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RESUMO

Esteres de fosfato tém grande importancia biolégica ocorrendo em muitos
processos de sinalizagdo e regulagdo celular, bem como em enzimas. Existe um
grande interesse em compreender os mecanismo de hidrélise destes compostos,
principalmente dos monoésteres de fosfato que podem apresentar uma grande
sensibilidade em relacdo a processos cataliticos que incluem uma transferéncia de
préton. Assim é importante distinguir os equilibrios de desprotonagao envolvidos para
possibilitar um estudo mais concreto quanto as espécies idnicas presentes no meio e
assim justificar suas diferentes reatividades.

Neste trabalho estudaram-se os equilibrios de dissociagdo do
2-(2"-imidazolil)fenilfosfato (IMPP) e 8-quinolil fosfato (8QP), e encontraram-se valores
de pK; para o IMPP de 4,67 e 7,47, e para o 8QP de 4,30 e 6,63. Ainda foi observado
para ambos compostos através de titulacdo espectrofotométrica e de *'P RMN que o
pKa1 corresponde a desprotonagao do grupo fosfato e o pK,2 ao grupo imidazolinio ou
quinolinico.

Foi estudada também a reacido de hidrdlise do IMPP, onde se observou que a
espécie zwiteridbnica do IMPP é mais reativa que as demais espécies, apresentando
comportamento similar ao 8QP. Ao comparar com as reatividades de outros
monoésteres de fosfato, corroborou-se uma intima dependéncia entre reatividade e a
possibilidade de formar ligacdo de hidrogénio, o que facilitaria o mecanismo por
transferéncia de préton.

Calculos computacionais mostraram que a estrutura mais estavel do IMPP
apresenta uma tor¢cao de 26,4° entre o anel imidazolinio e fenilico, desfavorecendo uma
ligagdo de hidrogénio. Esses resultados foram confirmados pelos dados de raio-x, onde
se observou que os planos do anel imidazolinico e fenilico estdo torcidos por 37°.

Comparacéo entre a estrutura do IMPP e do respectivo fenol, onde o grupo
imidazilinio nao apresenta torcao em relagdo ao anel fenilico, permitiram propor que no
estado de transicédo da reacéo de hidrélise do IMPP, o grupo imidazolinio deve girar em
relagdo ao anel fenilico, favorecendo a estabilizacdo do estado de transicdo e a

expulsao do grupo de saida.



1. INTRODUGAO

Os ésteres de fosfato sdo classificados em mono-, di- ou triésteres. A nomenclatura
€ baseada na substituicdo de um, dois ou trés grupos alquila ou arila pelos hidrogénios

do acido fosférico, respectivamente, como demonstrado abaixo.
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Os ésteres fosforicos apresentam uma fungao vital nos sistemas biolégicos, s&o
responsaveis pelo armazenamento e transmissdo da informagdo genética (DNA e
RNA),' participam na estrutura de coenzimas® e, anidridos fosféricos, servem como
reserva de energia® ¢ e participam em diversos processos de sinalizacdo e regulacédo
da atividade biologica. Também tém aplicagbes como plastificantes, reagentes na
preparagao de polimeros organofosforados, complexantes para a extracdo de metais
pesados, inseticidas, pesticidas e armas de guerra5.

Os monoésteres de fosfato sdo compostos muito estaveis, por exemplo, a hidrélise
de um alquilfosfato em 1M KOH tem um tempo de vida média (t2) de 10" anos a 25
°C®. Ja o ty» para a hidrdlise espontanea do DNA, um diéster de fosfato, esta estimado
na ordem de bilhdes de anos’. Tal estabilidade justifica o papel fundamental do DNA na
preservacao da informagdo genética e no caso de monoésteres na sinalizacdo e

controle de processos bioldgicos.



1.1 MECANISMOS DE HIDROLISE DE ESTERES DE FOSFATO

Existem dois mecanismos possiveis para a reagdo de hidrdlise de ésteres de
fosfato, no primeiro, o atomo de carbono da ligagdo P-O-C do éster serve como
eletréfilo e como resultado o grupo fosfato € substituido pelo nucledfilo, ocorrendo
assim quebra da ligagdo C-O. No segundo mecanismo de hidrolise de fosfato, o
nucledfilo ataca o atomo de fésforo e desloca um alcoxido ou fendxido via quebra da
ligacao P-O.

A reacéo via quebra da ligagado C-O ocorre preferencialmente para ésteres alifaticos
e nos pHs inferiores a 2, pois 0 grupo de saida € o acido fosforico neutro. Ja em pHs
mais elevados, onde o grupo de saida possui pelo menos uma carga negativa, a
hidrolise ocorre com quebra da ligagao P-O, podendo seguir um caminho dissociativo
ou associativo®.

