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RESUMO 

 

Esta tese de doutoramento compreende: (i) Estudo cinético das reações 
de deferoxamina (DFO) com os ésteres fosfóricos 2,4-dinitrofenil 
fosfato (DNPP) e dietil 2,4-dinitrofenil fosfato (DEDNPP). Em 
comparação com as reações de hidrólise espontânea dos substratos, 
DFO acelera aproximadamente 107 vezes a quebra do triéster 
DEDNPP, em contraste com a reação o monoéster DNPP, acelerada 
modestamente por DFO. A elevada reatividade na quebra do triéster 
modelo DEDNPP foi também observada com o pesticida paraoxon 
metílico (dimetil 4-nitrofenil fosfato), sugerindo possível utilização 
adicional para o fármaco DFO: reativação da acetilcolinesterase em 
casos de intoxicação aguda por compostos organofosforados. (ii)  Efeito 
de grupos espectadores na hidrólise de diésteres de fosfato. Foram 
sintetizados dois novos diésteres: 2,4-dinitrofenil fenil fosfato e 2,4-
dinitrofenil 4-nitrofenil fosfato, e hidrolisados a 100ºC. Os dados de 
hidrólise de quatro diésteres, com grupo de saída em comum (2,4-
dinitrofenol) e diferentes grupos espectadores (metil, fenil, 4-nitrofenil 
ou 2,4-dinitrofenil), foram correlacionados como gráfico de Brønsted 
para grupo espectador, que fornece um valor βNLG igual a -0,031 ± 
0,001, a 100°C. Esses resultados trazem uma nova relação linear de 
energia livre (LFER )  à literatura, a qual indica que a sensibilidade à 
natureza dos grupos espectadores na hidrólise de diésteres de fosfato é 
mínima. (iii)  Reatividade do bis-2-piridil fosfato (DPP). A constante de 
velocidade para a reação de hidrólise da espécie aniônica DPP-, na 
região de patamar de perfil de pH a 25ºC, é cerca de 10000 vezes maior 
do que o previsto para a hidrólise espontânea de um diéster de fosfato 
diarílico simples com grupo de saída de pKa similar. As evidências 
computacionais e cinéticas (incluindo o estudo da hidrólise do 
monoéster  2-piridil fosfato PP, e reação de DPP com hidroxilamina), 
combinadas em um estudo mecanístico rigoroso, mostram que a reação 
de hidrólise espontânea de DPP- ocorre com catálise básica-geral 
intramolecular pelo nitrogênio piridínico do grupo espectador.  

Palavras-chave: mecanismos, ésteres de fosfato, deferoxamina, relações 
lineares de energia livre, hidrólise e catálise intramolecular. 
  



  



ABSTRACT 

 

This thesis includes: (i) Kinetic study of the reactions of the drug 
Deferoxamine (DFO) with phosphate esters 2,4-dinitrophenyl phosphate 
(DNPP) and diethyl 2,4-dinitrophenyl phosphate (DEDNPP). 
Compared with the spontaneous hydrolysis of the substrate, DFO 
promotes rate enhancements of about 107-fold in the dephosphorylation 
of DEDNPP, in contrast to the reaction with the monoester DNPP, 
which is only slightly promoted by DFO. The high reactivity in the 
dephosphorylation of the model triester DEDNPP was also observed in 
the reaction with pesticide methyl paraoxon (dimethyl 4-nitrophenyl 
phosphate), which suggests a possible additional use of drug DFO: 
reactivation of acetilcolinesterase in acute poisoning with 
organophosphorus compounds. (ii)  Non-leaving group effect in 
phosphate diester hydrolysis. Two novel phosphate diesters were 
synthesized (2,4-dinitrophenyl phenyl phosphate and 2,4-dinitrophenyl 
4-nitrophenyl phosphate) and hydrolyzed at 100ºC. Data for the 
hydrolysis of four phosphate diesters with the same leaving group (2,4-
dinitrophenol) but different spectator groups (methyl, phenyl, 4-
nitrophenyl and 2,4-dinitrophenyl) were analyzed in terms of a Brønsted 
relationship depending on the non-leaving group, and the βNLG obtained 
was -0,031 ± 0,001, at 100°C. The results introduce a new linear free 
energy relationship (LFER ) into the literature and indicate a minimal 
dependence of phosphate diester hydrolysis upon the nature of the non-
leaving group. (iii)  Reactivity of di-2-pydridyl phosphate (DPP). The 
rate constant for the hydrolysis of the anionic species DPP-, at 25°C, is 
10000 times higher than expected for the hydrolysis of a simple diaryl 
phosphate diester with a leaving group of similar pKa. Theoretical 
calculations and kinetic evidence (including the hydrolysis of phosphate 
monoester 2-pyridyl phosphate PP, and the reaction of DPP with 
hydroxylamine), combined with an accurate mechanistic study, show 
that DPP- hydrolysis occurs through an intramolecular general base 
catalysis promoted by the pyridyl nitrogen of the non-leaving group. 

Keywords: mechanisms, phosphate esters, deferoxamine, linear free 
energy relationships, hydrolysis and intramolecular catalysis 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 ÉSTERES DE FOSFATO 

Os ésteres de fosfato compreendem uma classe de 
compostos extremamente abrangente e são classificados em mono-, 
di- ou triésteres, de acordo com o número de substituições de grupos 
ésteres pelas hidroxilas do ácido fosfórico. Sendo que, os mono- e 
diésteres de fosfato apresentam reatividades diferenciadas em função 
do pH, já que estes podem atuar como ácidos di- e monopróticos, 
respectivamente.1 (Figura 1) 

 

 

Figura 1 – Estruturas gerais para monoéster, diéster e triéster de fosfato. O 
primeiro pKa para um monoéster alquílico e diéster alquílico são valores 
normalmente entre 1 e 2. O segundo pKa para o monoéster alquílico é em 
torno de 7, aproximadamente 2 unidades maior que para monoésteres 
arílicos.1 

Os mono- e diésteres fosfóricos são essenciais aos sistemas 
biológicos e estão largamente distribuídos na natureza. Os diésteres 
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de fosfato, por exemplo, estão presentes em diversas coenzimas e nas 
estruturas do DNA e do RNA, onde são responsáveis pelas ligações 
entre nucleotídeos e pela origem da informação genética. Já os 
monoésteres estão presentes em diversos processos de sinalização e 
regulação da atividade biológica. Além disso, anidridos fosfóricos e 
compostos orgânicos contendo ligações N-P servem como principal 
reserva de energia, tais como trifosfato de adenosina (ATP), creatina 
fosfato, acetilfosfato, fosfoenolpiruvato e polifosfato inorgânico.2,3 

A importância dos ésteres fosfóricos na natureza está 
intimamente relacionada à estabilidade da ligação P-O. Por exemplo, 
o tempo de meia-vida para a hidrólise espontânea do difenilfosfato é 
de 180 anos a 100°C,4 e esse valor pode chegar à ordem de bilhões 
de anos para o DNA. Tal estabilidade é coerente com o papel do 
DNA na preservação da informação genética.5  Vale ressaltar que a 
propriedade de ionização dos fosfatos também é extremamente 
importante no meio biológico. Os metabólitos fosfatados, retidos no 
interior das células, encontram-se carregados negativamente, o que 
faz diminuir a possibilidade de ataque nucleofílico ao grupo fosfato. 
Além disso, a evolução dos seres vivos teria favorecido metabólitos 
que pudessem ser conservados dentro da membrana celular. 
Moléculas eletricamente neutras possuem alguma solubilidade em 
lipídios e atravessam a membrana, enquanto moléculas que 
permanecem ionizadas podem seguramente ser mantidas dentro da 
membrana.6  

Os triésteres de fosfato não são formados naturalmente nos 
sistemas biológicos e, historicamente, o interesse nesse tipo de 
composto foi primeiramente industrial, seguido do descobrimento de 
compostos organofosforados como o dietil 4-nitrofenil fosfato. Esse 
composto, conhecido como paraoxon etílico, e produzido como 
metabólito do seu análogo paration (P=S), é usado como herbicida e 
inseticida na área agrícola.7-9 Na Figura 2 estão apresentadas as 
estruturas de alguns pesticidas e agentes neurotóxicos 
organofosforados.10  
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Figura 2 – Estruturas de alguns pesticidas e agentes neurotóxicos 
organofosforados.10  

Esses compostos inibem a ação de enzimas, principalmente 
a ação da acetilcolinesterase (AChE) - enzima que catalisa a 
hidrólise da acetilcolina, um neurotransmissor. E, na ausência de 
AChE, a acetilcolina liberada acumula-se nas sinapses das células 
nervosas, levando a um colapso do sistema nervoso central.11,12  A 
inibição ocorre no interior do sítio ativo, no aminoácido serina da 
tríade catalítica serina, histidina e ácido glutâmico (Ser–His–Glu), 
conforme mostrado na Figura 3. A ligação ocorre entre o átomo de 
fósforo do organofosforado e o átomo de oxigênio da serina, com 
subsequente eliminação do grupo de saída (-X) do organofosforado. 
O "envelhecimento" da enzima  fosforilada ocorre por desalquilação 
do grupo fosfato.13  
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Figura 3 – Inibição da AChE por organofosforados.13 

Devido à sua atividade antiacetilcolinesterase, vários desses 
compostos foram desenvolvidos para serem usados como armas de 
guerra. Como consequência da necessidade de antídotos para 
venenos organofosforados, e da destruição de estoques enormes de 
gases de guerra, existe um grande interesse na degradação desses 
compostos.14  

O processo de degradação desses compostos consiste na 
remoção do seu caráter tóxico por meio de reações relativamente 
simples, rápidas e com uso de reagentes estáveis, de baixo custo e 
baixa massa molar. Além disso, é necessário considerar que os 
intermediários e produtos gerados pelo processo de descontaminação 
não apresentem toxidez.13,15Diferentes métodos têm sido empregados 
ao longo dos anos, mas nenhum com eficiência que permita produzir 
resíduos sem efeitos adversos para o meio ambiente.16-18 Um 
exemplo desse problema está no etil-S-2-
diisopropilaminoetilmetilfosfonotiolato (VX ), o qual apresenta 
diferentes possibilidades de ataque nucleofílico à sua estrutura, com 
geração de vários produtos. Em pH 8, o produto principal da 
hidrólise do VX , o ácido S-(2-diisopropilaminoetil)-
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metilfosfonotioico (EA 2192),  é muito persistente no meio ambiente 
e apresenta significativa atividade antiacetilcolinesterase, Esquema 
1.19 Nesse contexto, reações de substituição nucleofílica com uso de 
nucleófilos detentores do efeito alfa, os quais produzem clivagem 
quantitativa da ligação P-O, representam uma alternativa promissora 
para degradação dessas estruturas. O efeito alfa será discutido com 
detalhes no item 1.2. 

 

 

Esquema 1 

 

Uma forma de tratamento de vítimas de agentes 
neurotóxicos consiste na administração de oximas (por exemplo, a 
pralidoxima) que possuem a capacidade de regenerar a atividade 
catalítica da enzima AChE. No entanto, até o momento, nenhuma 
oxima apresentou resultados satisfatórios para reativar a AChE 
inibida por todos os agentes neurotóxicos, sendo esta a principal 
deficiência atual deste tratamento. Isto demonstra a necessidade do 
desenvolvimento de novos candidatos a fármacos, que sejam 
potentes e eficientes contra grande parte dos organosfosforados e 
com baixo perfil de toxicidade.13,20-24    

Enfim, a formação e a clivagem da ligação P-O são 
processos de importância elementar para a química da vida. 
Consequentemente, os detalhes, e em especial os mecanismos 
químicos dessas reações são de grande interesse para a ciência em 
geral. Neste sentido, existe um interesse crescente do Laboratório de 
Catálise e Fenômenos Interfaciais (LaCFI ) pela química dos ésteres 
de fosfato, principalmente no que se refere à compreensão das 
reações que envolvem a quebra das ligações que constituem esses 
ésteres. Os sistemas estudados são os mais variados possíveis e 
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envolvem desde reações simples de hidrólise e reações de 
desfosforilação na presença de nucleófilos de tamanhos pequenos, 
sobretudo nucleófilos alfa,25-27 até reações na presença de fármacos 
importantes.28 Além disso, tem sido realizados estudos em meio 
micelar29 e, especialmente, esforços tem se concentrado no sentido 
de desenvolver polímeros com grupos funcionais ancorados.30 
Destacam-se ainda, efeitos bastante complexos e difíceis de serem 
avaliados, como reações de hidrólise na presença de centros 
metálicos31,32 e sistemas modelos utilizando moléculas químicas 
pequenas, que exibem diferentes tipos de catálise intramolecular33,34 
(o tema catálise será abordado no item 1.3). Diferentes 
comportamentos catalíticos, produtos e, principalmente, 
intermediários “chaves” tem sido detectados nessas reações.  

