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ABSTRACT

BASIC HYDROLISIS OF ACETYLCOBALAMIN AND
DERIVATIVES:
The activation parameters for the basic hydrolysis of

acetylcobalamin (AH#: =24 . 7 kcal/mol and AST=14.7
e.u) and acetylcobinamide (AH* =16 . 5 kcal/mol and

AS* =-10.3 e.u) were determined from the second order
rate constants at different temperatures. The reaction
mechanism involves a initial attack of hydroxide ion at the
carbonyl group, followed by a reductive elimination of a
Co (I) species.

INTRODUCAO

A formagdo e a quebra da ligagdo Co—C desempenham
um papel fundamental na bioquimica da Vitamina B, "2,
A literatura registra virios exemplos de quebras homoliticas
desta ligagdo ®°S. Estudos cinéticos de rea¢des de alquilco-
balaminas envolvendo uma quebra heterolitica da ligagdo
Co—C sfo mais raros®. A decomposigdo da 2-cianoetilcoba-
lamina catalisada por hidroxido (Esquema 1) ocorre através
de uma elimina¢do E,’, semelhante i3 decomposi¢io de
2,2-difeniletilcobalamina®.
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ESQUEMA 1

A reagdo de acilcobalaminas com nucleofilos também se
se d4 por quebra heterolitica ®, mas o mecanismo da reagdo
ndo foi estudado em detalhes. Além disso, n@o se conhece o
papel do 5,6-dimetilbenzimidazol (Bzm) nem de outros
ligantes axiais neste tipo de reagfo. Assim, como parte do
nosso interesse pela quimica da vitamina B, e deriva-
dos'® | o presente trabalho estuda a interagdo da acetil-
cobalamina e acetilcobinamida com o fon hidréxido.

PARTE EXPERIMENTAL

A vitamina By, , (Merck) utilizada teve a sua pureza tes-

tada por espectroscopia de absor¢do. A acetilcobalamina
foi preparada segundo procedimento descrito na literatu-
ra'*. A acetilcobinamida foi preparada pela hidrolise icida
da acetilcobalamina. A dgua empregada foi deionizada e
bidestilada.

As determinacdes espectrométricas foram realizadas com
um espectrofotdmetro Shimadzu UV — 210 A, com células
termostatizadas (t 0,1°C). As constantes de velocidade de
hidrolise da acetilcobalamina e acetilcobinamida foram
determinadas acompanhando-se o aparecimento da Vita-
mina By;p a 357 nm e da dihidroxocobinamida a 343 nm.
As constantes de pseudo-primeira ordem kghg foram obti-
das a partir de grificos lineares de 1n(Ae — At) vs. tempo.
Todos estes grificos eram lineares até pelo menos 90% da
reagdo, com coeficientes de correlagdo maiores que 0,99.
As constantes de segunda ordem k, foram determinadas a
partir de grificos lineares de kohs vs. concentragdo de
hidroxido. As energias de ativag@o foram calculadas a partir
de grificos de Arrhenius de In k; vs. 1/T, com valores de
constantes de segunda ordem obtidos na faixa de 25-40°C.

As entalpias de ativagdo foram calculadas a partir da rela-
¢do AHT = Ea — RT, as entropias de ativagdo a partir de
AS” =R (1nk; — 1n kT/h + Ea/RT — n), onde n é a or-
dem da reagdo, e a energia livie de ativagdo da equagdo

AGT = AHT — TAST

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

A acetilcobalamina (1) por tratamento com base forma a
vitamina Bjyp (Esquema 2). Por sua parte a acetilcobina-
mida (2) em presenga de hidroxido dé origem a dihidroxo-
cobinamida (3), conforme se depreende da variagdo espec-
tral observada (Figura 1). Ambas reages de hidrolise basica
sdo irreversiveis. (Esquema 2)
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ESQUEMA 2
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Figura 1. Espectros da acetilcobinamida (1) ( e
do seu produto de hidrdlise di-hidroxocobina-
mida (3) (----- )

A formagdo da vitamina B,,, e da dihidroxocobinamida
(3) é devida a oxidagdo das correspondentes espécies de
Co(I) em presenga de oxigénio. Se a hidrélise da acetilcoba-
lamina (1) é realizada em atmosfera anaer6bica e em presen-
¢a de iodometano, que consome o intermediirio supernu-
cleofilico de Co(I), constata-se a formagao de metilcobala-
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Figura 2. Grificos de kobs vs. concentragdo de hidroxido
para as hidrolises da acetilcobalamina ( Ye

acetilcobinamida (0) a 25°C.
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mina. Assim, em ambos os casos, a etapa determinante da
reagdo € a eliminagdo de um grupo de saida de organoco-
balto, com a concomitante redugdo deste metal.