O mecanismo dissociativo ocorre através da liberacdo do ion metafosfato hidratado
(POs3’), que possui uma geometria trigonal plana e pode reagir com o nucledfilo por
ambas as faces. No mecanismo associativo, a espécie formada no ataque do nucledfilo
sobre o atomo de fosforo € pentacoordenada com geometria do tipo bipirdmide trigonal,
sendo esta espécie um intermediario ou um estado de transigcdo. No Esquema 1 esta
representado um dos mecanismos associativos possiveis em reacdes de ésteres de
fosfato. E interessante notar que no estado de transicdo pentacoordenado, o grupo de
saida deve ocupar a posi¢cao apical nesta geometria, visto que as ligagbes apicais
possuem comprimentos maiores e sao consequentemente mais fracas. Um outro
mecanismo associativo acontece com formacédo de um intermediario pentacoordenado,

no qual o nucledfilo e o grupo de saida ocupam as posigdes apicais.
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Na Figura 1 estd apresentado um diagrama simplificado dos mecanismos de

hidrélise de monoésteres de fosfato, bem como suas variantes.

o}
I ﬂ
X o-f~y 1 0 x _p Y
-0 ol dissociagdo (i) [0  © O
concertado Ligagdo P—X
|
. >'<,|0 1| (ii) associagao (iv) | 1 o
°=%~o 1 . 0o x"To v
Y Ligagédo P—Y o

Figura 1 — Diagrama simplificado de coordenada de reagdo para a transferéncia do

grupo fosforila entre os grupos axiais X e Y&.

Neste diagrama observa-se que os mecanismos em etapas estao representados ao
longo das bordas, enquanto que os mecanismos concertados correspondem aos
caminhos que passam pelo centro.

O mecanismo de hidrolise de dianions de monoésteres de fosfato segue um
caminho dissociativo, onde foi proposto que a etapa determinante da velocidade de
reacao € a formagdo do anion e do metafosfato (Esquema 2). Este mecanismo tem
sido questionado, devido a consideravel dependéncia da constante de hidrélise em
relagdo a basicidade.® Assim, o mecanismo de hidrdlise de dianions de monoésteres

aproxima-se da aresta dissociativa no diagrama da Figura 1, porém nao é estritamente

dissociativo.
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Esquema 2



Ja o mecanismo de hidrélise de monoanions de ésteres de fosfato deve ocorrer
através de uma catalise intramolecular por transferéncia de préton. Em geral, a hidrédlise
de monoanions de fosfomonoésteres €& consideravelmente mais rapida do que a
observada para a forma dianiénica, com exce¢ao de monoésteres com grupos de saida
bem ativados, por exemplo, o 2,4-dinitrofenil, onde a espécie dianibnica € a mais
reativa.’ O mecanismo provavel de hidrélise da espécie monoanidnica deve envolver a

transferéncia intramolecular de um préton para o grupo de saida como demonstrado no

Esquema 3.
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Um exemplo interessante deste tipo de reacdo é a hidrdlise do monoanion do
anidrido 1, que sofre hidrdlise a 39,00°C, 20 vezes mais rapido que ésteres com grupos
de saida comparaveis. Kirby'? atribuiu este efeito a rapida transferéncia de préton entre

0s centros basicos.

Na hidrolise da espécie neutra dos monoésteres de fosfato observa-se tanto a
clivagem da ligagado C-O quando P-O e ressalta-se que esta reagéo é mais rapida que a
reacdo correspondente para monoanions e dianions de monoésteres. Geralmente
ésteres com melhores grupos de saida sofrem preferencialmente clivagem P-O, através
de uma reacgao concertada ou de um mecanismo adi¢gao-eliminagao, com a formagao de

um intermediario pentacoordenado como demonstrado no Esquema 4.
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1.2 CATALISE INTRAMOLECULAR

A catalise intramolecular € aquela onde um ou mais grupos funcionais de uma
molécula podem auxiliar a hidrélise de outro grupo funcional da mesma molécula,
sendo muito mais eficiente que a intermolecular, embora exista muita confusdo na
atribuicao dos fatores responsaveis por esta eficiéncia.

Bruice explicou a eficiéncia da catalise intramolecular em funcdo do efeito de
proximidade.”' Outros, como Koshland atribuiram a fatores como uma forte
dependéncia angular das reagdes. No entanto Menger'' demonstrou
experimentalmente que o angulo n&o parece ser um parametro fundamental neste tipo
de catalise.

A proximidade parece uma idéia atrativa e tem sido considerada um fator importante
na catalise intramolecular, sendo que diversos aspectos podem ser citados desse
efeito. Page e Jencks'' propuseram o efeito entrdpico como responsavel pela alta
eficiéncia catalitica de reagdes intramoleculares. E Menger'', foi mais adiante e
postulou que: “A velocidade de reacao entre dois sitios A e B também é proporcional ao
tempo que esses sitios residem dentro de uma distancia critica”, conhecida como teoria
espacgo-temporal. Ela considera que a eficiéncia da catalise intramolecular esta atrelada
a fatores como entropia, proximidade e tempo de vida do complexo de sitios reativos.
No Esquema 5 esta apresentado um exemplo de reacdo intramolecular, onde se
observa a necessidade de um tempo suficiente a uma distancia critica para que ocorra

a reagao entre o grupo amino e a dupla ligagao.

m poucas horas @7
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O conceito de molaridade efetiva (EM) permite uma quantificacdo da eficiéncia da
catalise intramolecular. A molaridade efetiva é definida como sendo a raz&do entre a
constante de velocidade de primeira ordem da reacao intramolecular e a constante de
velocidade de segunda ordem da reagao intermolecular. Assim quanto maior a EM,
maior sera a eficiéncia da reagao intramolecular. Por exemplo, um grupo nucleofilico

9-10
0

numa enzima chega a ter um EM de até 1 , 0 que torna ainda mais interessante

mimetizar sistemas enzimaticos.