 

1.1.1 Reações de substituição nucleofílica em ésteres de fosfato 

Os dois mecanismos conhecidos para a reação de 
substituição nucleofílica de ésteres de fosfato envolvem: (i) quebra 
da ligação P-O, que acontece quando o nucleófilo ataca o átomo de 
fósforo; ou (ii) quebra da ligação C-O, em que o átomo de carbono 
da ligação P-O-C do éster é o eletrófilo, e todo o grupo fosfato é 
substituído pelo nucleófilo mantendo a ligação P-O intacta.10  No 
caso da reação de hidrólise, por exemplo, essas reações podem ser 
diferenciadas pela hidrólise em água marcada, onde a presença do 
átomo de 18O nos produtos da reação indica o local de ataque sobre o 
fosfato, Esquema 2.35 O mecanismo de quebra da ligação C-O 
geralmente é o caminho principal em pH baixo, em que o grupo de 
saída é o ácido fosfórico neutro. Já em pH maiores, em que o grupo 
de saída fosfato possui pelo menos uma carga negativa, a hidrólise 
deve ocorrer preferencialmente via mecanismos de clivagem da 
ligação P-O.35  

 

 



29 

 

 

 

Esquema 2 

 

Em linhas gerais, as reações de substituição com quebra da 
ligação P-O podem seguir três caminhos: associativo, dissociativo e 
concertado. Eles diferem apenas no momento em que ocorre a 
formação da ligação com o nucleófilo e a quebra da ligação do grupo 
de saída.35,36  O mecanismo associativo ocorre em duas etapas, 
adição e eliminação (AN + DN, na nomenclatura IUPAC37). Neste 
caso, o ataque do nucleófilo sobre o átomo de fósforo tetraédrico 
leva à formação de uma espécie pentacoordenada com geometria tipo 
bipirâmide trigonal (intermediário fosforano) e a quebra de ligação 
com o grupo de saída ocorre em uma segunda etapa. O mecanismo 
dissociativo também acontece em duas etapas (DN + AN), a primeira 
etapa é determinante da velocidade de reação e leva à formação do 
um intermediário metafosfato, o qual é subsequentemente atacado 
pelo nucleófilo. Já o mecanismo do tipo concertado (ANDN) ocorre 
sem a formação de um intermediário, com adição e eliminação em 
uma única etapa, passando por um estado de transição. O estado de 
transição pode ser do tipo associativo ou dissociativo, dependendo 
do sincronismo entre a formação de ligação com o nucleófilo e da 
quebra do grupo de saída, Figura 4. Um estado de transição do tipo 
dissociativo é aquele em que a quebra de ligação está adiantada em 
relação à formação de ligação, e um estado de transição associativo é 
a situação reversa.38  
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Figura 4 – Três mecanismos possíveis para o ataque nucleofílico de Nu 
sobre ésteres de fosfato, exemplificado para um monoéster de fosfato. De 
acordo com a nomenclatura IUPAC, ANDN, AN e DN, correspondem aos 
caminhos concertado, associativo e dissociativo, respectivamente.38  

 Os mecanismos dessas reações podem ser visualizados 
claramente no diagrama de More O’Ferrall-Jencks (Figura 5).39,40 
Nesse diagrama, os mecanismos com mais de uma etapa seguem os 
caminhos ao longo das bordas, enquanto os mecanismos concertados 
desviam das bordas do diagrama. Sendo que, os mecanismos 
associativos seguem a coordenada Reagentes���� Fosforano���� 
Produtos (AN + DN) e os mecanismos dissociativos seguem a 
coordenada Reagentes����Metafosfato����Produtos (DN + AN).   
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Figura 5 – Diagrama simplificado de More O’Ferrall-Jencks para uma 
reação de transferência de grupo fosforila. Um estado de transição “solto” é 
aquele em que a quebra de ligação está adiantada em relação à formação de 
ligação, e está situado no canto inferior esquerdo do diagrama. Um estado 
de transição “rígido” é a situação reversa, e está situado ao lado aposto.1   

As reações de transferência do grupo fosforila em  mono- ou 
diésteres geralmente ocorrem via os estados de transição no 
Esquema 3.41 As relações lineares de energia livre (LFERs) 
mostram que a reatividade em ambos os sistemas do Esquema 3 é 
dominada pelo grupo de saída. Os gráficos de Brønsted (grupo de 
saída: gráfico de kobs vs pKLG ) para reações de hidrólise de mono- e 
diésteres de fosfato, e reações com outros nucleófilos, fornecem 
valores de βLG perto de -1, consistentes com mudança na carga sobre 



32 

o átomo de oxigênio do grupo de saída. A reatividade também 
depende do nucleófilo, mas a sensibilidade à basicidade do 
nucleófilo (βnuc), medida pelo gráfico de Brønsted (nucleófilo: 
gráfico de kobs vs pKnuc)  são pequenas para as reações de 
monoésteres dianiônicos. Essa dependência mínima é coerente com 
pouca ligação do nucleófilo com o átomo de fósforo em um 
mecanismo concertado passando por um estado de transição  mais 
“solto”, não puramente dissociativo. Já o valor de βnuc para os 
diésteres é relativamente maior que para os monoésteres, o que 
mostra que o estado de transição para os monoésteres apresenta 
maior caráter dissociativo.42-44 

 

Esquema 3 

 

No caso das reações de triésteres de fosfato, estudos teóricos 
publicados recentemente pelo nosso grupo de pesquisa foram 
fundamentais no esclarecimento do mecanismo dessas reações. Os 
resultados computacionais para reações de hidrólise de uma ampla 
série de triésteres de fosfato, previamente estudadas 
experimentalmente, demonstraram que as reações ocorrem através de 
um mecanismo em duas etapas, passando por um intermediário de 
adição pentacovalente. Os cálculos mostram que o mecanismo em 
duas etapas pode ser favorecido mesmo para reações envolvendo 
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grupos de saída como 4-nitrofenolato (pKa~ 7), conforme mostra o 
Esquema 4. Além disso, os cálculos mostram detalhes não 
acessíveis aos estudos cinéticos, como o envolvimento de 3 
moléculas de água na reação, com funções bem definidas. Na 
presença de 3 moléculas de água no estado de transição, os 
resultados teóricos de energia livre de ativação apresentam excelente 
concordância quantitativa com os valores experimentais. O ataque da 
água ao átomo de fósforo é assistido por uma segunda molécula de 
água que atua como catalisador básico-geral no primeiro estado de 
transição. Enquanto que, a terceira molécula assiste o processo de 
hidrólise estabilizando o segundo estado de transição por ligações de 
hidrogênio. 45,46 
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Esquema 4 

 

Na Figura 6 estão mostradas as relações lineares de energia 
livre para vários tipos de ésteres de fosfato, com os respectivos 
valores de βLG normalizados a 25°C44,46 (Todos os dados 
apresentados são para ésteres de fosfato arílicos). O gráfico mostra 
que a ordem na velocidade de hidrólise é: tri > mono > diésteres.  
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Sendo que, os monoésteres monoaniônicos apresentam um 
comportamento especial: com inclinação muito menor que os outros 
fosfatos, cruzando a linha de diésteres dianiônicos em baixos valores 
de pKa. E, por extrapolação, cruza a linha dos triésteres em valores 
elevados de pKa. (> 12,3).41  

 

 
Figura 6 – Relações lineares de energia livre para vários tipos de ésteres de 
fosfato, normalizadas a 25°C.41  

 1.2 NUCLEÓFILOS ALFA 

O efeito alfa é a reatividade especial mostrada por um centro 
nucleofílico que está vizinho a um átomo contendo um par de 
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elétrons livres e, em uma correlação entre reatividade e basicidade - 
gráfico de Brønsted - esses nucleófilos mostram reatividade superior 
àquela esperada para um nucleófilo com o mesmo valor de pKa. A 
hidroxilamina, o íon hidroperóxido e a hidrazina são alguns 
exemplos de nucleófilos que apresentam esse efeito.47-51 Este é 
visivelmente observado no gráfico de Brønsted para a reação de 
nucleófilos comuns e nucleófilos alfa nas reações com o diéster etil 
2,4-dinitrofenil fosfato (EDNPP), Figura 7.26  

 

 
Figura 7 - Gráfico de Brønsted para a reação de nucleófilos com EDNPP. 
Os pontos abertos correspondem a ânions oxigenados na reação com metil 
2,4-dinitrofenil fosfato a 39ºC.4,26  

A origem do efeito alfa é bastante complexa e não foi 
totalmente esclarecida até o momento.52-56 No entanto, ela tem sido 
interpretada principalmente em termos de: (i) desestabilização do 
estado fundamental provocada pela repulsão eletrostática entre os 
elétrons do centro nucleofílico e do átomo adjacente, o que torna o 
nucleófilo alfa instável e, portanto, mais reativo; (ii) estabilização do 
estado de transição, causada por transferência de elétron, estados de 
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transição adiantados, catálise intramolecular ou  polarizabilidade do 
α-nucleófilo; (iii) estabilidade termodinâmica do produto; (iv) efeito 
do solvente, pois embora não exista nenhuma evidência que o 
solvente desempenhe um papel fundamental na origem do efeito alfa, 
estudos mostram que a magnitude do efeito alfa é dependente do 
solvente utilizado. Além disso, estudos computacionais recentes 
mostram a importância da energia de deformação, definida como a 
energia eletrônica necessária para transformar os reagentes no estado 
de transição, no conceito de efeito alfa.  

A magnitude do efeito alfa é dependente da eletrofilicidade e 
da reatividade intrínseca do substrato. Como mostra a Tabela 1, que 
relata a magnitude do efeito alfa para reações de hidroxilamina com 
duas classes de ésteres de fosfato diferentes: derivados de 2,4-
dinitrofenol (1) e 8-dimetilamônio-1-naftol (2). Ainda que os centros 
eletrofílicos dos derivados de 8-dimetilamônio-1-naftol sejam 
essencialmente muito menos reativos em relação aos derivados de 
2,4-dinitrofenol, esses compostos apresentam reatividade similar na 
presença de nucleófilos, em virtude de uma catálise ácida eficiente 
promovida pelo grupo dimetilamônio. Possivelmente, esta seja o 
principal motivo da diferença observada na magnitude do efeito alfa 
para as duas classes de compostos que possuem pKas de grupo de 
saída similares (~4): a catálise intramolecular passa a ser mais 
pronunciada que o efeito alfa. Embora o efeito alfa seja 
consideravelmente menor para os derivados de 8-dimetilamônio-1-
naftol, ele aumenta na ordem triéster>diéster>monoéster, reflexo do 
aumento na dureza do centro eletrofílico, que depende da natureza 
dos substituintes.26  
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Tabela 1 – Magnitude do efeito alfa da hidroxilamina nas reações com 
ésteres de fosfato derivados de 2,4-dinitrofenol (1) e 8-dimetilamônio-1-
naftol (2).a 26 

Ésteres 
 

 
 

 

ArO-PO3
2- < 10 57 3 58 

ArO-PO2OMe- 70 4 5 59 

ArO-PO(CH 2)3 700 60 100 61 
aEstimativas baseadas na comparação com reações análogas com aminas 
primárias de mesmo pKa.  