A Figura 2 mostra a dependéncia linear entre a constante
de velocidade observada kgps para a hidrolise basica da
acetilcobalamina e a concentragio de base. Diversamente,
quando o substrato ¢ a acetilcobinamida, a varia¢do de kgbs
com a concentragdo de [ OH™] ndo é linear, (Figura 2). A
baixas concentragdes de hidroxido a reagdo é claramente de
primeira ordem em relagdo a [ OH™ ], mas com aumento da
concentragdo de base, kobs tende a um valor constante,
independe def OH™] . Resultados semelhantes foram obti-
dos 2 30,0,35,0 ¢ 40,0°. (Tabela 1).

Tabela 1. Constantes de pseudo-primeira ordem kobs para a

hidrélise basica da acetilcobalamina (1) e acetilco-
binamida (2) a diferentes temperaturas.

10® kobs, 57!

[OH,M| Acetilcobalamina (1)| Acetilcobalamina (2)

30°C| 35°C| 40°C| 30°C| 35°C | 40°C
0,05 | 1,71 | 3,80 7,61 557| 8,54 13,6
0,10 | 3,84 | 8,05|13,40| 9,42 14,40 24,50
0,15 - - — 14,30} 22,60 | 40,80
0,20 | 7,03 | 14,20 | 23,30 | 16,00 | 26,50 | 47,60
0,25 - _ - 17,70 | 28,50 | 50,80
0,30 - - - 19,20 | 30,00 | 52,60
0,40 (13,50 130,90 |51,00 | - - -

Enquanto o tratamento dos dados para a acetilcobala-
mina é simples (kobs =k, - { OH™ ] ), a hidrolise da acetil-
cobinamida requer um tratamento cinético mais complexo.
Poder-se-ia conjeturar que a existéncia de um patamar na
curva kobs vs [ OH™] nesta dltima reagfo indicaria uma mu-
danga de mecanismo, a degradagdo da acetilcobalamina se
processando por elimina¢cdo em um intermedidrio tetraé-
drico e a degradagdo da acetilcobinamida através de uma
eliminagdo E; cB envolvendo um carbinion do tipo
“CH, ~ C(0) — Co. E pouco razoivel entretanto, postular.
uma variagdo de mecanismo, fruto de uma grande variagdo
da acidez dos protons do grupo acetila, quando se substitui
o ligante Bzm na cobalamina (1) pela 4gua na cobinamida
(2). Uma explica¢@o mais razodvel é descrita no Esquema 3.
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A Equagdo (1) relaciona a constante observada kghs com

a concentrag@o de hidréxido [ OH™] para o esquema ciné-
tico descrito no Esquema 3.

Kwk; [OH 1+K; k; [OH)?
kobs = 4))
Kw + K, [OH7]

As constantes kK, e k3 sdo constantes de segunda ordem
para as decomposigdes bésicas da aquoacetilcobinamida (2)
e da hidroxoacetilcobinamida (4), respectivamente, K, é a
constante de equilibrio entre (2) e (4) e Kw é o produto
ionico da 4gua, igual a 107! . Derivando kobs em fungdo
de [ OH"], obtém-se a Equagdo (2).

K% k; +2K; Kwks [OH ]+K? k; [OH}?

@ Kobs = Kw+K; [OH])?
4 [OH] [Kw+K; [ 1} @)

Para altas concentra¢des de hidréxido a Figura 2 mostra
que a curva kobs vs. [ OH™] tende para um patamar. Mate-

maticamente isto corresponde a escrever

d Kobs © =0 3)
=k5 =

Os dados experimentais mostram, portanto, que a espé-
cie (4) ndo é reativa (k; = 0), o que nos permite simplificar
a Equagdo (1) para a forma (4).

Kw K, [ OH"]
kobs=*—w—i*:“ @)
Kw+K,; [OHT]

A dristica redugdo da reatividade da cobinamida (2),
quando o ligante axial H, O é substituido por OH™é razoi-
vel de um ponto de vista puramente quimico. Com efeito,
oligante hidroxo é muito mais elétron-doador do que a dgua
e deve dificultar a quebra heterolitica da ligagdo Co—C com
a concomitante redu¢do do cobalto (III) a cobalto (I).

