em
funcéo do reciproco da temperatura em Kelvin deve fornecer uma correlagao
linear onde AS”/R é igual ao coeficiente linear e -AH"/R representa o coeficiente

angular. A Equagao 4 fornece a energia de ativagédo de Arrhenius (E,),
E.=AH + RT Equacao 4

enquanto a energia livre de ativagdo (AG”) pode ser calculada a partir da

Equacao 5.
AG” = AH* - TAS Equagao 5
Um programa de tratamento de dados fundamentado nas Equagoes 3 - 4 foi

empregado na obtencdo dos parametros de ativacdo, com coeficientes de

correlagéao r > 0,99.



3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1- Amindlise de anidridos 1,8-naftalicos substituidos

3.1.1 — O efeito do meio sobre amindlise do anidrido 4-NO; 1,8-naftalico (3)

A influéncia que o solvente exerce sobre as reagdes quimicas € bastante
conhecida.”® As propriedades comumente mais correlacionadas a reatividade
sdo a constante dielétrica, o momento dipolar, a acidez e a basicidade. Esta
guestado do efeito do solvente sobre a reatividade quimica tem sido tratada de
dois modos. O mais comum utiliza a teoria do estado de transicao e considera
a solvatacéo relativa dos estados inicial e de transigdo.>” A solvatacdo de uma
espécie em um determinado estado diminui sua energia livre, aumentando sua
estabilidade. As interacbes intermoleculares, que podem ser polares e
apolares, sdo responsaveis pela solvatagdo.

A outra maneira de tratar a questdo tem como principal fator a coesao
das moléculas do solvente com as espécies em reagao. A teoria eletrostatica,
de Hughes® e Ingold,> assume que estas espécies reagentes geralmente
alteram sua distribuicdo de carga quando passam ao estado de transicéo da
reacdo. Assim, nas reagdes entre ions e naquelas em que se produzem ions a
partir de moléculas neutras, o solvente exercera grande influéncia. Se o estado
de transicdao® contém mais carga idnica que o estado inicial, a reagdo sera
favorecida por solventes de alta polaridade. Os solventes menos polares
aumentam a velocidade de reagdo em que o estado de transigcdo € menos
carregado que o estado inicial, conferindo-lhes assim uma maior estabilidade.
Nas reacdes em que tanto reagentes quanto os produtos s&o neutros, o efeito
do solvente é desprezivel.*®

Em reagbes de substituicdo nucleofilica aromatica, a interagédo do

substrato e/ ou intermedidario com as moléculas de solvente pode ser




complexa.?’® De um modo geral, para estas reacées, o mecanismo em duas

etapas com a formacgéo do intermediario carregado pode ser comprovado. Na
transformacédo do intermediario aos produtos, o solvente pode modificar a
velocidade relativa e até mesmo o mecanismo.®® Um aumento na polaridade do
solvente geralmente aumenta a velocidade deste tipo de reagdes.

Para avaliar a influéncia do meio sobre a reatividade dos anidridos 1,8-
naftalicos, foi estudada a reagdo do anidrido 3 com dietilamina (DEA) em
diferentes solventes aproticos, conforme o Esquema 16.
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ESQUEMA 16

Este estudo foi realizado acompanhando-se espectroscopicamente o
desaparecimento da banda de absorgéo correspondente a ligagéo do anidrido
conjugado com os anéis do naftaleno. Os valores de kops versus [DEA] em
dimetilsulféxido (DMSO), dimetilformamida (DMF), tetraidrofurano (THF),
acetonitrila (MeCN), tolueno e 1,4-dioxano sdo apresentados na Tabela §. A
Figura 4 apresenta graficos de kqs em fungéo da concentragédo de DEA em

mol/L para a reagéo de 3 em alguns solventes, como exemplos estudados.




Tabela 5. Valores de kqus para a reagcdo do anidrido 3 com DEA em diferentes

solventes apréticos a 25°C.