1.2.1 Catalise Intramolecular Acida-Geral

Os estudos de reacdes intramoleculares sido interessantes para modelar as
caracteristicas principais do sitio ativo de enzimas, e assim, explicar a nivel molecular a
eficiéncia da catalise enzimatica. Entre os processos mais importantes que tém sido
destacados na catalise enzimatica é a catalise por transferéncia de préton. Assim, tem-
se grande interesse em estudar modelos para estas rea¢des, como por exemplo o cetal
derivado de acido salicilico, que tem ty,, de hidrélise de 8 minutos e EM acima de 10* M

(Esquema 6)."2
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Esquema 6

A alta eficiéncia da catélise intramolecular acida-geral nesta reagéo tem sido
atribuida a forte ligagcao de hidrogénio no anion salicilato, com uma estabilizacao de 4-5
kcal/mol. Esta forte ligagdo de hidrogénio chega a aumentar consideravelmente o pKj,
do fenol, de 10,00 para 12,95 (25°C)."> Este sistema apresenta alguns fatores
adicionais que podem justificar a catalise, como a conjugacdo do grupo acido
carboxilico e o grupo de saida (fendxido). Outros sistemas também foram avaliados,
como o metoxi-metil acetal derivado da hidroxinaftiamina (Esquema 7). Neste caso,
tem-se uma eficiéncia catalitica na ordem de 10°, comparando com a hidrélise do grupo

acetal.
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Esquema 7

No composto 2, observa-se uma ligagéo de hidrogénio entre o grupo Me,NH" e o
atomo de oxigénio ligado ao anel, razdo pelo qual o pK, de Meo,NH™ igual a 7,45 é
superior aquele observado para uma simples naftilamina (pKas ~ 5). Provavelmente a

forte ligacdo de hidrogénio em 3, bem como no estado de transi¢ao justifica a alta

eficiéncia catalitica observada.™.

Um exemplo interessante onde a transferéncia de préton também exerce papel
fundamental é o composto 4 derivado da benzisoxazol (Esquema 8). O t;, nesta

reagdo é de somente 31 segundos a 39°C', sendo o fator determinante a formacéo de

uma forte ligagcado de hidrogénio no produto 5.
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2. JUSTIFICATIVA

O estudo da clivagem de ésteres de fosfatos € uma area que tem atraido muito
interesse. Esteres de fosfato estdo presentes em diversos processos bioldgicos, além
de se encontrarem entre muitos agentes toxicos, tais como gases de guerra e
pesticidas, que reforcam o interesse no estudo destas reacdes. A compreensao dos
mecanismos destas reagdes esta atrelada a atribuicdo dos equilibrios ibnicos em
solugdo aquosa, o que torna possivel distinguir as espécies reativas presentes no meio.
Existe ainda uma grande confus&o quanto a atribuicdo dos pK,s dos grupos amino e
fosfato em ésteres derivados de aminofendis, este tipo de problema resulta numa
distribuicdo de espécies ineficaz para definir as espécies reativas, dificultando a
discussdo do mecanismo da reagao. Outro fator importante neste tipo de discussao € o
entendimento das reatividades de diferentes ésteres fosféricos e de suas espécies. Ha
um interesse peculiar no estudo do mecanismo de hidrolise de monoésteres de fosfato
quando envolve transferéncia de préton. A transferéncia de proton esta presente em
muitos mecanismos enzimaticos e pode ser responsavel pela grande eficiéncia
catalitica. Assim € importante a distincdo dos equilibrios de desprotonacédo dos ésteres
de fosfato presentes neste trabalho, bem como a compreensao de suas reatividades.



3. OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho € avaliar os equilibrios de protonagédo do 2-(2°-

imidazolil)fenilfosfato de soédio (IMPP) e 8-quinolil fosfato (8QP) bem como as

reatividades deles, comparando com outros ésteres de fosfato derivados de

aminofenadis.

=\ 0
HN NH o/F(O\OH
1] B
0—-P—OH N
| ~
o |
=
IMPP 8QP

Objetivos Especificos

De acordo com o objetivo geral, os objetivos especificos deste trabalho séo:

Sintetizar o 2-(2’-imidazolil)fenil fosfato (IMPP).

Realizar a titulagdo potenciométrica, espectrofotométrica e espectrométrica
do IMPP e 8QP, a fim de determinar seus pK,s e avaliar os equilibrios
envolvidos.

Estudar a reacdo de hidrélise do IMPP e comparar sua reatividade com
outros ésteres de fosfatos derivados de amino-fenais.

Realizar calculos computacionais para avaliar o efeito da transferéncia do
préton nas estruturas do IMPP e 8QP.