A baixas concentragdes de hidréxido, K; [OH™] <<Kyw
e a Equagdo (4) se reduz a uma reta de coeficiente angular
Kk;.

kobs=k, - [ OHT] )

Para altas concentragdes de OH™, K; . [OHT]>>Kwe
a constante observada independe da concentragdo da base.

kobs=Kw - k2 /K; 6)

Podemos assim, por ajuste aos dados experimentais da
Figura 2, obter os valores de k; e K; no Esquema 3. A
Tabela 2 fornece os valores das constantes de segunda
ordem k, assim determinadas para virias temperaturas.
Incluem-se nesta Tabela os valores correspondentes de k;

para a degradagdo da acetilcobalamina, bem como as ental-
pias e entropias de ativag3o para a decomposi¢do basica dos
dois sistemas. Uma comparagdo entre os dois substratos
evidencia o que jd haviamos observado acima a respeito da
reatividade relativa das cobinamidas (2) e (4) (ver o Esque-
ma 3). A reatividade destes sistemas decresce na ordem
acetilaquocobinamida (2) > acetilcobalamina (1) > acetil-
hidroxocobinamida (4). Esta ordem corresponde a crescente
capacidade, elétron-doadora do ligante axial nestes sistemas,
H, O < Bzm < OH7 a qual inibe cada vez mais a eliminagio
redutiva do grupo de saida de organocobalto.

Tabela 2: Valores das constantes de segunda ordem k, i
diferentes temperaturas, e correspondentes para-
metros de ativagdo para a hidrdlise basica de
acetilcobalamina (1) e acetilcobinamida (2)

10> .k, ,M! . 5!
t, °C ..
Acetilcobalamina (1) | Acetilcobinamida (2)
25,0 1,80 7,20
30,0 3,37 12,0
35,0 7,75 18,5
40,0 124 28,7
AH A% ue AGT
kcal/mol : kcal/mol
Acetilcobalamina | 24,7+18 | 14,759 204
Acetilcobinamida | 16,5+0,8 |-~10,3+3.8 19,6

O valor do pK, ara a dissociagdo de (2) foi obtido a
partir da constante K, , sendo estimado como 13,20+0,20.
Este valor é razodvel se considerarmos valores de pKj para
sistemas andlogos'®*'¢. Assim, a aquocianocobinamida apre-
senta um pKy de 11,0, enquanto a aquometilcobinamida

tem um pKj = 14,0. O valor intermedidrio de 13,2 para o
acetilderivado (2) corresponde 4 posi¢do intermedidria do
grupo acetila como substituinte elétron-aceptor entre os
grupos ciano e metila.

Em concluso, o presente trabalho mostra que a hidré6-
lise bédsica de acetilcobalaminas e cobinamidas se d4 através
de uma adi¢@o inicial do ion hidréxido a carbonila, seguida
da eliminagdo redutiva do grupo de saida de organocobalto
(1). O efeito cinético devido aos substituintes axiais trans
sugere que o estado de transi¢do se encontra bem avangado
sobre a coordenada de reagdo, com um grau elevado de
transferéncia do par de elétrons para o metal na quebra
heterolitica da ligagdo Co—C.
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ABSTRACT

Acid cyclization of 1-f-phenylethyl-2-allylcyclohexanol
(II) has been investigated and the presence of six 4a-allyl-1,
2,3,4,42,9,10, 10a - octahydrophenanthrene (II) isomers
has been verified. The octahydrophenanthrene II has been
previously described as the only product in this reaction.
Also the bromination of alcohol III leads to a mixture of
isomers, the product of bromine addition to the double
bond being one of the smallest in the reaction. In the
present study we have used high resolution gas chromato-
graphy-mass spectrometry to analyse the reaction products.

Ciclizages, em meio dcido, de 1-f-feniletilciclohexandis
tém sido objeto de estudo'3, devido a possibilidade de
entrada no sistema 1, 2, 3, 4, 4a, 9, 10, 10a-octaidrofenan-
treno, que é o sistema basico de diversos diterpenos, de

alcaléides morfinicos e de morfinanas sintéticas® ®.

Como parte de nosso trabalho na investigagdo de rotas
quimicas de obtengdo de octaidrofenantrenos, passiveis de
serem convertidos em N-metilmorfinana (I)?, foi conside-
rada a possibilidade de utilizar-se o 4a-alil-1, 2, 3, 4, 4a, 9,
10, 10a-octaidrofenantreno (II) como ponto de partida para
obtencgdo de I (ESQUEMA I).

* Trabalho apresentado no XVI Congresso Latino Americano de Quimica, Rio de Janeiro, outubro de 1984.
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