10° 10%ops  10%kobs 10%obs  10%kobs  10°Kops 10%Kobs
[DEA] MeCN DMSO DMF THF TOLUENO 1,4-DIOXANO
8,03 2 10,9 4,16 - - -
16,0 1,12 22,7 8,44 2,58 2,15 1,26
32,0 3,53 47,6 19,3 4,70 7,18 517
47,9 6,91 79,8 34,0 9,11 11,7 19,7
63,8 12,0 101 52,6 15,1 20,5 38,3
79,6 17,6 137 76,3 237 31,5 .
95,4 23,2 186 102 29,0 39,4 88,7
127 41,7 271 160 47,8 70,0 150
158 61,6 373 237 59,6 107 222
311 - - - - = 789
400 : - o o o - 4
350 |- > 7
300 B S | ‘
sep L /,,,,- y |
" 200 - v
< 150 7 | - ‘
100 i |
. M%/
0 " " | N / [— |

0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14 0,1§ 0,18
[DEA]

Figura 4. O efeito do solvente na amindlise do anidrido 3 em DMSO (M), DMF ( ®),
MeCN (4) e TOLUENO ().

Os dados na Figura 4 mostram que a dependéncia de Kos SObre a
concentracdo de amina nado é de primeira ordem. De fato a equacé&o de

velocidade para a reagdo de amindlise do anidrido 1,8-naftalico (3), mostrado
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no Esquema 16, pode ser descrita pela Equagao 2 (ver item 1.2.3.2 da

Introdugéo, pagina 20). Os valores calculados tratando-se os dados com a

Equagao 2 encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6. O efeito do meio sobre amindlise do anidrido 3.

Solvente 10%;4, Lmol™ s 10%k,, L mol@ s™ r kol ki
DMSO 1115 754 0,9992 6,8
DMF 376 707 0,9998 19
MeCN 46,6 219 0,9994 47
THF 6,73 241 0,9997 36
TOLUENO 6,28 38,5 0,9991 62
1,4-DIOXANO 3. 13 7,26 0,9998 23

Observa-se que os valores de k; sdo sempre maiores que ki, € que as
razbes kolk; estdo relacionadas a polaridade do meio, sendo, por exemplo,
iguais a 6,8 e 62 para o DMSO e para o tolueno. Considerando a teoria de
Gould,*®® a qual indica que se o E.T. contém mais cargas i6nicas do que no
estado inicial a reacdo é favorecida por solventes de alta polaridade, os
resultados sugerem que a reagdo de segunda ordem em amina provavelmente
favorece intermediarios n&o carregados e a de primeira ordem favorece o E.T.

e intermediarios idnicos.

3.2 — O efeito do substituinte sobre a amindlise dos anidridos

Hammett expressa uma relagdo linear de energia livre conforme a
Equacéo 6, conhecida como a equacgdo de Hammett.**®® Ela pode ser aplicada
para as constantes de velocidade de reagbes envolvendo compostos
aromaticos substituidos, sendo U(til para se obter informagdes sobre o
mecanismo da reagao.

log klko = op Equacgao 6




O termo o é caracteristico para o substituinte (no presente caso, os
grupos 4-NO, 4-Br, 4-H, 4-COOH e 4-NH,) e representa a capacidade para
atrair ou repelir elétrons, por combinacdo de seus efeitos indutivo e
mesomérico. O segundo termo p €& caracteristico da reagcdo e mede a
sensibilidade da reacéo frente a substituigao.

Nas reacbées de substituicdo nucleofilica aromatica que ocorrem por
mecanismos do tipo adi¢do-eliminag&o, observa-se uma aceleragdo provocada
por grupos retiradores de elétrons quando os substituintes estdo especialmente
nas posigcdes orto e para.

Menger®’ observou que para a amindlise de ésteres, o efeito do
substituinte € bem mais pronunciado quando encontra-se no grupo de saida (p
= 4 — 6), que na porgédo acil dos ésteres (p =1 — 2). Os valores de p pequenos
na amindlise de acetatos fenilicos sdo usados como uma evidéncia para um
mecanismo ciclico concertado.®®

Os substituintes que retiram elétrons na porgéo acil do éster facilitam o
ataque do nucledfilo por deixar o carbono carbonilico mais eletrofilico, mas
dificultam a saida do grupamento alcodlico, justificando os valores de p
pequenos. Os substituintes no grupo de saida que retiram elétrons, além de
facilitar o ataque nucleofilico, faciltam também a decomposicao do
intermediario, que é a etapa determinante da velocidade da reagéo, originando
valores altos de p.