Devido à reatividade extraordinária apresentada pelos 
nucleófilos detentores do efeito α, eles tem sido largamente 
utilizados na clivagem de compostos extremamente estáveis. A 
clivagem do diéster bis-(2,4-dinitrofenil) fosfato (BDNPP) vem 
sendo estudada em reações de substituição nucleofílica na presença 
de diferentes nucleófilos alfa. Diversos produtos são formados nessas 
reações, dependendo do nucleófilo, mas em todos os casos, a 
reatividade é extremamente superior à observada para os nucleófilos 
que não apresentam efeito alfa.27,62,63 

A reação de desfosforilação do BDNPP foi estudada na 
presença de diferentes hidroxilaminas metiladas (MeHNOH, 
Me2NOH e NH2OMe). A hidrólise do BDNPP é extremamente lenta, 
com um tempo de meia-vida (t1/2) de aproximadamente 43 dias em 
pH 7, mas na presença de hidroxilamina a clivagem tem um 
incremento na velocidade em aproximadamente 103 vezes, 
apresentando um t1/2 de aproximadamente 1 hora.  Segundo os 
autores, a N-metilação da hidroxilamina causa um pequeno efeito na 
etapa inicial da reação. Nesse caso, apenas as reações secundárias 
são afetadas, devido à estabilidade dos intermediários formados na 
primeira etapa. No entanto, quando o átomo de oxigênio é metilado, 
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o ataque inicial sobre o fosfato é fortemente inibido, e então o ataque 
nucleofílico sobre o anel aromático passa a contribuir 
significativamente (Esquema 5).62,63 

 

 

Esquema 5 

 

Dentre esses nucleófilos de reatividade inusitada destacam-
se os estudos que envolvem o mecanismo de ataque nucleofílico da 
hidroxilamina, principalmente porque a seletividade por um de seus 
centros nucleofílicos (Nitrogênio vs Oxigênio) é dependente do tipo 
de substrato. As reações de alquilação ocorrem via átomo de 
nitrogênio, enquanto que, em reações envolvendo ésteres de acila e 
fosforila o ataque nucleofílico acontece preferencialmente pelo 
átomo de oxigênio, mesmo o átomo de nitrogênio sendo 
consideravelmente mais básico.64  

Segundo Jencks, a extraordinária reatividade da 
hidroxilamina mostra que o oxigênio aniônico da hidroxilamina é a 
verdadeira espécie nucleofílica reativa. De acordo com o autor, essa 
reatividade excepcional deve-se a uma catálise intramolecular (ácida 
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ou básica), em que a hidroxilamina reage pelo átomo de oxigênio 
com assistência de transferência intramolecular do próton para 
substrato. Provavelmente, por esse motivo, a O-alquilação não é 
observada, já que a catálise não é importante nesse caso.  

Estudos computacionais e cristalográficos mostram que a 
forma zwitteriônica é preferida no cristal de (NH2OH)2.HCl 
(Esquema 6).65 Resultados determinantes nessa discussão, a partir 
de estimativas indiretas com base em correlações de estrutura-
reatividade indicam que cerca de  20% de hidroxilamina existem em 
solução aquosa na forma dipolar iônica +H3NO-.66 Provavelmente a 
forma zwitteriônica é preferida em algumas reações devido à 
transferência de próton do grupo H3N

+ para uma carga negativa no 
substrato, por exemplo, o átomo de oxigênio em diésteres de fosfato, 
confirmando a proposta de Jencks. 

 

Esquema 6 

 

Além disso, resultados publicados recentemente mostram 
que o ataque nucleofílico da hidroxilamina ao triéster de fosfato 
DENDPP ocorre via átomo de oxigênio fornecendo o produto O-
fosforilado, e devido à sua elevada instabilidade, é rapidamente 
convertido em diimina. Esta reage com outra diimina, gerando N2(g) e 
hidrazina, Esquema 7.  O mecanismo foi proposto com base na 
identificação da hidrazina por métodos colorimétricos e na captura 
do intermediário diimina, através da redução do ácido fumárico para 
succínico. Esses resultados constituíram uma evidência química do 
ataque nucleofílico via átomo de oxigênio em ésteres de fosfato, 
fortalecendo a hipótese de que a forma zwitteriônica seja responsável 
pelo ataque nucleofílico nesses compostos. 67  
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Esquema 7 

 

1.3 A QUÍMICA DAS REAÇÕES INTER- E 
INTRAMOLECULARES 

A catálise em reações intramoleculares ocorre entre grupos 
reativos próximos ligados na estrutura de uma mesma molécula, 
diferindo das reações intermoleculares onde os grupos reativos 
encontram-se em moléculas diferentes.68 Em geral, as reações 
intramoleculares são mais rápidas que as reações intermoleculares, e 
sua eficiência é definida de maneira simples em termos da 
molaridade efetiva (ME ) do grupo catalítico. A molaridade efetiva é 
definida como sendo a razão entre a constante de velocidade de 
primeira-ordem da reação intramolecular e a constante de velocidade 
de segunda-ordem da reação correspondente intermolecular, que 
seguem o mesmo mecanismo, sob as mesmas condições reacionais. 
O conceito de ME  é simplesmente a concentração de catalisador 
necessária para que a constante de velocidade de reação bimolecular 
seja igual à intramolecular.69 O Esquema 8 mostra um exemplo 
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clássico de catálise básica geral intramolecular: a reação de hidrólise 
da aspirina, na qual o grupo carboxilato ativa o ataque de uma 
molécula de água sobre o grupo carbonila do éster na etapa 
determinante da velocidade da reação. A comparação com um 
sistema intermolecular indica que a reação apresenta ME  do íon 
carboxilato igual a 13 M.70-73 

 

Esquema 8 

 

 As reações inter- e intramoleculares ainda podem ser 
divididas em básica, ácida (gerais ou específicas) e nucleofílica. O 
Esquema 9 apresenta o mecanismo geral para a quebra de uma 
ligação X-Y, no qual acontece a combinação de catálises 
nucleofílica, básica geral e ácida geral. Embora o custo entrópico 
desse tipo de mecanismo seja muito grande para ser observado em 
solução, este não é um problema para um substrato ligado em estreita 
proximidade com os grupos catalíticos no sítio ativo de uma 
enzima.74 

 

Esquema 9 
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 Um exemplo clássico é o mecanismo utilizado por muitas 
serinas proteases, Esquema 10. Essas enzimas são capazes de 
hidrolisar ligações peptídicas intrinsecamente inertes de proteínas, 
utilizando um grupo hidroxila de um resíduo serina do sítio ativo 
como um nucleófilo. Uma forma bastante apropriada de examinar os 
mecanismos envolvidos nas enzimas é o desenho de sistemas onde 
os grupos funcionais reagentes estão conectados em estreita 
proximidade na mesma molécula. Assim, a reação nucleofílica 
central pode ser modelada pela ciclização de um hidroxiamida 
adequada, a qual pode ser muito mais rápida que a hidrólise neutra 
do grupo amida sob as mesmas condições, permitindo o uso de 
grupos pouco ativados do substrato.74  

 

 

Esquema 10 

 

 É importante ressaltar que as reações intramoleculares em 
sistemas modelos são apenas reações simples que exibem 
determinadas características de enzimas em condições fisiológicas. 
No entanto, através desses sistemas, grupos extremamente estáveis 
da estrutura biológica podem ser clivados em segundos, como 
amidas e ésteres de fosfato. Consequentemente, modelos de reações 
inter- e intramoleculares constituem ferramentas interessantes para 
esclarecer as diferentes formas de catálise.  
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1.3.1 Catálise ácida e básica 

O aumento de velocidades de reações via mecanismos de 
catálise ácida ou básica constituem um comportamento bastante 
importante em reações de várias classes. Para ilustrar os mecanismos 
de catálise ácida e básica, gerais e específicas, segue como exemplo 
as reações de hidratação do grupo carbonila nos Esquemas 11 e 12.  
Esses mecanismos não são necessariamente os mecanismos 
verdadeiros para essas reações, são apenas possibilidades para 
ilustrar os conceitos de catálise ácida e básica.75,76 

A catálise ácida ocorre com a transferência de um próton do 
ácido para o substrato e, de acordo com as características dos estados 
de transição, pode ser classificada em geral ou específica. Na catálise 
geral, a transferência do próton ocorre na etapa determinante da 
velocidade de reação, sendo diretamente dependente da força do 
ácido.  Já a catálise do tipo específica não apresenta dependência 
com relação à força do ácido, pois a transferência de próton ocorre 
em uma etapa de pré-equilíbrio, antes da etapa determinante da 
velocidade. (Esquema 11) 75 
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Esquema 11 

 

A catálise básica possui o mesmo tipo de classificação. O 
mecanismo do tipo catálise básica geral envolve a desprotonação do 
substrato na etapa determinante da velocidade. Enquanto que, na 
catálise básica específica, a desprotonação do reagente ocorre antes 
da etapa determinante da velocidade de reação, em um pré-equilíbrio 
rápido. (Esquema 12) 75 



46 

 

Esquema 12 

 

As catálises ácidas e básicas gerais são importantes em 
sistemas limitados, como os sítios ativos e as reações 
intramoleculares. Elas têm sido continuamente consideradas na 
catálise enzimática, no entanto, sua eficiência em relação aos demais 
fatores catalíticos tem sido considerada pequena ou de natureza 
especulativa, principalmente porque a maioria dos modelos 
intramoleculares que consideram esse efeito são muito deficientes, 
com valores de ME  inferiores a 10 M.74  Exemplos significativos de 
catálise ácida-básica geral em reações de desfosforilação estão 
baseados em modelos intramoleculares, que aproximam 
eficientemente os grupos reativos. Em especial, destacam-se dois 
modelos, aqueles derivados do ânion salicilato (3) e do 8-(N,N-
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dimetilamino)-1-naftol (4), Esquema 13. No primeiro, o grupo 
carboxilato é desenhado como um catalisador ácido/base geral, 
enquanto o segundo, como um ácido-geral. 58,77  

 

 

Esquema 13 

 

Os derivados de 8-dimetilamino-naftil-1-fosfato (MANEP , 
DANEP e TANEP no Esquema 14) são ativados em virtude da 
catálise ácida geral intramolecular, promovida pelo grupamento 
dimetilamônio, que envolve transferência de próton para o átomo de 
oxigênio do grupo abandonador, o qual é inicialmente pouco reativo. 
Nesses compostos, a transferência de hidrogênio é realizada em 
pequenas distâncias, evitando a forte solvatação dos grupos reativos 
e impedindo a diluição da catálise ácida-geral intramolecular. Os 
resultados sugerem que a catálise ácida geral intramolecular 
contribui com incrementos nas constantes de velocidade de 
aproximadamente 106 vezes.58,59,78 
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Esquema 14 

 

1.3.2 Reações nucleofílicas 

A catálise nucleofílica decorre quando o nucleófilo liga-se 
ao substrato, e como consequência, provoca um aumento na 
velocidade da reação. Ou seja, um dos componentes do sistema, com 
maior poder nucleofílico que a água ou hidróxido, ataca o substrato 
formando um intermediário que a seguir é hidrolisado em uma 
velocidade maior que o reagente de partida. Modelos clássicos de 
catálise nucleofílica em ésteres de fosfato envolvem reações 
intramoleculares com o grupo carboxilato. Por exemplo, a reação de 
quebra do diéster 5 apresenta um tempo de meia vida de 
aproximadamente 10 minutos a 39ºC, na região máxima de 
velocidade (pH 4,5)  do perfil de pH. Essa reação é 
aproximadamente 1010 vezes mais rápida que aquela do difenil 
fosfato nas mesmas condições. A catálise nucleofílica é dominante, 
comparada com a contribuição de catálise ácida geral, e a reação 
envolve um pré-equilíbrio com a provável formação do intermediário 
6, conforme mostra o Esquema 15. 79  
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Esquema 15 

 

Nem sempre é fácil distinguir se uma reação ocorre via 
catálise nucleofílica ou catálise básica geral, já que esses 
mecanismos são cineticamente equivalentes. Em geral, existem três 
estratégias, sendo que as duas primeiras são mais aplicáveis: (i) 
identificação de intermediários, (ii) medidas de efeito isotópico, e 
(iii) análise do gráfico de Brønsted.76 Apesar da identificação de um 
intermediário confirmar o mecanismo nucleofílico, este não pode ser 
excluído quando um intermediário não é observado, já que muitos 
intermediários são extremamente instáveis. Neste sentido, a 
identificação ou captura de intermediários constitui uma ferramenta 
importante na distinção mecanística dessas reações.  