Obter a estrutura do IMPP por Raio-X, comparar aos calculos computacionais

e a outros resultados da literatura.
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4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.1 REAGENTES

O 8-quinolil fosfato foi sintetizado no Laboratério de Catalise e Fenbémenos
Interfaciais por Tiago Branddo e Bruno Souza'®, os demais reagentes foram adquiridos
comercialmente e purificados previamente quando necessario. Os tampdes e sais
utilizados na preparagao das solugcdes e misturas reacionais foram de padroes
analiticos de acordo com a American Chemical Society e procedentes da Merck, Carlo

Erba e Reagen.

4.2 SINTESE DO IMPP

A sintese do IMPP foi realizada como segue, uma solugdo de 2-(2-

hidroxifenil)imidazol'®(3,12 mmol) em CHCI3 (15 mL) foi gotejada sobre uma solugdo de
PClg (3,12mmol) em CHCI3 (15 mL) sob banho de gelo. A mistura foi refluxada por

1,5 h e apds adigao de agua (0,25 mL) reagiu por 12 horas a temperatura ambiente. A
mistura foi rotaevaporada para obter um 6leo, o qual com adigado de acetona (20 mL) e
agua (5 mL) levou a formacéo de cristais brancos. O sdlido resultante foi dissolvido em
agua (30 mL), o pH ajustado para 7,8 e entédo, extraido com CHCI3 para remover o
fenol que nao reagiu. A solugdo aquosa resultante foi evaporada e apds lenta adicéo de
metanol houve a formacgdo de cristais dissoédicos puros de IMPP (200 mg) ou
alternativamente com adicdo de HCI para formar cristais zwiteribnicos de IMPP

(Esquema 9).

[\ //\Cr

HN__N HN__NH o HNON
1. PCls, CHCI I ]
OH 5 Ho O~P=OH " NaoH-pH 7,8 O~-P-ONa
- OH ONa

Esquema 9
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4.2 TITULAGOES DE 8QP E IMPP

A técnica da titulagdo potenciométrica foi utilizada neste trabalho para determinar
0s pK,s dos compostos estudados, bem como as espécies em equilibrio. As titulacdes
foram realizadas em uma célula de vidro, de parede dupla, com capacidade de 150
mililitros. Este sistema foi mantido fechado (Figura 2), com a temperatura controlada
por um banho termostatizado a 25°C, com agitagcdo magnética e fluxo continuo de
nitrogénio que foi previamente borbulhado em uma solugdo de KOH para retirar as
impurezas, a forga idnica foi mantida constante em 0,1 com KCI. A base utilizada (KOH
livre de CO,) foi bombeada para a célula de vidro através de um DOSIMAT 765 e o pH
medido através do METROHM (713).

Figura 2 — Sistema de Titulagdo Potenciométrica

O tratamento dos resultados experimentais foi feito com os programas BEST7 e
SPECIES", que determinam as constantes de dissociacéo e distribuicdo de espécies,
respectivamente.

Outra técnica utilizada na determinacdo das constantes de dissociagcao foi a
titulagao espectrofotométrica, que consiste na leitura da absorbancia em diferentes pHs,
e esta baseada no fato que a desprotonagdo de um grupo pode levar a uma variagao
espectral. As medidas espectroscopicas foram realizadas em um espectrofotometro HP
8453, cubetas de quartzo com caminho de ético de 1 cm foram utilizadas, o volume
total de solug&o contendo 6,67x10° M de IMPP e 4,18x10° M de 8QP foi de 3 mL e a

temperatura foi mantida a 25,0 °C.
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As titulagdes por *'P (81 MHz) RMN foram realizadas para avaliar o efeito do pH no
deslocamento quimico dos atomos de fosforo. Os experimentos foram realizados em
D0 e titulados com pequenas aliquotas de NaOD e o pH corrigido através da Equagao
1.

pD =pH +0,4 (1)

4.3 MEDIDAS CINETICAS

O estudo cinético do IMPP (6,67x10°M) foi realizado em um espectrofotdmetro
de UV/VIS Cary 50. As constantes de velocidade observadas (k.s) foram calculadas
em 310 nm. As reagdes foram acompanhadas em meio aquoso em diferentes pHs, a
temperatura foi mantida em 60,0 °C e a forca ibnica em 1,0 com KCI. O pH durante as
medidas cinéticas foram mantidos com tampdes preparados utilizando: acido
cloroacético (pH 2-3); acido formico (pH 3-4,5); &acido acético (pH 4-5,5);
dihidrogenofosfato de sédio (pH 5,5-7,8); bérax (pH 8-9,5).