Para observar este efeito, foram estudadas as reagdes de amindlise dos
anidridos 1 - 6 com DEA em DMSO a 25°C, conforme o Esquema 17. Os
valores de kopbs para os diferentes substratos encontram-se na Tabela 7.

H5Cz\ /H@ 00 N/CzHS
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H
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t 2N\ ——
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R R
R = H, 4-Br, 4-NO,, 4-NH,, 4-COOH e 2-COOH
ESQUEMA 17
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Tabela 7. Valores de kos para a reagdo de anidridos substituidos com DEA em
DMSO a 25°C.
10 *[DEA], 10%ops, ST 10%obs, ST 107Kobs, S 10°Kos, S 10%Kovs, S 10°Kope, S '

mol L 4-NO; 4-Br 2-COO 4-H 4-COO 4-NH,
0,80 10,9 = - - - N
1,60 22,7 1,98 - 1,92 - -
3,20 47,6 4,31 - 9,00 - -
479 79,8 7,53 - 14,8 - -
6,38 101 11,1 2,51 21,7 - -
7,96 137 15,4 5,45 29,5 - -
9,54 186 20,4 8,99 38,5 - -
12,7 271 31,9 13,7 55,1 - -
15,8 373 443 18,3 82,6 - -
18,9 - - 24.4 - - -
22,0 - - 31,0 '

25,0 - = 37,4

28,1 - - 46,0 - - -
31,1 . E 55,6 217 2,30 2,97
38,9 - - - - 3,27 -
45,9 - - - - 5,45 411
53,1 - - - - 7,01 -
60,2 - - - - 8,92 6,23
67,2 - - - - 10,1 -
74,2 - - - - 11,5 8,18
80,9 . - . . 14,8 -
87,6 - - - - 17,2 8,82
94,2 - - - - 19,7 -
101 - - - - - 13,0
113 - - - - - 17,5
126 - - - - - 233
134 - - - - - 28,0
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Fazendo-se gréficos dos valores de kqs versus [amina)] pode-se
observar que a reacéo néo é de primeira ordem em relagédo a concentracao da
amina (Figura 5). Em todos os casos, os valores ki e k; foram obtidos
ajustando os dados com o uso da Equagao 2. Os valores de ki e k> encontram-
se na Tabela 8.
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Figura 5. Efeito do substituinte sobre as reagbes de amindlise de anidridos na
presencga de DEA [4-NO, (H); 4-Br (®); 4-H (A)].

Tabela 8. Efeito do substituinte sobre a amindlise dos anidridos 1 - 6 com DEA
em DMSO a 25 °C.

Substrato 10%, Lmol™ s 10%k,, L mol® s™ r

AN-4-NO>-1,8-NAF (3) 111 9.5 0,9992
AN-4-Br-1,8-NAF (2) 10,9 11,0 0,9997
AN-2-COO™-1,8-NAF (6) 4 55 414 0,9995
AN-1,8-NAF (1) 3,10 1,28 0,9992
AN-4-COO™-1,8-NAF (5) 0,18 0,19 0,9962
AN-4-NH2-1,8-NAF (4) 0,14 0,02 0,9948

Os dados cinéticos obtidos (Tabela 8) mostraram que a reatividade dos
substratos segue a ordem: 3 >2 > 6 >1 > 5 > 4. Como pode ser observado, a
medida que os grupos doadores de elétrons s&o trocados por grupos

retiradores de elétrons do anel, os valores das constantes de velocidade
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observadas aumentam. Por exemplo, o efeito do grupo NO> na posigéo para é
muito maior do que do grupo NH> na mesma posicdo, o que se justifica pelo
fato de o grupo nitro ser forte retirador de elétrons, enquanto o grupo amino
doa elétrons para o anel aromatico.