Por exemplo, foi estudada a reação do bis(2-(1-metil-1H-
imidazol-3-inio-2-il)fenil) fosfato (BMIPP), Esquema 16. Esse 
modelo permite a existência de dois mecanismos cineticamente 
equivalentes: (i) Catálise intramolecular ácida geral com básica geral 
(Caminho A), ou (ii) catálise intramolecular ácida geral com 
nucleofílica (Caminho B). Inicialmente, evidências cinéticas e 
experimentos de RMN favorecem um mecanismo onde o grupo 
imidazol neutro atuaria como catalisador básico-geral ativando uma 
molécula de água enquanto que o próton do imidazol protonado 
estabilizaria o grupo de saída.  Além disso, a catálise nucleofílica 
pelo grupo imidazol forma um intermediário cíclico aparentemente 
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instável.80 No entanto, resultados mais recentes de cálculos 
computacionais e ESI-MS mostraram que o intermediário cíclico é 
formado durante a reação. Sugere-se que, na reação de hidrólise do 
BMIPP , o grupo imidazol neutro pode promover uma catálise 
nucleofílica simultânea, ou não, à catálise básica.81 

 

Esquema 16 

 

Vale lembrar que nem todas as reações com nucleófilos são 
do tipo catálise nucleofílica, pois para que uma reação seja 
considerada catalítica, o catalisador deve ser regenerado ao fim da 
reação. As reações de ésteres dietil 2,4-dinitrofenol fosfato 
(DEDNPP) e etil 2,4-dinitrofenol fosfato (EDNPP) na presença de 
imizadol (IMZ ) e ácido benzohidroxâmico (BHA ) constituem um 
exemplo típico. Nas reações entre o IMZ  e os fosfatos DEDNPP e 
EDNPP foram detectados os intermediários de imidazol 
fosforilados. Estes se decompõem lentamente regenerando o IMZ  de 
partida e formando os respectivos ésteres fosfóricos, os quais são 
poucos reativos. Além disso, nessas reações o IMZ ataca 
exclusivamente o átomo de fósforo, pois o ataque nucleofílico no 
carbono aromático é extremamente desfavorável em meio aquoso 
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formando um intermediário instável.82 Dessa maneira, essas reações 
constituem um verdadeiro ciclo catalítico. (Esquema 17)  

 

 

Esquema 17 

 

Nas reações com ácido benzohidroxâmico (BHA ) ocorre 
ataque nucleofílico do BHA  ao átomo de fósforo, pelo caminho (i); e 
ao anel aromático, pelo caminho (ii) , Esquema 18. Os resultados 
mostraram que o intermediário fosforilado, que se forma pelo ataque 
no fósforo, sofre rearranjo de Lossen formando produtos como 
fenilisocianato, difenilureia, anilina e um derivado carbamílico. 
Resultados de ESI-MS permitiram detectar o intermediário 
aromático e os produtos 8(a e b), DNP, 10, 11, 12 e 13. ref Esses 
resultados mostram que reações de desfosforilação com o BHA não 
são mecanisticamente simples e constituem uma espécie de ataque 
nucleofílico “suicida”, pois o nucleófilo alfa BHA  é completamente 
destruído, formando produtos que são nucleófilos fracos. O mesmo 
mecanismo foi previamente observado para a reação do diéster 
BDNPP com BHA .25  
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Esquema 18 

 

1.4 ÉSTERES DE FOSFATO DERIVADOS DE 2-
HIDROXIPIRIDINA 

Recentemente foi reportado na literatura que o diéster bis-2-
piridil fosfato DPP (Esquema 19) não pode ser preparado devido a 
sua elevada instabilidade.83 Essa afirmação despertou a atenção do 
grupo LaCFI , uma vez que, diésteres de fosfato são compostos 
conhecidos por sua elevada estabilidade. E principalmente, gerou um 
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grande interesse pelas possíveis propriedades catalíticas dos ésteres 
de fosfato derivados da 2-hidroxipiridina. 

 

Esquema 19 

 

O grupo de saída 2-hidroxipiridina (Esquema 20), o qual 
existe em água exclusivamente como 2-piridona (14), é um 
interessante modelo de catalisador bifuncional, porém, não é um bom 
grupo de saída (pKa=9,1).84,85 Além disso, a geometria não é 
favorável para catálise nucleofílica pelo nitrogênio piridínico, a qual 
envolve a formação de um anel de quatro membros. Entretanto, em 
princípio, o sistema parecia bastante interessante para catálise básica 
geral intramolecular.  

 

 

Esquema 20 
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Os estudos dos fosfatos derivados da 2-hidroxipiridina 
foram iniciados pelo triéster corresponde tris-2-piridil fosfato (TPP, 
Esquema 21).86 Os triésteres de fosfato oferecem vantagens bem 
interessantes para esse estudo inicial, em relação a mono- e diésteres 
de fosfato.  Por exemplo, a hidrólise de triésteres em função do pH 
fornece resultados descomplicados pela ionização do ácido fosfórico 
(Figura 1), o qual seria provavelmente na mesma região do pKa do 
nitrogênio piridínico (aproximadamente 1M de HCl). 

 

 

Esquema 21 

 

O perfil de pH para a reação de hidrólise do TPP mostra 
uma velocidade mínima perto de pH 8. Este é significativamente 
maior que os mínimos observados para triésteres dialquílicos sem 
funcionalidade no grupo de saída, que normalmente ficam perto de 
pH 5. Sugeriu-se que essa mudança seria resultado da protonação do 
nitrogênio piridínico: a diminuição do pKa do grupo piridínio em 
várias ordens de magnitude (9,1 para 0,75, conforme o Esquema 
21), torna este um melhor grupo de saída, comparado com o 
respectivo grupo neutro.  As reações de hidrólise de TPP em pH 
neutro apresentaram um efeito isotópico elevado para o solvente, 
kH/kD = 3, e o inventário de prótons mostra que esse valor é 
produzido por 2 ou 3 prótons no estado de transição. Essas 
observações sugeriram que, em pH neutro, os dois grupos piridínicos 
no triéster TPP atuam simultaneamente, na direção da coordenada de 
reação, “retirando” prótons da água e aumentando a nucleofilicidade 
do átomo de oxigênio (mecanismo 15 no Esquema 22). Esse 
mecanismo justificaria um incremento em kobs de aproximadamente 
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108 vezes em relação à hidrólise de fosfatos dialquil arílicos, 
constituindo o primeiro sistema de catálise básica geral 
intramolecular altamente eficiente em uma reação de hidrólise, 
reportado na literatura.  Além disso, se o mecanismo 15 é favorecido 
na hidrólise do TPP, com um grupo de saída relativamente pobre, o 
mesmo mecanismo também poderia ser válido para a hidrólise do 
monocátion TPPH+ (pKa= -0,22), conforme o mecanismo 16 no 
Esquema 22.86  

 

Esquema 22 

 

No entanto, estudos posteriores com o triéster TPP 
mostraram que a estimativa de que a hidrólise neutra do TPP seria 
mais rápida do que o esperado "por um fator da ordem de 108 a 
25°C" precisaria ser revista.86 Portanto, para esclarecer porque esta 
estimativa não estava correta, no próximo item será abordado um 
pouco do tratamento que até então foi realizado em relação à 
reatividade de ésteres fosfóricos.  

 

1.5 RELAÇÕES LINEARES DE ENERGIA LIVRE 

Diversas ferramentas têm sido desenvolvidas para o estudo 
de mecanismos de reação e, especialmente, para a distinção entre 
características de estados de transição.  Entre elas estão, por 
exemplo, efeito isotópico cinético (KIE ), parâmetros de ativação, 
estudos computacionais e relações lineares de energia livre 



56 

(LFERs).75 Relações lineares de energia livre são medidas da 
dependência da velocidade da reação em relação às características 
eletrônicas do nucleófilo ou grupo de saída. Na relação linear de 
energia livre de Hammett, o logaritmo da constante de velocidade é 
relacionado com constantes sigma, que são associadas a efeitos 
elétron-retirador ou elétron-doador do substituinte. No gráfico de 
Brönsted, o logaritmo da constante de velocidade é relacionado com 
o pKa do nucleófilo e do grupo de saída, fornecendo valores de βnuc e 
βLG, respectivamente. A magnitude desses parâmetros reflete a 
quantidade de mudança de carga entre reagente e estado de transição.  
Um valor alto de βlg indica um estado de transição no qual a ligação 
com o grupo de saída está substancialmente rompida e há 
considerável desenvolvimento de carga  nesse grupo. Similarmente, 
um elevado valor de βnuc reflete um estado de transição com 
considerável formação de ligação com o nucleófilo.39,76   

Relações lineares de energia livre são extremamente 
utilizadas no estudo de mecanismos de reações de ésteres fosfóricos. 
Nos próximos itens serão mostradas as relações lineares de energia 
livre que correlacionam a reatividade de ésteres de fosfato em função 
da estrutura do grupo de saída.  

 

1.5.1 Relações lineares de energia livre para triésteres de fosfato 

A maior parte dos dados disponíveis na literatura até 1970, 
referente aos ésteres fosfóricos, envolvia nucleófilos e substratos 
atípicos. Trabalhos sistemáticos envolvendo triésteres estavam 
limitados à hidrólise de vários fosfatos dialquil arílicos, na faixa 
alcalina ou em única concentração de tampão em valores baixos de 
pH. 87,88 A hidrólise neutra não havia sido medida com precisão para 
um triéster simples. Bunton e colaboradores haviam medido a 
hidrólise de alguns triésteres  e obtiveram constante de velocidade 
para a hidrólise neutra do trifenil fosfato a 100ºC, porém, 
aparentemente sem controle de pH.89-91  

Estudos de extrema importância nesse sentido foram 
publicados por Khan e Kirby em 1970, relatando as reações de 
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hidrólise de uma ampla série de triésteres de fosfato dialquil arílicos, 
Figura 8.60 Os perfis de pH para a hidrólise desses compostos estão 
apresentados na Figura 9; e os valores obtidos para a constante de 
hidrólise (khid), na Tabela 2. No caso dos compostos menos reativos, 
as reações catalisadas por ácido e base são mais expressivas e a 
reação de hidrólise, na região independente de pH, é observada 
apenas perto de pH 4.  A reação de hidrólise espontânea torna-se 
mais importante para os compostos mais reativos, com melhores 
grupos de saída: para o derivado de 2,4-dinitrofenol (pKa~4), a 
região independente de pH fica em torno de pH 2 e 7. 