4.4 DIFRATOMETRIA DE RAIOS X

Monocristais incolores do IMPP foram obtidos da precipitacdo lenta da espécie
zwitteribnica em uma mistura de metanol e agua. A coleta de dados para a obtencéo da
estrutura cristalina foi realizada em um difratdmetro automatico de raios X para
monocristais ENRAF-NONIUS modelo CAD-4. Para a resolucdo e refinamento da
estrutura cristalina foram empregados os programas SHELXS-97'® e SHELXL-97"°
respectivamente. A estrutura molecular foi construida usando os programas ORTEP3%.
Tanto a coleta de dados como a resolugao da estrutura foram realizadas por Adailton J.
Bortoluzzi do Departamento de Quimica da UFSC. Os dados cristalograficos bem como

os parametros de refinamento da estrutura estdo contidos na Tabela 1.
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Tabela 1 — Dados cristalograficos e parametros de refinamento da estrutura do IMPP

Formula empirica

Peso molecular
Temperatura

Comprimento de onda
Sistema cristalino

Grupo espacial

Dimensdes da cela unitaria

Volume

Z, Densidade calculada
Coeficiente de absorcéo
F(000)

Tamanho do cristal

Intervalo de 6

Intervalo dos indices h, k, |
Reflexdes coletadas/unicas
Correcao de absorcéao
Método de refinamento
Dados/restricbes/parametros
GOOF em F?

indice final de R[I>25(1)]
indice R (todos os dados)
Parametro absoluto da estrutura
Densidade eletrénica residual

Co HgNoO4P

240,15

293(2) K

0,71069 A

Hexagonal

P 65

a = 9,0850(9) A; b = 9,0854(9) A; ¢ =
20,973(3) A

1499,2(3) A®

6, 1,596 g/cm®

0,275 mm""

744

0,23 x 0,16 x 0,16 mm?®
2,59 a 27,97°

-11<h<0 ; 0<k<11; 0<I<27
2667/1228 (Rint = 0,0291)
Nenhum

Minimos quadrados de matriz completa em F?
1228 /1/148

1,041

R =0,0298, wR, = 0,067 1
Ry =0,0454, wR, = 0,0726
0,19(12)

0,201 e —0,187 e, A*
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 TITULAGOES
5.1.1 Titulagoes Potenciométricas

As titulagdes do IMPP e 8QP foram realizadas sob as condicbes experimentais
previamente descritas, utilizando KOH como base (0,1008 M). As curvas de titulacdes e

0s ajustes teoricos estao apresentados na Figura 3.

9- ®m Curva Experimental - 1 ®  Curva Experimental
Curva Calculada

/ Curva Calculada I
84 .l“ 9
] =" o
74 |
74
T ] |
o

" 4

4 - - 3]

N |

pH

T T T T T T T T
T T 0.0 0.5 1.0 15 2.0

T T T T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
a ( mmol KOH/ mmol IMPP) a (mmol KOH/mmol 8QP)

A B
Figura 3 - Curva de titulagdo : A — Solugédo de 1,0 mM de IMPP e B — Solugédo de 4 mM
de 8QP; KOH a 0,1008 M, forga iénica a 0,1 (KCl), 25,0 °C.

O tratamento dos dados através do programa BEST7 mostrou um bom ajuste
tedrico para ambas as curvas obtendo as constantes relacionadas na Tabela 2. O
parametro sigma pH fit corresponde ao desvio padrdo entre os valores calculados e
experimentais, devendo ser inferior a 0,03 para o ajuste ser considerado aceitavel. Os

equilibrios envolvidos para ambos compostos estao representados no Esquema 10.
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Tabela 2 — Constantes obtidas através do ajuste tedrico das curvas da Figura 3.

IMPP 8QP
pKar 4,67 4,30
pKaz 7.47 6,63
Sigma pH fit 0,014 0,018
[\ [\ /—\
H-N__N—H H-N__N-H H-N__N
9 L I W IMPP
O-P~oH OP-o O-P-o
o ol 0
; ; ;
H o \ OH H o O o\ O
i L9 4 N L9, N ° 8QP
| N a1 | AN a2 | AN
= = =

Esquema 10

5.1.2 Titulagdes Espectrofotométricas

Para confirmar os sitios microscopicos de desprotonacao para o IMPP e 8QP tal
qual proposto no Esquema 10 realizou-se titulacdo espectrofotométrica. Avaliando a
variagao da absorbancia em funcdo do pH, foi possivel ndo s6 estudar os equilibrios
envolvidos com maior distingdo, mas também foi possivel determinar o pK, de cada
grupo. Os dados da titulagdo espectrofotométrica do IMPP foram obtidos de pH 2,0 a
9,0 sendo que os espectros correspondentes a cada faixa de pK, foram selecionados
em comprimentos de onda de 305 nm e 290 nm para os pHs 3,0-6,0 e 6,5-9,0,
respectivamente (Figura 4). Ja para o 8QP foram selecionados nos comprimentos de
242 nm e 247 nm, que correspondem aos pontos isosbésticos.

Observou-se uma menor variacdo espectral para o primeiro pKg em relacdo ao
segundo pKy para ambos compostos, sugerindo que o segundo pKy corresponde a

desprotonagao do nitrogénio, que estd mais conjugado ao sistema e causa uma maior

variacao espectral.