Fazendo-se os graficos dos logaritmos de ki e k» versus o

correspondentes, foi aplicada uma relacdo de Hammett e Taft para se

determinar o efeito do substituinte sobre a reatividade do sistema naftaleno.®’
Foram usados, como valores de o, valores de ApK colhidos da literatura para
acidos naftdicos 4a-substituidos.®® Usando-se os dados da Tabela 9, foi

possivel obter os valores dos coeficientes angulares (Figuras 6 - 7).

Tabela 9. Valores de ApK de Taft para diferentes substituintes na posicéao 4«

do acido naftdico e de constantes de velocidade logaritmicas para os anidridos
1,8-naftalicos correspondentes.

Substrato ApK (4a)° log ki logka
p-NH> -1,09 -3,85 -3,68
p-H 0,00 2,51 -1,89
p-Br 0,45 -1,96 -0,96
p-COO - -3,42 -2,73
p-NO- 1,256 -0,95 -0,12

° Dados retirados da ref. 68.

Pode-se observar uma relagédo linear com coeficiente de correlagao r
>0,99 para o grafico de log ki versus o (Figura 6), o qual apresenta um valor
de p = 1,2. No entanto, o grafico do log k2 versus o (Figura 7) apresenta um
coeficiente de correlacao linear r >0,99 e um valor de p = 1,6. O grupo 4-COO"
n&o foi incluido no calculo desta correlagéo linear por n&o apresentar valores
de o tabelados para o sistema naftaleno. Um valor de p apresentando esta
magnitude é razoavel para uma reagao que inclui um ataque por um nucleofilo
a carbonila. Foi demonstrado que este tipo de reagdo € normalmente
favorecido por grupos que retiram elétrons do anel, tornando o carbono

carbonilico mais elétron-positivo, o que favorece o ataque nucleofilico.®®
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Figura 6. Influéncia dos valores de ApK (4a) sobre os valores de log k, para a
reacdo de DEA com anidridos 1,8-naftalicos substituidos.
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Figura 7. Influéncia dos valores de ApK (4«) sobre os valores de log k: para a

reacdo de DEA com anidridos 1,8-naftalicos substituidos.
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3.3 — O efeito do nucleodfilo sobre a amindlise

Os compostos aromaticos possuem um esqueleto de ligagées dentro de
um sistema difuso de elétrons, dispostos em orbitais moleculares ciclicos com
forte carater ligante.®® Como consequiéncia, estes compostos possuem grande
tendéncia para sofrer reagdes de substituicdo por adigdo-eliminacéo.

A presenca, em posi¢cao adequada, de substituintes que retiram elétrons,
pode facilitar a formacéo de ligacédo do atomo de carbono do anel com o
reagente nucleofilico e estabilizar o estado de transigcao.

A ocorréncia de catalise basica em reagdes de substituicdo nucleofilica
aromatica com aminas tem sido extensivamente pesquisada desde que foi
descoberta por Bunnett e seus colaboradores.”®"

Para verificar o efeito do nucledfilo sobre a amindlise dos anidridos
foram estudadas as reagdes do anidrido 1 com piperidina (PIPE), morfolina
(MFA), metilbultilamina (MBA), dietilamina (DEA), di-n-propilamina (DPA) em
DMSO a 25°C. Os valores de kops Obtidos encontram-se mostrados na Tabela
8. Os graficos de kops Versus [Amina] sdo apresentados na Figura 8 e sugerem
que, a medida que aumenta a concentragdo da amina, o valor da constante de

velocidade observada aumenta de forma nao linear.

[ /
0,10 | -
/
/
v
0,08 | /
0,06 | i
v{ i /
< 004 |- /- ;
» |
I o ‘
002 &L ‘
- /‘.' -
o ___e— \
000 —Mae—a® K ®aA ao A A A& ‘
1 i 1 L 1 " 1 1 1 " 1 i 1 4 1 i 1 1 1 i 1

0,00 002 004 006 008 010 012 014 0,16 0,18 020

[Amina]

Figura 8. Efeito do nucledfilo sobre as reagcbes de aminolise do anidrido 1 [PIPE
(m);MFA (®); DEA (4)].