 

 
Figura 8 – Estrutura geral do triéster de fosfato dialquil aril (17), onde os 
grupos Ar são: (a) 2,4-dinitrofenil; (b) 4-acetil-2-nitrofenil; (c) 4-cloro-2-
nitrofenil; (d) 4-nitrofenil; (e) 2-nitrofenil; (f) 3-nitrofenil; (g) fenil. 
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Figura 9 – Constantes de velocidade para hidrólise de triésteres de fosfato 
(17),  a 39ºC e força iônica 1,0 M, com grupos Ar: (▲)  2,4-dinitrofenil, (○) 
4-acetil-2-nitrofenil e (■) 4-nitrofenil.60  

Tabela 2 – Constantes de velocidade para hidrólise de triésteres de fosfato 
(17), a 39ºC e força iônica 1,0 M.60 

Éster de fosfato pKa do fenol khid (min-1) 

2,4-dinitrofenil fosfato 4,07 6,86 x 10-3 

4-acetil-2-nitrofenil fosfato 5,09 4,29 x 10-4 

4-cloro-2-nitrofenil fosfato 6,36 2,30 x 10-5 

4-nitrofenil fosfato 7,15 3,78 x 10-6 

 

Um gráfico do logaritmo da constante de velocidade de 
segunda ordem para hidrólise espontânea vs o pKa do ácido 
conjugado do grupo de saída (Figura 10) fornece a  Equação 1, que 
tem uma inclinação de -0,99. O mesmo gráfico para a hidrólise 
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alcalina tem uma inclinação de aproximadamente -0,40:  as reações 
com água são muito mais sensíveis à natureza do grupo de saída. 
Esses compostos são altamente reativos com íon hidróxido, e mesmo 
grupos de saída relativamente ruins são deslocados.  
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Figura 10 – Relação linear de energia livre entre constante de velocidade 
para as reações de hidrólise de triésteres de fosfato e pKa do grupo de saída, 
39ºC e força iônica 1,0 M.60 

log ���� = −0,82 − 0,99 ��� (1) 

 

Os trabalhos anteriores a 2011 sobre reações de 
transferência do grupo fosforila dedicaram-se às contribuições do 
nucleófilo e do grupo de saída na reatividade dos sistemas estudados, 
tal como a Figura 10 que representou (até 2011) a mais importante 
correlação para hidrólise de triésteres de fosfato. No entanto, 
resultados experimentais e teóricos, ambos recentemente publicados 
pelo LaCFI , mostraram que os efeitos dos grupos espectadores 
nessas reações são surpreendentemente importantes.45,46 Os grupos 
espectadores são aqueles que não estão envolvidos diretamente na 
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formação e quebra de ligação, por exemplo, os dois grupos fenóis no 
Esquema 4. Essa conclusão surgiu muito claramente a partir do 
estudo da reação do TPP, conforme mostrado no item 1.4: a 
estimativa inicial de  k0=1,5x10-10min-1, a 39°C, para a hidrólise 
espontânea de um triéster derivado de um fenol de pKa 9,1 foi feito 
com base na relação linear de energia livre de Khan e Kirby, Figura 
10 e Equação 1.60 O efeito dos dois grupos arilas espectadores do 
TPP foi considerado relativamente pequeno: a comparação direta de 
triésteres com grupos espectadores dialquílicos vs diarílicos, em uma 
reação de substituição endocíclica de um salicilato em um triéster de 
fosfato salicílico (18),  fornece uma diferença de apenas 60 vezes, 
Esquema 23.92 

 

 

Esquema 23 

 

A primeira indicação foi a evidência experimental de que a 
reação é catalisada por tampão. Sistemas com catálise intramolecular 
altamente eficientes, como sugerido para a hidrólise de TPP, 
envolvem valores de ME  para os grupos catalíticos vizinhos tão altos 
que as reações com as concentrações limitadas de reagentes externos 
em solução não podem ser competitivas.74 
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 Certamente este composto é mais reativo que o previsto 
pela relação linear de energia livre reportada por Khan e Kirby, os 
quais eram os dados disponíveis na literatura até o momento. De fato 
é o que foi feito durante mais de quarenta anos nos estudos de 
mecanismos de reações de triésteres de fosfato. Entretanto, essa 
correlação foi feita para triésteres de fosfato dialquil arílicos, e o 
TPP é um triaril fosfato. Nesse sentido, estudos com uma série de 
triésteres de fosfato foram realizados para confirmar e quantificar o 
efeito dos “grupos espectadores” na reatividade desses compostos.46  

A Figura 11 mostra as correlações lineares de energia livre 
para três séries de triésteres de fosfato, mostrando que tanto os 
grupos de saída como os “espectadores” apresentam importante 
influência na velocidade da reação de hidrólise dos triésteres de 
fosfato. Claramente, os coeficientes angulares dos gráficos 
mostrados na Figura 11 estão compostos por dois termos:  βLG  + 
2βNLG. O βNLG foi obtido das medidas das constantes de velocidade 
de uma série de compostos, sendo variado o grupo “espectador” e 
mantido o grupo de saída constante (4-nitrofenolato). Na Figura 12 
está apresentado o gráfico de Brønsted para a hidrólise de diaril e 
dialquil 4-nitrofenil fosfatos.46 Os dados disponíveis, mesmo que 
limitados, mostram que o efeito dos grupos “espectadores” é muito 
importante: com valores de -0,28 para os fosfatos triarílicos e  -0,61 
para os dialquil aril fosfatos (com o grupo de saída  4-nitrofenolato), 
Figura 12. Os resultados indicam que a hidrólise de TPP não é 
significativamente mais rápida do que o esperado para um éster de 
fosfato triarílico derivado de um fenol de pKa 9,1. E, principalmente, 
ficou claro que o termo "grupos espectadores" é um equívoco para as 
reações de triésteres de fosfato.46  
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Figura 11 – Relações lineares de energia livre para 3 séries de triésteres de 
fosfato. 41 
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Figura 12 – Gráfico de Brønsted (log de kobs em função do somatório dos 
pKas dos grupos espectadores) para a hidrólise de triésteres diaril (círculos 
abertos) e dialquil (círculos fechados) 4-nitrofenil fosfato.41,46  
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1.5.2 Relações lineares de energia livre para diésteres de fosfato 

Ânions de diésteres de fosfato são, em geral, compostos 
extremamente pouco reativos. Por exemplo, a reação de hidrólise do 
bis-fenil fosfato é tão lenta que apenas 0,1% da reação pode ser 
acompanhada em pH 10 a 100ºC, e o tempo de meia vida do bis-4-
nitrofenil fosfato em pH 3-4 é maior que 4 meses a 100ºC. Já o 
tempo de meia-vida do bis-2,4-dinitrofenil fosfato é apenas 75 min, 
nas mesmas condições de pH e temperatura, mostrando que a 
reatividade desses compostos depende fortemente da basicidade do 
grupo de saída. Estudos muito importantes sobre esse tipo de efeito 
em diésteres de fosfato foram reportados por Kirby e Younas, em 
1970.4 Os autores mostram a hidrólise de uma classe simples de 
diésteres de fosfato simétricos, Esquema 24. Os gráficos de perfil de 
pH para os diversos fosfatos diarílicos estão na Figura 13; e os 
valores obtidos para a constante de hidrólise (khid, min-1), na Tabela 
3. O gráfico de logaritmo de constante de velocidade observada vs 
pKa do grupo de saída para a hidrólise dos diésteres aniônicos está na 
Figura 14, e fornece uma excelente relação linear, Equação 2. 

 

 

Esquema 24 

 

log ���� = 1,57 − 0,97 ��� (2) 
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Figura 13 – Logaritmo das constantes de velocidade para hidrólise de 
ânions de diésteres de fosfato diarílicos em função do pH, a 100ºC e força 
iônica 1,0 M: (■) bis-2,4-dinitrofenil fosfato, (○) bis-4-acetil-2-nitrofenil 
fosfato, (▼) bis-4-cloro-2-nitrofenil fosfato, (□) bis-4-nitrofenil fosfato e (●) 

bis-3-nitrofenil fosfato.4 

Tabela 3 – Constantes de velocidade para hidrólise de ânions de diésteres 
de fosfato diarílicos, a 100ºC e força iônica 1,0 M.4  

Éster de fosfato pKa do fenol khidrólise (min-1) 

Bis-2,4-dinitrofenil fosfato 4,07 6,86 x 10-3 

Bis-4-acetil-2-nitrofenil fosfato 5,09 4,29 x 10-4 

Bis-4-cloro-2-nitrofenil fosfato 6,36 2,30 x 10-5 

Bis-4-nitrofenil fosfato 7,15 3,78 x 10-6 

Bis-2-nitrofenil fosfato 7,23 3,40 x 10-6 

Bis-3-nitrofenil fosfato 8,35 3,02 x 10-7 
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Figura 14 – Relação linear de energia livre entre constante de velocidade 
para reações de hidrólise de ânions de diésteres de fosfato diarílicos e pKa 
do grupo de saída, a 100ºC e força iônica 1,0 M.4 

As estimativas de valores de k0 para a hidrólise de diésteres 
de fosfato disponíveis atualmente na literatura são feitas com base na 
relação linear de energia livre de Kirby e Younas, Figura 14 e 
Equação 2. Sobretudo porque as reações de hidrólise desses 
compostos são extremamente lentas, tornando o estudo cinético 
bastante complexo. Estimativas de efeito catalítico em sistemas 
modelos que exibem algum tipo de catálise são feitas com base 
nessas correlações. Por exemplo, a reação de hidrólise do diéster de 
fosfato BMIPP  (Esquema 16) é reportada na literatura como sendo 
aproximadamente 107 vezes mais rápida que o esperado para um 
simples diéster de fosfato com grupo de saída de pKa similar 
(~7,85).81 Até o momento, não há na literatura nenhum estudo em 
relação à influência dos grupos espectadores nesses compostos. A 
importância que constituem essas correlações motivou o estudo da 
influência dos “grupos espectadores” nesta tese de doutoramento, o 
qual já foi investigado para triésteres e mostrou resultados que 
adicionam importantes informações à literatura.  
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2  OBJETIVOS 

Os objetivos deste trabalho foram avaliar: (i) a reação do 
fármaco deferoxamina com mono- e triéster de fosfato derivados do 
2,4-dinitrofenol; (ii)  o efeito de grupos espectadores na hidrólise de 
diésteres de fosfato; e (iii)  reação de hidrólise do diéster  bis-2-piridil 
fosfato (DPP). 

Dentro de um conjunto de estratégias para atingir os 
objetivos desta tese, destacam-se:  

(i) Estudo cinético das reações da deferoxamina (DFO) com 
o monoéster 2,4-dinitrofenil fosfato (DNPP) e triéster dietil 2,4-
dinitrofenil fosfato (DEDNPP), em diferentes pHs;  

(ii) Síntese e caracterização dos diésteres de fosfato 2,4-
dinitrofenil fenil fosfato e 2,4-dinitrofenil 4-nitrofenil fosfato; e 
estudo cinético da reação de hidrólise desses compostos a 100ºC; 

(iii) Correlação de Brønsted para efeito de grupo espectador 
em reações de hidrólise de diésteres de fosfato; 

(iv) Síntese e caracterização do bis-2-piridil fosfato (DPP), 

(v) Avaliação da reação de hidrólise do DPP em diferentes 
pHs, solventes (H2O ou D2O) e temperaturas; 

(vi) Estudo cinético da reação de hidrólise do monoéster 
análogo 2-piridil fosfato (PP); 

(vii)  Estudo da reação entre DPP e o o nucleófilo alfa 
hidroxilamina; 

(viii) Realização de cálculos teóricos para a reação de 
hidrólise do DPP e para reação com hidroxilamina. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 REAGENTES 

O dietil 2,4-dinitrofenil fosfato (DEDNPP) foi preparado de 
acordo com a metodologia descrita na literatura.93 As sínteses dos 
demais ésteres de fosfato seguiram métodos convencionais 
encontrados na literatura, os quais foram adaptados de acordo com o 
necessário, conforme descrito a seguir.26,86 O monoéster 2,4-
dinitrofenil fosfato (DNPP) foi sintetizado pelo Doutorando Tiago 
Pacheco de Camargo, sob orientação do Prof. Ademir Neves, no 
Laboratório de Bioinorgânica e Cristalografia do Departamento de 
Química da UFSC. O ácido benzohidroxâmico (BHA ) foi preparado 
de acordo com a metodologia descrita na literatura.94 O fármaco 
deferoxamina (DFO) foi obtido da empresa Novartis, na forma de sal 
de mesilato (PM =560g/mol). A hidroxilamina (NH2OH) foi obtida 
da Aldrich, na forma se cloridrato (PM=69,90g/mol). Os demais 
reagentes foram adquiridos comercialmente e purificados 
previamente quando necessário 

 

3.2 SÍNTESES 

3.2.1 Síntese do metil di-2-piridil fosfato (MeDPP) 

Adicionou-se trietilamina (12 mmols) a uma solução de 2-
piridona (12 mmols) em CHCl3 seco (15 ml) sob atmosfera de 
argônio e agitação magnética. A mistura reacional foi mantida em 
banho de gelo para adição, gota a gota, de uma solução de 
diclorometilfosfato MeOPOCl2 (6 mmols) em CHCl3 seco. Manteve-
se agitação magnética por 10 minutos a 0ºC e, posteriormente, por 
mais 2 horas à temperatura ambiente. O cloreto de trietilamônio foi 
removido através de filtração por gravidade e o filtrado foi extraído 
com solução saturada de NaHCO3 e solução salina (NaCl saturada). 
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A fase orgânica foi seca com Na2SO4 anidro e o solvente foi 
removido à pressão reduzida, obtendo-se um óleo amarelo. 
(Esquema 25)  A caracterização do produto foi realizada por 
RMN1H e 31P. RMN 1H (200 MHz, CDCl3) : δ= 8,31 ppm (2H, ddd, 
J=4,7; 2,0 e 0,8 Hz), 7,76 ppm (2H, m), 7,16 ppm (2H, dd, J=5,9 e 
5,1 Hz), 7,11 ppm (1H, dd, J=8,2 e 0,8 Hz), 4,14 ppm (d, JH-P=12,1 
Hz). RMN31P (CDCl3): δ= −11,85 ppm. 