16

pH
6.5 7.0 75 8.0 85 9.0
0.30 ————— 77

2,0

242 nm

0.25+

A =290nm
0.20

0.154

Absorbancia

0,8 4

0.10
0.4 247 nm
] \ A =305nm ]
0.05

0,0

Absorbancia

Figura 4 — Espectros UV-Vis do A - IMPP e B - 8QP em diferentes pHs a 25,0 °C

5.1.3 Titulagoes por *'P RMN

Além das titulacdes espectrofotométricas foram realizadas titulagdes por *'P RMN
para avaliar o efeito do pH nos deslocamentos quimicos dos atomos de fosfato e assim
corroborar os equilibrios propostos no Esquema 10. A desprotonagao do grupo fosfato
deve provocar uma maior mudanga no deslocamento quimico do fosforo do que o efeito

esperado para a desprotonagcdo do nitrogénio. Na Figura 5 estdo apresentados os

resultados obtidos de 31P RMN para o IMPP e 8QP onde observou-se para ambos
compostos um maior efeito no deslocamento quimico do fésforo na regido do pKa4, fato
esperado devido a dissociagdo do grupo fosfato. Ja na regido do segundo pK, néo se
observa um efeito significativo no deslocamento quimico, indicando a desprotonacéo do

grupo imidazolinio.
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5/ ppm

*'P RMN para IMPP 3P RMN para 8QP
Figura 5 — Dados de *'P RMN para IMPP e 8QP

5.2 ESTUDO CINETICO

Na Figura 6 estdo representados os dados de kops €m fungdo do pH para a
hidrolise do IMPP em agua. Os valores de pKa calculados para o IMPP (Tabela 2 e
Esquema 10) indicam que a espécie reativa principal & a forma zwiteriénica do IMPP, ja
que para valores de pH < 4 observa-se um patamar do valor de kops. Estes resultados
sdo condizentes com o Esquema 11, a qual foi utilizada através da Equagao 2 para
deduzir a Equagao 3. —

HN__N-H
) o
2.04 OES/P\OH

log(k,,/s") +7
S
|

pH

Figura 6 — Perfil da reagdo do IMPP com agua, forga iénica=1,0, 60°C.
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+ pr—
HN. N-H HN,_N-H
(?_ Kzw 2
O-P~oH Ho0 OH + HPO4
S
Ka1
—. _
HN__N-H +
o o HN__N-H
oo H,0 OH * HPO4
Ka2
HN__N

! ~ .
(\5/0—/)3\0 %’ Reacéo muito lenta
(o]
Esquema 11

Kooy = Koy Yo + K

ZWXZW maXma

kobs = kzw[qu+kma [LJ 3
K. +[H] K, +H]

Nas equagdes 2 e 3, o termo k;,, refere-se a espécie zwiteribnica e kn, a espécie
monoanibnica e os termos K1 € K,z correspondem as constantes de dissociacdo do
IMPP. A espécie dianidnica nao foi considerada na dedugao desta equacao visto sua
hidrolise ser extremamente lenta. Pelo ajuste iterativo dos resultados da Figura 6
utilizando a Equagdo 2 foi obtido um valor de k,, de (6,16+0,58)x10° s, o que é
equivalente a um tempo de meia-vida igual a 31 horas a 60°C. O valor de kn, através
deste ajuste apresentou um erro muito elevado devido ao numero insuficiente de dados

nos pHs > 5 e seu valor foi (2,06+1,08) x107 s™.
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Com base nestes resultados, observa-se que a espécie zwiteribnica € mais
reativa que a espécie monoanidnica. Para uma melhor elucidagdo do mecanismo de
hidrélise de monoésteres de fosfato € importante relacionar as reatividades do IMPP
com outros ésteres similares, tais como os compostos 6-9. No Esquema 12 estéo
apresentados os equilibrios de desprotonacédo para os compostos 6 e 9, enquanto que
os equilibrios do IMPP e 8QP estao apresentados no Esquema 10.

HsC. + —\ HN—\\

Hy,G-NH  OPOgH" H OPOH  HN_NH N NH
N OPO3H OPO3H
selioe
6 7 8 9

G + HaC HaC _
- KN = 3%\ -
Hic-NH OPOGH™ H.C-NH OPO, H,c-N  OPOs
l l pKy = 4,27 pK, = 9,40 I 6
HN—\
\ +
N HN—\\ + HN—\\
N N
OPO3H™ pK,=5,80 OPO; pK,=8,62 POS: 9

Esquema 12

Comparando os dados da Figura 6 com os resultados cinéticos apresentados na
Figura 7, para os ésteres 6-9, observa-se que o monoéster 8 apresenta um
comportamento bastante similar com o 8QP (7) e 2-(4(5)-imizadolil)fenil fosfato (9).?' Ja
o monoéster 8-dimetilamino naftil-1-fosfato (MANEP, 6)** tem comportamento diferente,

sendo a espécie monoanidnica mais reativa .
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-3,5

4,0 6

-5,04

-5,54

Log k,,/s")

6,01
6,5+ 8

-7,04

Figura 7 - Perfis de pH para os ésteres 6 —9, Condicdes: 6 - 8 a 60 °C*" % 2*: 9 g 55
°Cepn=0,2

A ativagdo do grupo de saida do éster 6 tem sido destacado como um dos
aspectos mais importantes na catalise, sendo que a protonagao provoca um aumento