Tabela 10. Valores de ks para a reagéo do anidrido 1 com diferentes aminas
em DMSO a 25°C.

3

[PIPE? 10 IMFA]?  10* [MBAF 10° |[DEAF 10° [DPA]F  10°
x10° Ko, S x10°  Kobs, S’ x10°  Kovs, S x10°  Kobs, S x10°  Kops, S
816 1,35 955 374 7,03 216 160 192 235 1,02
16,3 4,04 19,1 740 141 559 32,0 9,00 292 1,39
326 134 38,1 186 281 151 47,9 148 347 1,83
40,7 188 571 341 420 294 638 202 392 2,26
488 272 759 529 559 50,2 796 295 456 2,09
569 360 948 736 69,9 706 954 385 509 3,48
649 46,0 114  103,3 836 980 127 551 561 4,16
81,0 69,5 152 1941 97,4 125 158 826 612 4,78
971 982 188 2749 111 157 311 217 235 1,02

? Concentragédo em mol L™

Os resultados de k1 e k2 obtidos para estas reagdes estdo contidos na
Tabela 11.

Tabela 11. Efeito do nucledfilo sobre a amindlise do anidrido 1 em DMSO a

25°C.
Amina 10°k;, L mol™ s 10°k,, L2 mol™? s™ r pKa
PIPE 93,2 945 0,9999 11,3
MFA 10,1 725 0,9982 8,49
MBA 2,74 10,5 0,9996 10,9
DEA 3,10 1,28 0,9992 11,1
DPA 1,98 0,96 0,9998 11,0

Verifica-se a seguinte ordem de reatividade: PIPE > MFA > MBA > DEA >
DPA, que acompanha a ordem crescente de impedimento estéreo, sugerindo a
ocorréncia de uma grande compressdo estérea na formacdo da amida
correspondente. Este resultado & o que se espera para uma reagao com duas
ou mais moléculas de amina participando do E.T., onde um aumento do volume

do grupo alifatico ligado a amina resulta em uma inibigcéo significativa da

reagao.




3.4 — Parametros de ativagao

Para fins de calculos dos parametros de ativacdo, foram realizadas
corridas cinéticas para as reagdes do anidrido 1,8-naftalico com PIPE, MFA,
MBA, DEA e DPA em DMSO a 25, 30, 35, 40, 50, 55 e 60°C. Os dados
experimentais obtidos para esta reagdo em funcédo da mudanca da temperatura
para diferentes aminas apresentando a mesma concentragéo estao contidos na
Tabela 12.

Por simples verificagdo dos dados tabelados, nota-se que as constantes
de velocidade observadas aumentam com o aumento gradual da temperatura.
O mesmo ocorre com o aumento gradual da concentracdo da amina, efeito
verificado anteriormente no estudo do efeito do nucledfilo.

Os parametros de ativagéo foram calculados através das Equagoes 3-5,
segundo a metodologia descrita no Capitulo 2 para as reagdes de amindlise do
anidrido 1,8-naftalico na presenca de diferentes aminas em DMSO. Os
parametros de ativagdo para as reagbes de amindlise do anidrido s&o
mostrados na Tabela 13. Os graficos de Eyring, como os mostrados para a
amindlise do anidrido 1,8-naftalico na Figura 9, forneceram coeficientes de

correlacéo maiores que 0,99.




Tabela 12. Constantes de velocidade observadas para as reacdes de aminolise

do anidrido 1 em DMSO com varios nucledfilos e temperaturas diferentes.

Amina t °C Kobs X 10°, s
25,0 4,94
30,0 6,58
DPA 40,0 12,9
50,0 16,4
55,0 18,8
60,0 23,3
25,0 29,4
30,0 30,7
DEA 35,0 35,4
40,0 38,3
50,0 65,8
55,0 75,2
25,0 247
30,0 265
MBA 40,0 308
50,0 380
55,0 429
60,0 478
25,0 133
30,0 148
MFA 40,0 182
50,0 218
55,0 234
60,0 240
25,0 404
30,0 418
PIPE 40,0 464
50,0 515
55,0 561
60,0 586




0,0030 0,0031 0,0032 0,0033 0,0034
1, K’

Figura 9. Influéncia da temperatura sobre as constantes de velocidade
observadas para as aminolises do anidrido 1 com varias aminas:
DEA (H); DPA (®); MBA (A );,MFA (V ); PIPE (®).