 

 

Esquema 25 

 

3.2.2 Síntese do bis-2-piridil fosfato (DPP) 

Em 50 ml de acetona foram dissolvidos 4 mmol  de MeDPP  
e 4 mmol de LiBr. Todos os reagentes foram previamente 
purificados. A mistura foi deixada sob refluxo por aproximadamente 
3 horas, a 70°C. Após esse tempo, a solução foi filtrada a vácuo e um 
sólido branco foi obtido. (Esquema 26)  A caracterização do produto 
foi realizada por RMN1H e 31P.  RMN1H (D2O, 200 MHz): δ= 7,24 
ppm (ddd, 1H, J= 8,2; 2,0; 0,8 Hz);  7,29 ppm (ddd, 1H, J= 7,4; 5,1; 
0,8 Hz); 7,91 ppm (ddd, 1H, J= 8,2; 8,2; 2,0 Hz); 8,24 ppm (dd, 1H, 
J= 5,0; 2,0 Hz).  RMN 31P (D2O):  δ= -11,22 ppm. 

 

 

Esquema  26 
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3.2.3 Síntese dos diésteres 2,4-DNPO–(PO2
–)–OAr.  

Uma solução de 2,4-dinitrofenol (10 mmol) e trietilamina 
(10 mmol) em 20 ml de CHCl3 seco foi adicionada gota-a-gota à uma 
solução resfriada do fosfato apropriado (10 mmol, 4-nitrofenil ou 
fenil–OP(O)Cl2) em 30 ml de CHCl3 seco. A mistura reacional foi 
deixada sob agitação durante uma noite à temperatura ambiente. O 
cloreto remanescente foi hidrolisado em uma mistura 
água/trietilamina. Essa solução foi extraída duas vezes com CHCl3 e 
a fase orgânica seca e evaporada. O diéster foi precipitado como sal 
de ciclohexilamina e recristalizado, resultando em um sólido de 
coloração amarela claro. (Esquema 27)   

2,4-dinitrofenil fenil fosfato: RMN1H (CD3CN, 200 MHz):  δ= 8,68 
ppm (d, 1H); 8,45 ppm (dd, 1H); 7,85 ppm (d, 1H); 7,31 (m, 2H); 
7,14 ppm (m, 3H); RMN31P (CD3CN): δ = -13,6 ppm. ESI-MS modo 
íon-negativo: m/z=339,1 (C12H8N2O8P

-). 2,4-dinitrofenil 4-
nitrofenil fosfato:  RMN31P (CD3CN): δ= -14,9 ppm. ESI-MS modo 
íon-negativo: m/z=384,0 (C12H7N3O10P

-). 

 

 

Esquema  27 
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3.3 MEDIDAS CINÉTICAS 

As medidas cinéticas foram realizadas em um 
espectrofotômetro de UV/VIS Cary 50 acoplado a um computador 
contendo sistemas de aquisição e tratamento de dados Cary WinUV 
3.00. Em todas as medidas foram utilizadas cubetas de quartzo com 
capacidade de 3,5 ml e 1,0 cm de caminho ótico. As reações foram 
iniciadas pela adição de uma alíquota de 20µL da solução estoque 
0,01 M de substrato (estocada em freezer) a 3 ml da solução 
tamponada. Os pHs das medidas cinéticas foram mantidos com os 
seguintes tampões: ClCH2COOH (pH 2,00-3,00), CH3COOH (pH 
4,00-5,00), BIS TRIS (pH 6,00-7,00) e TRIS (pH 8,00-9,00). As 
medidas de pH foram realizadas com um pHmetro digital Hanna, 
calibrado com soluções padrões pHs 4,00, 7,00 e 10,00 (Carlo Erba). 
Em experimentos acima de 25ºC, as medidas foram realizadas com 
compensação de temperatura, em cela acoplada a um banho 
termostático. Para as medidas em D2O a 25°C, os valores de pD  
foram corrigidos considerando: pD=pHlido+0,4.95  A força iônica foi 
mantida em 1,0 M em todas as medidas cinéticas pela adição de 
quantidades adequadas de solução de KCl.  

 As reações foram acompanhadas pela formação do produto 
no comprimento de onda adequado: (i) 2,4-dinitrofenol em 
aproximadamente 360 nm (nas reações de DFO com DNPP e 
DEDNPP); e (i) 2-piridona em aproximadamente 294nm ( nas 
reações do diéster DPP e monoéster análogo PP). Na Figura 15 
estão apresentados os espectros sucessivos de UV-VIS típicos para a 
reação de (a) hidrólise do DPP em função do tempo em pH 4, a 
25°C; (b) DFO com DNPP, a 25°C.  
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Figura 15 – Espectros sucessivos de UV-VIS típicos para a reação de (a) 
hidrólise do DPP em função do tempo em pH 4, a 25°C; (b) DFO com o 
monoéster 2,4-dinitrofenil fosfato DNPP, a 25°C. As figuras no canto 
superior direito são os gráficos de absorvância em função do tempo em 
294nm e 360nm, para 2-piridona e 2,4dinitrofenol,  respectivamente. 

As reações foram monitoradas por no mínimo três tempos de 
meia-vida e as constantes de velocidade observadas (kobs) foram 
calculadas do ajuste iterativo dos gráficos lineares de ln(A∞ - At) em 
função do tempo, sendo que para todas as medidas os coeficientes de 
correlações (r) foram superiores a 0,999. Já as reações extremamente 
lentas (5t1/2 > 5760 horas) foram acompanhadas por velocidades 
iniciais e os coeficientes angulares dos gráficos de absorvância 
versus o tempo, do início das reações, foram divididos pelas 
absorvâncias finais calculadas. Neste caso, em especial a reação de 
hidrólise do DPP em pH=9, foram utilizadas elevadas concentrações 
de substrato (5mM). As regressões lineares e não-lineares para 
ajustes de dados cinéticos foram realizadas com o programa ORIGIN 
versão 8. 

 

(a)

(b)
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3.4 CÁLCULOS TEÓRICOS 

Os cálculos computacionais foram realizados pelo Dr. José 
Ramón Mora, no nível de teoria B3LYP/6-31++G(d,p) e M06/6-
31++G(d, p)  utilizando o programa GAUSSIAN 09  implementado 
para o sistema operacional Linux. Os mínimos globais e estados de 
transição foram identificados, em cada caso, e as suas estruturas 
caracterizadas por cálculos de frequências a 1 atm à 25ºC e 100ºC. 
Os efeitos do solvente são essenciais quando o próprio solvente é um 
reagente, e pode afetar de forma significativa a geometria das 
estruturas, foram otimizadas as estruturas dos substratos utilizando o 
modelo PCM (do inglês, Solvation Model Density) e SMD (do 
inglês, Solvation Model Density).96 Os efeitos de adição de uma série 
de até 5 moléculas de água foram examinados de acordo com o 
reportado recentemente para ésteres de fosfato.45 Os estados de 
transição foram obtidos usando o protocolo QST (do inglês, 
Quadratic Synchronous Transit) e identificados por uma única 
frequência imaginária, que caracteriza um ponto de cela ou estado de 
transição de primeira ordem. Cálculos de Coordenada de Reação 
Intrínseca (IRC ) foram realizados para confirmar o caminho de cada 
reação. 

 

3.5  TITULAÇÃO POTENCIOMÉTRICA  

A titulação potenciométrica do DPP foi realizada em célula 
de vidro com a temperatura controlada por um banho termostatizado 
a 25°C, agitação magnética e fluxo contínuo de nitrogênio. A ácido 
utilizado (HCl) foi bombeado para a célula de vidro através de um 
DOSIMAT 765. O pH foi medido através de um equipamento 
METROHM (modelo713). O tratamento dos resultados 
experimentais foi feito com os programas BEST7 e SPECIES. Estes 
permitem determinar as constantes de dissociação e distribuição de 
espécies, respectivamente. 
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3.6 EXPERIMENTOS DE RMN 1H E 31P   

As medidas de RMN de 1H e 31P foram realizadas em um 
espectrômetro de ressonância magnética nuclear Bruker, modelo AC 
200 MHz, disponibilizado pela Central de Análise da UFSC. Em 
todos os casos, foram utilizados 3-(trimetilsil) propionato de sódio 
(TMSP) como referência interna para RMN de 1H e ácido fosfórico 
85% como referência externa para RMN de 31P.  

As cinéticas de hidrólise do DPP por RMN de 1H e 31P 
foram realizadas em D2O com uma concentração de 10 mg/mL do 
substrato. Os experimentos em pD=4 e 14 foram realizadas à 25ºC, e 
as medidas de RMN em cada tempo foram feitas em um único tubo 
de RMN. Já no caso da reação de hidrólise em pD=9, as reações 
foram realizadas à 100ºC. Neste caso, foram preparadas cerca de 20 
ampolas, que foram mantidas em banho de óleo, e para cada leitura 
foi preparado um novo tubo de RMN. 

As titulações do DPP por RMN de 1H e 31P  foram 
realizadas em D2O (10% ou 100%),  a 25ºC. Cada titulação foi 
realizada com 10 mg/mL de DPP. Os deslocamentos químicos foram 
registrados após cada pequena adição de DCl e leitura de pH.  

Os espectros foram manuseados pelo programa MestreC e a 
representação quantitativa e ajustes teóricos foram realizados 
utilizando o programa Origin8.0. 

 

3.7 EXPERIMENTOS DE LC-MS/MS 

Os experimentos de LC-MS/MS foram realizados com o 
auxílio do Prof. Gustavo Amadeu Micke e doutoranda Melina Heller.  

Os experimentos foram realizados em um equipamento de 
cromatografia líquida Agilent (Agilent Technologies, Waldbronn, 
AL) modelo 1200 equipado com bomba quaternária, sistema 
degaseificador, amostrador automático com controle de temperatura 
e capacidade para 96 frascos de amostra de 2,0 ml e forno para 
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coluna analítica. Foi utilizada uma coluna cromatográfica da marca 
Agilent modelo Zorbax Eclipse XDB-C8 com comprimento de 150 
mm, diâmetro interno de 2,1 mm e tamanho da partícula igual a 3,5 
µm; com a temperatura ajustada em 30°C. Taxa de fluxo da fase 
móvel: 200 µL/min. Em todas as análises, o volume injetado foi 10,0 
µL e o tempo total de análise 10 min, com pré-condicionamento de 5 
min. A fase móvel foi constituída de 25% H2O e 75% metanol, 
utilizando o modo de eluição isocrático. 