10

do comprimento da ligacdo P-Or ~ Apesar de uma reatividade elevada para a forma

monoaniénica do composto 6, € importante salientar que a forma zwiteribnica do
MANEP é apenas aproximadamente 4 vezes mais reativa que a dos compostos 7,8 e 9.
Entre os aspectos que podem ser observados para este aumento € a transferéncia de
préton, que é facilitada para formagao de ligacdo de hidrogénio, a qual é mais forte
neste composto do que nos demais. Isto ocorre porque os grupos metil ligados ao
nitrogénio orientam melhor o hidrogénio para formar ligacdo de hidrogénio, no sentido
de menor impedimento estérico. Assim no MANEP, a energia do reagente aumenta
mais do que para os outros monoeésteres de fosfato, sendo menos estavel e
consequentemente de maior reatividade. Nos demais ésteres de fosfato, tal como 7 - 9
a sensibilidade a ligacdo de hidrogénio intramolecular decai bastante, provavelmente
devido a orientagdo pobre desta ligagdo no oxigénio do grupo de saida. Por exemplo,
no 8QP devido a estericidade de um anel de quatro membros ha consideravel
dificuldade em orientar o hidrogénio para formar uma ligagcdo com o oxigénio do grupo
de saida, embora neste composto a protonacdo do nitrogénio conjugado ao anel

diminua mais fortemente a densidade eletrénica no anel e conseqlientemente no
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oxigénio do grupo de saida. Nos compostos 8 e 9, a orientagdo do hidrogénio acido do
anel imidazolinico com o grupo de saida € mais favoravel do que em 8QP, devido a
formagao de um anel de seis membros, entretanto, em relacdo ao MANEP a ligacéo de
hidrogénio no estado reagente é mais fraca, visto que a rotagdo do anel imizadolinico
desfavorece a formacgao da ligagao de hidrogénio com o oxigénio do grupo de saida.

O composto 9 € menos reativo que o 8 devido as posi¢gdes dos nitrogénios, pois
em 8 podem ser formadas ligagbes de hidrogénio com ambos nitrogénios e em 9 com
apenas um dos nitrogénios protonados, outro fato que pode ser citado é que no

composto 8 o nitrogénio esta mais conjugado ao anel do que em 9.

5.3 CALCULOS COMPUTACIONAIS

As reatividades dos ésteres de fosfato derivados de aminofendis dependem
fortemente da orientagdo das ligagdes de hidrogénio. Foram realizados alguns calculos
tedricos com IMPP, onde as estruturas 1a e 1b foram otimizadas por DFT utilizando o
funcional hibrido BALYP com uma fungao base 6-31++G(d,p), utilizando agua como um
continuo de solvente (PCM). Observou-se que a estrutura 1b (Figura 8), é 9,7 kcal/mol
mais estavel que a estrutura 1a. Em termos mais praticos, pode-se calcular através da
Equacao 4, considerando AE equivalente a AG, que o equilibrio na direcdo da

formacao de 1b é mais favorecido por 1,37x10” vezes.

—-AE/RT
Co_ €7 " _4378x107 4)

—-AE/RT
C, 1-e



22

1a 1b
Figura 8 - Estruturas conformacionais para o IMPP obtidas por calculos teéricos
através do método PCM/B3LYP/6-31++G(d,p).

O favorecimento da estrutura 1b de IMPP que possui uma ligagao de hidrogénio
mais fraca do que 1a justifica sua maior estabilidade frente a hidrélise quando
comparado com o MANEP. Por outro lado, se a estrutura mais estavel fosse 1a, a
clivagem da ligagdo P-O seria favorecida, pois haveria uma transferéncia de proton
facilitada para o grupo de saida. E como discutido anteriormente, MANEP deve ser
mais instavel no estado reagente do que IMPP, indicando que no caso do MANEP uma

estrutura tal como 1a deve ser favorecida.?*
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5.4 RAIO-X

Na Tabela 3 estdo apresentados todos os comprimentos de ligacdo e angulos
para IMPP. A estrutura cristalina esta representada na Figura 9 com o esquema de

numeragao atébmica.

Figura 9— Raio-X do IMPP

Os aspectos mais interessantes com relagdo a esta estrutura que devem ser
discutidos sao: (i) a tor¢gao entre o anel e o grupo imidazol é de 37°, como previsto
através dos calculos computacionais, e justificam a pequena ligacdo de hidrogénio
entre o hidrogénio ligado ao nitrogénio (N5) e o oxigénio (O1) ligado ao anel; (ii) o
comprimento de ligacdo N(5)-H(5) de 1,026 A é superior ao comprimento de ligacdo
N(2)-H(2) de 0,830 A, demonstrando que o atomo de H(5) é parcialmente influenciado
pelo atomo de O(1) para formar uma fraca ligacdo de hidrogénio, o que leva em

contrapartida ao encurtamento da ligagao N(2)-H(2).
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Tabela 3 - Comprimentos de ligacdo (A) e angulos (°) para o IMPP