Tabela 13. Parametros de ativag&o para a amindlise do anidrido 1 com
diferentes nucledfilos em DMSO.

Amina Ea, kdmol" AH* kimol' AS*, JK'mol' AG? kJ mol’
PIPE 9,07 6,43 - 269 86,7
MFA 15,8 13,2 - 256 89,4
MBA 15,7 13,1 - 251 88,0
DEA 29,4 26,8 - 224 93,6
DPA 36,3 33,6 -214 97,5

Na Tabela 13 estdo apresentados os parametros de ativagcdo para as
reacoes de amindlise do anidrido 1,8-naftalico na presenga de varias aminas.
As variagdes de entalpia de ativagdo (AH”) sdo maiores para 0s processos em
que aumenta o impedimento estéreo causado pelas aminas e existe uma
compensacao entre os fatores entalpico e entrépico. Todos os valores para as
variacbes de entropia de ativagdo (AS”) se mostraram negativos. A
comparagéo das variagbes de energia livre de ativagdo (AG") para as
amindlises do anidrido estudado revela modificagbes na ordem de magnitude
de 10 KJ quando as aminas foram variadas, enquanto os valores de AH"

mudaram cerca de 25 KJ.
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3.6 — Consideragoes gerais

Os compostos-modelo foram preparados com o principal objetivo da
realizacdo dos estudos cinéticos. Assim, nas sinteses, apds a obtencao de
guantidades suficientes dos produtos para este fim, ndo nos preocupamos com
a otimizac&o dos rendimentos.

A presenca do grupo carboxila na posi¢ao 2 do grupamento naftalico do
anidrido 1,8-naftalico presumidamente atuaria assistindo anquimericamente a
amindlise, aumentando a velocidade quando comparado com o grupo carboxila
na posicdo 4 do grupamento naftalico do anidrido 1,8-naftalico. Estes
compostos foram sintetizados para servirem de estudo para as amindlises
resultando em modelos ndo miméticos para a catalise enzimatica.

As evidéncias cinéticas obtidas levam-nos a considerar o processo em
que a amina realiza o ataque nucleofilico sobre a carbonila do substrato,
‘formando um intermediario tetraédrico dipolar. O colapso deste intermediario
pode ocorrer de duas maneiras, com ou sem a participagdo de uma segunda
molécula de amina conforme o Esquema 18. Se ela participa, um E.T. ciclico
apresentando as cargas dispersas € formado, em um mecanismo concertado,
semelhante a estrutura 7. Alternativamente, um intermediario € formado por um
mecanismo em etapas, sendo que este intermediario ganha importancia

crescente com a diminuigdo da polaridade do meio.

41




Embora se possa supor que o intermediario tetraédrico dipolar, T,

resultante do ataque de nucledfilos, como as aminas alifaticas, ao grupo
carbonila & relativamente reativo em solventes de alta polaridade, trata-se de
um intermediario de alta energia em solventes de baixa polaridade. Druzian et
al.” verificaram que as velocidades de reacdes de amindlise de 2,2 2-tricloro-1-
ariletanonas com aminas em varios solventes aproéticos permitem uma
separagao mecanistica em dois grupos de solventes. No primeiro grupo,
observa-se que as reacdes em diclorometano e heptano sao de terceira ordem
com relagdo a amina, pelo fato destes solventes nao formarem ligagdes de
hidrogénio (quanto menor a capacidade de interacdo do solvente, maior deve
ser a assisténcia necessaria das moléculas de amina para que a reagao possa
ocorrer). O segundo grupo é formado pelas reagdes em MeCN, 1,4-DIOXANO
e THF. Nestes casos, os processos sdo de segunda ordem com relacédo a
amina, pois estes sdo considerados solventes basicos ou de basicidade
moderada, que favorecem a formacdo de intermediarios carregados e
estabilizam cargas e o complexo ativado, diminuindo assim a barreira

energética e aumentando, consequentemente, a velocidade da reacéo.
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Valores de p pequenos tém sido usados como evidéncias para um mecanismo
concertado em reacdes de ésteres com aminas. No presente trabalho, a
aminolise dos anidridos 1,8-naftalicos em DMSO resultaram em constantes de
velocidades ks e ko com valores de piguais a 1,2 e 1,6, respectivamente.