O cromatógrafo líquido foi acoplado a um espectrômetro de 
massas com fonte de ionização por electrospray (3200 Qtrap; 
Applied Biosystems/MDS Sciex, Concord, Canada) e foi usado o 
modo negativo de ionização com os seguintes parâmetros da fonte: a 
interface íon-spray foi mantida em 400°C; voltagem do íon-spray -
4500 V; cortina de gás de dessolvatação (Curtain Gas™), 10 psi; gás 
nebulizante (GS1), 40 psi; gás secante (GS2), 40 psi; gás de colisão 
(CAD Gas™), médio; sendo que, ar sintético foi utilizado como GS1 
e GS2, assim como, nitrogênio foi empregado como gás de colisão.  
O software Analyst (versão 1.5.1; Applied Biosystems) foi utilizado 
para o registro e tratamento dos dados. Os pares monitorados no 
modo MRM (Monitoramento de Reações Múltiplas) e outros 
parâmetros referentes à energia do cone e de colisão são listados na 
Tabela 4.  

 

Tabela 4 – Massas monitoradas e energias de ionização do espectrômetro 
de massas.  

Q1 Mass (Da) Q3 Mass (Da) DP* EP CEP CE 

383,792 183 -45 -4,5 -26 -36 

383,792 108,9 -45 -4,5 -26 -84 

339,017 183 -75 -4,5 -20 -46 

339,017 119,2 -75 -4,5 -20 -74 

*DP - Declustering Potential; EP - Entrance Potential; CE - Collision Energy; 
CEP – Collision Energy Potencial. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os temas que foram estudados nessa tese estão organizados 
da seguinte maneira:  

4.1) Estudos cinéticos das reações do fármaco deferoxamina (DFO) 
com mono- e triéster de fosfato derivados do 2,4-dinitrofenol; 

4.2) Efeito de grupos espectadores na hidrólise de diésteres de 
fosfato; 

4.3) Reação de hidrólise do diéster bis-2-piridil fosfato (DPP). 

 

4.1 ESTUDOS CINÉTICOS DAS REAÇÕES DO FÁRMACO 
DEFEROXAMINA (DFO) COM MONO- E TRIÉSTER DE 
FOSFATO DERIVADOS DE 2,4-DINITROFENOL 

Parte dos esforços do grupo de pesquisa LaCFI  tem se 
dedicado às reações de ésteres de fosfato com nucleófilos. Dentro de 
conjunto de reações estudadas, destacam-se aquelas com o ácido 
benzohidroxâmico (BHA ): reações de desfosforilação de di- e 
triéster de fosfato derivados do 2,4-dinitrofenol foram avaliadas na 
presença de BHA e resultados surpreendentes foram obtidos. Por 
exemplo, reação de BHA (0,05 M) com o diéster BDNPP é cerca de 
105 vezes mais rápida que a hidrólise espontânea do BDNPP 
(k0=1,9x10-7 s-1).25 Nesse contexto, a química do fármaco comercial 
deferoxamina nos despertou a atenção: DFO é um sideróforo 
bacteriano que contém três grupos de ligantes bidentados contendo 
oxigênio, que constituem em sua essência grupos de ácido 
hidroxâmico.97 A estrutura da deferoxamina está apresentada no 
Esquema 28, os valores de pKa foram obtidos da literatura.98  

A deferoxamina (DFO) tem sido utilizada como agente 
quelante de metais para fins terapêuticos em disfunções de excesso 
de ferro e alumínio.99,100

 Por mais de 40 anos, tem sido um 
tratamento padrão para pacientes que recebem transfusões de 
sangue.101

  Esse tratamento possui inúmeros efeitos colaterais,102
  que 
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incluem a inibição da síntese de DNA em linfócitos humanos,103 o 
que ampliou a aplicação do DFO no uso clínico como uma droga 
antiproliferativa na quimioterapia do câncer.104,105

   

 

Esquema 28  

 

Recentemente foram realizados, no LaCFI , estudos 
detalhados para reação de DFO com o diéster BDNPP. Os resultados 
mostram que as constantes de velocidade de segunda-ordem para a 
reação de quebra do BDNPP na presença de DFO são apenas 1 
ordem de magnitude menor que aquelas obtidas com BHA . 
Lembrando que, estudos anteriores mostram que o BHA  é um dos 
nucleófilos mais poderosos conhecidos frente aos diésteres de fosfato 
como BDNPP (kBHA=0,108 M-1s-1).25 E, apesar da complexidade da 
reação, através da técnica de ESI-MS(/MS) foi possível identificar 
intermediários fosforilados consistentes com o ataque nucleofílico 
dos grupos hidroxamatos do DFO ao átomo de fósforo do BDNPP.82 
Esses resultados levaram-nos a estender os estudos para mono- e 
triésteres de fosfato derivados de 2,4-dinitrofenol:   2,4-dinitrofenil 
dietil fosfato (DEDNPP) e 2,4-dinitrofenil fosfato (DNPP).  

As reações foram acompanhadas por UV-Vis pela formação 
do produto 2,4-dinitrofenolato em 360 nm, a 25ºC. O perfil de pH 
obtido para a reação com o DENDPP está apresentado na Figura 16, 
juntamente com os dados para as reações em água e com BHA , para 
fins comparativos. O incremento global do DFO na reação do triéster 
DEDNPP chega a 107 vezes, comparado com a reação de hidrólise 
espontânea (k0 =1,4 x 10-7 M-1s-1).82 Em contraste, as reações do 
monoéster DNPP com DFO, sob as mesmas condições cinéticas do 
DEDNPP, são aceleradas modestamente na presença de DFO e 
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BHA , com um aumento na velocidade de apenas 20% em relação à  
hidrólise: kobs =1,80x10-5 s-1 a 25°C, pH 9 e força iônica 1,0M. 106  

Os dados cinéticos obtidos neste trabalho para as reações de 
BHA  e DFO com DNPP estão na Tabela 5. Essa reatividade 
limitada do monoéster DNPP frente ao BHA e DFO, em 
comparação ao triéster DENDPP e diéster BDNPP, deve-se: (i) ao 
impedimento eletrostático de nucleófilos aniônicos sobre um diânion 
de fosfato, e (ii) ao efeito alfa em diânions de monoésteres de fosfato 
ser mínimo.57 
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Figura 16 –  Perfil de pH para a reação do DEDNPP com DFO  0,01M 
(■)a 25°C e µ=1,0M. As reações de hidrólise espontânea (□) e reação com 
BHA 0,05M (●) foram obtidas da literatura82,107 e estão mostradas para 
comparação. Os dados para a reação do DEDNPP com DFO estão no 
ANEXO 1. 
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Tabela 5 – Constantes de velocidade observada em função do pH para as 
reações de DNPP com DFO e BHA  0,01M, a 25ºC e força iônica 1,0 M. 

DFO BHA 

pH 105kobs, s
-1 pH 105kobs, s

-1 

6,9 2,09 6,9 2,09 

7,5 2,22 7,5 2,16 

8,0 2,14 8,2 2,21 

8,5 2,19 8,4 2,17 

9,0 2,18 9,1 2,13 

9,2 2,21 9,5 2,16 

9,5 2,20 10,0 2,13 

10,0 2,21 10,5 2,08 

10,5 2,21 11,0 1,97 

10,8 1,98   

11,0 2,29   

11,3 2,07   

11,5 2,20   

 

Os dados experimentais na Figura 16 foram ajustados pela 
Equação 3, onde χ1, χ2, χ3 e χ4 correspondem às frações molares das 
espécies neutra, aniônica, dianiônica e trianiônica do DFO (baseado 
nos pKas do Esquema 28), e k1, k2, k3 e k4  são as constantes de 
velocidade das reações das respectivas espécies na reação com 
DEDNPP. A Equação 3 foi deduzida a partir do Esquema 29 e os 
parâmetros cinéticos obtidos estão apresentados na Tabela 6.  

 

 ���� = �� + ����� !+ (�#$#+ �%$%+ �&$& + �'$')�)*�! (3) 
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Esquema 29 

 

Tabela 6 – Constantes de velocidade e dissociação para a reação de 
DEDNPP com DFO, a 25°C e força iônica 1,0 M.   

Resultados Cinéticos 

k0, s
-1 a (8,00 ± 0,50) × 10-6 

kOH, M-1s-1 a (4,20 ± 0,20) × 10-1 

k1, M
-1s-1 (1,65 ± 0,51) × 10-1 

k2, M
-1s-1 (3,48 ± 0,55) × 10-1 

k3, M
-1s-1 1,40 ± 0,03 

k4, M
-1s-1 1,38 ± 0,03 

pKa2
  8,96 

pKa3
  9,55 

pKa4
  10,79 

aValores obtidos da literatura.98   
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A constante de velocidade de segunda-ordem (k2, Tabela 6) 
para reação de desfosforilação do DEDNPP com DFO é menos de 2 
vezes menor que aquela obtida para o nucleófilo altamente reativo 
BHA (k2=2,74 M-1s-1)107 O centro nucleofílico do BHA   é mais 
exposto, enquanto no DFO os grupos hidroxamatos são cercados por 
uma extensa estrutura que possivelmente representa um efeito 
estéreo significativo para a reação.  

O estudo cinético completo foi realizado com o triéster 
modelo DEDNPP, além das facilidades cinéticas proporcionadas 
pelo seu bom grupo de saída (2,4-dinitrofenol, pKa = 4,07), já haviam 
sido estudadas, em nosso grupo de pesquisa, as reações padrões a 
25ºC (hidrólise espontânea e  reação com BHA ). No entanto, uma 
vez que o DFO já é utilizado como um fármaco, os resultados de alta 
reatividade em reações com triésteres de fosfato obtidos nesse 
trabalho sugerem possível utilização adicional para o DFO: na 
reativação da acetilcolinesterase em casos de intoxicação aguda por 
compostos organofosforados, Esquema 30.13,14   

Com o objetivo de reforçar essa hipótese, foi realizada a 
reação de desfosforilação do paraoxon metílico (dietil 4-nitrofenil 
fosfato, pKLG = 7,14) na ausência e presença de DFO 0,01 M à 25º 
C, pH 11 e µ=1,0 M.   Os dados mostram que, nas condições 
estudadas, a reação de quebra do organofosforado tem um 
incremento na constante de velocidade de segunda-ordem em torno 
de 8x104 vezes, Tabela 7. Os dados da reação com paraoxon 
metílico são suficientemente importantes para confirmar que as 
conclusões com relação ao triéster de fosfato modelo DEDNPP 
podem ser estendidas para pesticidas organofosforados. 



83 

 

 

 

Esquema 30 

 

Tabela 7 – Resultados cinéticos para a reação do DFO com Paraoxon 
Metílico à 25º C, pH 11 e µ=1,0 M. 

Constantes de 

Segunda-Ordem 
kDFO/k0 

 

H2O 1,44 x 10-7 M-1 s-1 
8,3 x 104 

DFO 1,20 x 10-2 M-1s-1 

 

Mesmo que ainda iniciais, os dados desse trabalho são 
extremamente relevantes, pois sugerem que o fármaco DFO  pode 
ter uma aplicação terapêutica como antídoto em casos de intoxicação 
aguda por agentes organofosforados. Os resultados deste trabalho 
trazem muitas perspectivas, pois despertam o interesse do LaCFI , 
que durante muitos anos vem se dedicando aos estudos mecanísticos 
de reações de ésteres de fosfato na presença de nucleófilos, no 
desenho e estudo cinético de novas estruturas nucleofílicas que, em 
longo prazo, tenham aplicação de grande impacto científico. 
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4.2 EFEITO DE GRUPOS ESPECTADORES NA HIDRÓLISE 
DIÉSTERES DE FOSFATO 

Os dados  publicados recentemente na literatura para reações 
de hidrólise de triésteres de fosfato, os quais mostram a grande 
dependência dos grupos espectadores desses compostos sobre as 
constantes de velocidade de reação,46 conforme mostrado no item 
1.5.1 da Introdução, motivou o estudo de efeito de grupos 
espectadores em diésteres de fosfato.  