C(1)-N(5) 1,326(4) C(4)-C(3)-N(2) 106,9(3)
C(1)-N(2) 1,336(3) C(3)-C(4)-N(5) 107,0(3)
C(1)-C(11) 1,470(4) C(1)-N(5)-C(4) 109,3(2)
N(2)-C(3) 1,359(4) C(16)-C(11)-C(12)  119,3(3)
C(3)-C(4) 1,346(4) C(16)-C(11)-C(1)  117,8(3)
C(4)-N(5) 1,370(4) C(12)-C(11)-C(1)  122,8(3)
C(11)-C(16) 1,382(4) 0(1)-C(12)-C(13)  123,3(3)
C(11)-C(12) 1,398(4) 0(1)-C(12)-C(11)  117,2(2)
C(12)-0(1) 1,379(3) C(13)-C(12)-C(11)  119,5(3)
C(12)-C(13) 1,388(4) C(14)-C(13)-C(12)  120,0(3)
C(13)-C(14) 1,380(5) C(15)-C(14)-Cc(13)  120,8(3)
C(14)-C(15) 1,372(5) C(14)-C(15)-C(16)  119,4(3)
C(15)-C(16) 1,383(4) C(11)-C(16)-C(15)  120,9(3)
P(1)-0(4) 1,478(2) O(4)-P(1)-0(3) 118,21(13)
P(1)-0(3) 1,499(2) O(4)-P(1)-0(2) 112,52(12)
P(1)-0(2) 1,560(2) O(3)-P(1)-0(2) 106,83(11)
P(1)-0(1) 1,626(2) O(4)-P(1)-0(1) 105,02(11)
N(5)-C(1)-N(2) 107,2(2) O(3)-P(1)-0(1) 107,64(12)
N(5)-C(1)-C(11)  128,5(2) 0(2)-P(1)-0(1) 105,87(12)
N(2)-C(1)-C(11)  124,0(2) C(12)-0(1)-P(1)  124,87(17)
C(1)-N(2)-C(3) 109,6(2)

Na Figura 10 estda representada a  estrutura cristalina do
2-(2’-hidroxifenil)imidazol, o qual é o produto da reacdo de hidrélise do IMPP.%* Os
aspectos que podem ser observados comparando com a estrutura do IMPP s&o: (i) a
torcdo entre os planos do anel e do grupo imidazol € de apenas 1,54°; (ii) nesta
estrutura tem-se a transferéncia do préton do nitrogénio imidazolinico para o fenol,
apresentando um comprimento de ligagao entre os atomos de nitrogénio e hidrogénio
do O-H de 1,475 A, inferior a distancia entre o hidrogénio do nitrogénio (N5) e o
oxigénio (O1) do IMPP que é igual a 2,683 A; (iii) como esperado, o comprimento de

ligagdo C-O é inferior no fenol do que em IMPP, respectivamente, 1,363 e 1,379 A.
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Figura 10 — Estrutura de raio-x do 2-(2-imidazolil) fenol*®

A conclusdes que podem ser obtidas da comparacao entre as estruturas
cristalinas do IMPP e do respectivo fenol sugerem que o caminho para a reagao de
hidrolise do IMPP deve passar por um estado de transicdo onde o grupo imidazolinio
gira em relagao ao anel fenilico, formando uma ligagédo de hidrogénio >N-H~O< mais

forte do que no estado reagente. Estas observacdes estdo mostradas na Figura 11.

Figura 11 — Coordenada de reagao para a reagao de hidrélise do IMPP.
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Esta observagao € particularmente importante na comparagao da reatividade do
monoanion do MANEP e do IMPP. Embora, o estado reagente do MANEP tenha uma
energia superior a do IMPP, a estabilizacdo no estado de transigdo € pequena em
relacdo a IMPP, desde que a posig¢ao da ligagdo de hidrogénio no MANEP ndo muda

muito na diregao do estado de transigao.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados nesse trabalho pode-se concluir que:

(i) Através das titulagdes observou-se que em 8QP e IMPP ocorre primeiro a
desprotonagao do grupo fosfato e apds aquela do nitrogénio. Assim, com a atribuigdo
das espécies foi possivel atribuir qual influéncia poderiam ter na hidrélise total de
monoésteres de fosfato derivados de aminofenais.

(i) Os estudos da reagédo de hidrolise do IMPP em &agua mostraram que a
espécie zwiteridbnica do IMPP é mais reativa que a mono- e dianidnica. Outros ésteres
como, 8QP também apresentaram comportamento similar, mas diferente da observada
para MANEP, onde a espécie monoanidnica foi mais reativa. A comparacido entre as
reatividades dos diferentes ésteres de fosfato demonstrou uma forte dependéncia da
reatividade com a possibilidade de formagao de ligagdes de hidrogénio com o oxigénio
do grupo de saida.

(iii) Foram realizados alguns calculos teéricos com IMPP utilizando PCM/B3LYP/
6-31++G(d,p). Observou-se que na estrutura mais estavel os planos do anel
imidazolinico e fenilico estao torcidos por 26,4°, desfavorecendo a ligagao de hidrogénio
com o grupo de saida. Esses resultados foram confirmados pelos dados de raio-x, onde
se observou que os planos do anel imidazolinico e fenilico estdo torcidos por 37°.

(iv) A comparacao entre as estruturas cristalinas do IMPP e do respectivo fenol
sugere que na coordenada de reagao para hidrélise do IMPP, o anel imidazolinico deve
girar na direcdo da coplanariedade ao anel fenilico para estabilizar o estado de

transicao.
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