Para o estudo com nucledfilos, os resultados obtidos indicam que o
impedimento estéreo é acentuado com o aumento da cadeia da amina.
Jencks™ afirma que a amindlise de compostos carbonilicos ocorre com catalise
basica geral, com a participacdo de uma segunda molécula de amina e que
ndo ocorre por um mecanismo concertado se um intermediario tetraédrico
resultar da adigdo da amina. Estas consideragdes da literatura, juntamente com
os resultados aqui obtidos, sugerem o mecanismo por etapas em solventes que
nao formam ligagdes de hidrogénio (verificar na literatura). Considerando-se
que o mecanismo concertado requer o encontro orientado de duas moléculas
de amina no estado de transicdo, o impedimento estéreo da segunda molécula
de amina né&o poderia de forma alguma ser irrelevante.

Finalmente, pode-se dizer que embora considerando-se que o0
intermediario T* tenha uma estabilidade moderada, e que os resultados para as
reacbGes de amindlise dos anidridos mostram evidéncias para um mecanismo
concertado, eles ndo séo suficientes para eliminar totalmente a possibilidade

alternativa do mecanismo por etapas, pois os dois s&o cineticamente

indistinguiveis.




4 - CONCLUSOES

Os resultados obtidos no estudo cinético revelaram que é evidente a
participagéo na assisténcia anquimérica do grupo carboxila na amindlise do
anidrido  2-carboxi-1,8-naftalico. O anidrido 2-carbdxi 1,8-naftalico é
aproximadamente 22 vezes mais reativo que o anidrido 4-carboxi 1,8-naftalico,
sendo que os dois compostos reagem por mecanismo semelhante.

O efeito do solvente mostra que a polaridade do solvente aproético
influencia fortemente no mecanismo da reagdo de anidridos 1,8-naftalicos
substituidos, afetando significativamente a ordem da reacdo em relacdo a
concentragédo de amina.

O efeito dos substituintes no anel segue a ordem dos substratos: 4-NO,
> 4-Br > 4-H > 4-COO" > 4-NH.. Assim, grupos retiradores de elétrons
aumentam a constante de velocidade do processo estudado.

O efeito do nucledfilo sobre a amindlise de anidridos 1,8-naftalicos
substituidos mostra impedimento estéreo em relagdo ao aumento do volume do
grupo alifatico ligado a amina, resultando em uma inibicao significativa da
reacdo. A ordem de reatividade: PIPE > MFA > MBA > DEA > DPA sugere a
ocorréncia de uma grande compressdo estérea na formagcdo da amida
correspondente.

As evidéncias cinéticas obtidas levam-nos a considerar o processo em
que a amina realiza o ataque nucleofilico sobre a carbonila do substrato,
formando um intermediario tetraédrico dipolar. O colapso deste intermediario
pode ocorrer de duas maneiras, com ou sem a participagdo de uma segunda
molécula de amina. Se ela participa, um E.T. ciclico apresentando as cargas
dispersas é formado, por um mecanismo concertado ou, alternativamente, um
intermediario & formado via um mecanismo por etapas. Este ultimo
intermediario ganha importancia crescente com a diminuicdo da polaridade do
meio.

A influéncia da temperatura sobre as reagdes de aminodlise do anidrido
1,8-naftalico mostra que os valores das variagdes de entalpia de ativacdo (AH")

sd0 maiores para 0s processos em que aumenta o impedimento estéreo

-+




causado pelas aminas. Os valores para as variagcdes de entropia de ativagao
(AS”) se mostraram negativos e as variacoes de energia livre de ativagao (AG")

sdo maiores conforme o aumento do grupo alifatico ligado a amina.
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