Até o momento, não havia na literatura nenhum estudo em 
relação à influência dos grupos espectadores em diésteres de fosfato 
e, implicitamente, assumia-se que os efeitos de grupos espectadores 
sobre as reações desses compostos eram mínimos. Considerava-se, 
por exemplo, que o efeito de troca de um grupo 2,4-nitrofenil por um 
grupo metila no diéster bis-2,4-nitrofenil fosfato fosse basicamente 
estatístico: o bis-2,4-dinitrofenilfosfato é hidrolisado a 39°C apenas 
2,88 vezes mais rápido que o 2,4-dinitrofenil metil fosfato - pouco 
mais do que o fator de 2.108  

Os efeitos dos grupos espectadores na velocidade de 
hidrólise de ésteres de fosfato podem ser quantificados através das 
medidas de constante de velocidade para uma série de compostos 
com um grupo de saída comum e diferentes grupos espectadores, 
conforme mostra o Esquema 31. O grupo de saída mais apropriado 
para esse estudo é o 2,4-nitrofenol (pKa=4,07), pois o mesmo permite 
a utilização de diversos grupos espectadores, sem qualquer 
interferência relacionada à perda de outros grupos de saída mais 
básicos. Além disso, já estão disponíveis na literatura os dados para a 
reação de hidrólise do bis-2,4-dinitrofenil fosfato (BDNPP) e 2,4-
dinitrofenil metil fosfato, que tem grupos espectadores com pKas 
iguais a 4,07 e 15,54, respectivamente. Esses valores representam 
uma faixa representativa de pKa, e na ausência de outros dados da 
literatura, foram sintetizados novos ésteres de fosfato com valores de 
pKas intermediários. Foram sintetizados os diésteres assimétricos 
2,4-dinitrofenil fenil fosfato (pKNLG=9,95) e 2,4-dinitrofenil 4-
nitrofenil fosfato (pKNLG=7,14). As reações de hidrólise dos diésteres 
foram acompanhadas por LC-MS/MS e estão mostradas a seguir. 
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Esquema 31 

 

4.2.1 Hidrólise dos diésteres 2,4-dinitrofenil 4-nitrofenil fosfato e 
2,4-dinitrofenil fenil fosfato por LC-MS/MS 

A reação de hidrólise dos diésteres foi acompanhada a 
100°C em pH 5,5 –  região de patamar do perfil de pH para diésteres 
de fosfato comuns – através da técnica de LC-MS/MS pelo 
desaparecimento dos reagentes no modo íon negativo: m/z=339 e 
m/z 384, para 2,4-dinitrofenil fenil fosfato e 2,4-dinitrofenil 4-
nitrofenil fosfato, respectivamente. Os gráficos para as reações de 
hidrólise dos diésteres estão nas Figuras 17 e 18 e as curvas foram 
obtidas do ajuste não-linear utilizando a Equação 4. Esta descreve o 
decaimento exponencial da concentração de reagente em função do 
tempo para uma reação de primeira ordem, onde [A]0 é a 
concentração inicial de reagente; e k, a constante de velocidade de 
primeira-ordem.109 É importante salientar que, através da técnica de 
LC-MS/MS,  não foram observados a formação de outros valores de 
m/z para produtos referentes à reações paralelas, permitindo afirmar 
que a reação ocorre exclusivamente pelo ataque nucleofílico da água 
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ao átomo de fósforo com deslocamento do grupo de saída 2,4-
dinitrofenolato. Os dados obtidos estão na Tabela 8 e discutidos no 
próximo item por meio da correlação linear de energia livre de 
Brønsted para grupo espectador. 

 

�área! = �área!�e/012 (4) 

 

 

Figura 17 – Área de m/z 339 em função tempo para a reação de idrólise do 
2,4-dinitrofenil fenil fosfato a 100°C. Os pontos são experimentais e a linha 
corresponde ao ajuste teórico segundo a Equação 4. Os dados de área de 
m/z 339 em função do tempo estão no ANEXO 2.  

 

 

0 300 600 900 1200 1500 1800 2100

0.0

3.0x106

6.0x106

9.0x106

1.2x107

1.5x107

A
re

a 
(m

/z
 3

39
)

Tempo, min



88 

 

Figura 18 – Área de m/z 384 em função tempo para a reação de hidrólise do 
2,4-dinitrofenil 4-nitrofenil fosfato a 100°C. Os pontos são experimentais e 
a linha corresponde ao ajuste teórico segundo a Equação 4. Os dados de 
área de m/z 384 em função do tempo estão no ANEXO 2.  

 

4.2.2 Gráfico de Brønsted para diésteres de fosfato 

A partir dos valores de constantes de velocidade obtidos, 
foram correlacionados dados das reações de hidrólise, na região de 
pH-independente,  de quatro diésteres do tipo RO(PO2

–)–O-2,4-
DNP com um grupo de saída em comum (2,4-dinitrofenol) e 
diferentes grupos espectadores (RO-):  metil, fenil, 4-nitrofenil e 2,4-
dinitrofenil.  Os valores de constantes de velocidade obtidos foram 
correlacionados com a equação de Brønsted, que nesse caso, faz a 
correlação entre a constante de velocidade e pKa do ácido conjugado 
do grupo espectador. Os dados de k0 à 100ºC estão na Tabela 8, 
juntamente com os valores de pKa obtidos da literatura. O gráfico de 
Brønsted de grupo espectador para as reações de hidrólise de 
diésteres de fosfato está na  Figura 19.  
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Tabela 8 – Constantes de velocidade para as reações de hidrólise dos ânions 
de diésteres de fosfato RO(PO2

–)–O-2,4-DNP em função do pKa do ácido 
conjugado do grupo espectador, a 100ºC.  

Grupo espectador RO pKa  de ROH  105 k0, s
-1 

2,4-dinitrofenil  * 4,07 5,72 

4-nitrofenil 7,14 4,72 

fenil 9,95 3,87 

metil ** 15,54 2,50 

*Dados da literatura, valor divido por 2.4 ** k0 calculado a partir da constante de 
velocidade a 39°C,108 assumindo que a reação possui a mesma entropia de 
ativação que a hidrólise do BDNPP.  
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Figura 19 – Constantes de velocidade para as reações de hidrólise dos 
ânions de diésteres de fosfato RO(PO2

–)–O-2,4-DNP em função do pKa do 
ácido conjugado do grupo espectador, a 100ºC. 
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A relação linear de energia livre, Figura 19, fornece o 
parâmetro de Brønsted do grupo espectador:  βNLG = -0,031 ± 0,001, 
a 100ºC. Esse valor indica que as reações de hidrólise de diésteres de 
fosfato possuem mínima sensibilidade com relação à natureza dos 
grupos espectadores. Esse valor de β é cerca de 10 vezes menor, em 
relação ao obtido recentemente para triésteres de fosfato triarílicos, 
que apresentam um valor de βNLG  igual a  -0,29±0,003, à 25°C.46 
Além disso, conforme mostrado na Introdução, no caso das reações 
de hidrólise de triésteres de fosfato, os resultados mostram que 
existem diferenças claras entre triésteres de fosfato triarilados e 
dialquil arilados, em relação  à sensibilidade de grupos de saída e 
espectadores (βLG e βNLG), e foram correlacionados de forma 
independente. Os sistemas triarilados são mais reativos e apresentam 
menores valores de βLG e βNLG. ref 

A diferença considerável de dependência da constante de 
velocidade em relação ao grupo espectador entre di- e triésteres de 
fosfato seguramente está relacionada à diferença intrínseca entre os 
mecanismos que seguem essas duas classes de fosfatos. As reações 
de hidrólise de triésteres de fosfato (considerando o grupo de saída 4-
nitrofenolato, pKa=7,14) ocorrem via formação de intermediário 
pentacoordenado em um processo em duas etapas (Esquema 4)45, 
enquanto que reações de diésteres de fosfato passam por um 
mecanismo de caráter concertado. Consequentemente, nas reações de 
triésteres de fosfato a dependência à natureza de todos os grupos 
ligados ao átomo de fósforo torna-se mais importante em relação aos 
diésteres de fosfato. Provavelmente esse é o motivo principal para 
que o efeito de grupos espectadores seja importante no caso de 
triésteres e mínimo para os diésteres de fosfato. 
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4.3 REAÇÃO DE HIDRÓLISE DO DIÉSTER BIS-2-PIRIDIL 
FOSFATO (DPP) 

Nesse item foi estudado o comportamento do diéster de 
fosfato DPP, o alvo original do LaCFI  acerca da química de ésteres 
de fosfato derivados da 2-hidroxipiridina, conforme descrito no item 
1.4 na introdução. Foi confirmado que a hidrólise do DPP é muito 
lenta, de acordo com aquilo que havia sido reportado na literatura 
por Brown e Zamkanei110: o DPP não é hidrolisado sob condições 
brandas (pH 6 – 8 à 37°C, na presença ou ausência de Co2+ ou 
complexos selecionados). Os resultados deste trabalho mostram que 
o DPP exibe reatividade substancialmente elevada, coerente com 
catálise intramolecular significante na reação de hidrólise. Discute-se 
o mecanismo de reação de hidrólise do DPP através de resultados 
cinéticos, teóricos e da reação do monoéster PP, Esquema 32. 

 

 

Esquema 32 

 

4.3.1 Titulação potenciométrica e espectrométrica do DPP 

Na Figura 20 estão apresentados os resultados da titulação 
potenciométrica do DPP. A linha corresponde ao ajuste teórico com 
o programa BEST7. Na faixa de pH estudada (2 a 5) foi observado 
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um pKa igual a 2,73±0,01, que permitiu a construção do gráfico de 
distribuição de espécies, Figura 20. 
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Figura 20 – Titulação potenciométrica de 0,05 mmol de DPP a 25ºC, e 
diagrama de distribuição de espécies de acordo com o pKa calculado de 
2,73±0,01 (eixo Y, ao lado direito).  

Com a finalidade de confirmar o valor de pKa obtido, foi 
realizada a titulação espectrométrica utilizando as técnicas de RMN 
de 31P e 1H. Os dados experimentais de deslocamento químico em 
função do pH, obtidos por ambas as técnicas, estão na Figura 21 e 
22, e foram tratados teoricamente utilizando a Equação 5. Nesta, 
δDPP e δDPP- representam, respectivamente, os deslocamentos do DPP 
nas formas protonada e desprotonada, e Ka representa a constante de 
dissociação ácida.  

 

δ(ppm) = δ677 8 �H:!�� + �H:! ; + δ677< = ���� + �H:! > 
(5) 
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 A titulação por RMN de 1H foi realizada em D2O e foram 
acompanhados dois hidrogênios do anel aromático do DPP, 
fornecendo um valor médio de pKa igual a 2,67±0,01 (Figura 21).  
A titulação por RMN de 31P foi realizada em D2O puro e em 
H2O/D2O(10%) e os valores obtidos foram igual a 2,86±0,01 e 
2,37±0,01, respectivamente. (Figura 22) Em D2O, os valores obtidos 
por titulação espectrométrica são bem similares aquele obtido na 
titulação potenciométrica. Provavelmente, o valor de pKa obtido 
refere-se à protonação do nitrogênio piridínico, uma vez que para a 
protonação de oxigênio fosforílico de diésteres de fosfato arílicos 
devem ser observados valores menores que diésteres alquílicos, os 
quais tem pKas na faixa entre 1 e 2.1 
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Figura 21– Deslocamento químico (δ, RMN de 1H) em função de pD para 
DPP em D2O, a 25ºC. Os dados estão no ANEXO 3. 
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Figura 22 – Deslocamento químico (δ, RMN de 31P) em função de 
pD(100% D2O) ou pL (10% D2O) para DPP em D2O, a 25ºC.  Os dados 
estão no ANEXO 3. 

4.3.2 Reação de hidrólise do DPP: Estudos Cinéticos 

Diésteres de fosfato são bem conhecidos por serem os 
ésteres de fosfato menos reativos na ausência de ácido ou base: a 
hidrólise espontânea do difenil fosfato é tão lenta que não pode ser 
medida a 100°C.60 Neste trabalho foram feitos grandes esforços para 
medir a constante de velocidade da reação de hidrólise do diéster de 
fosfato DPP a 25°C, utilizando o método das velocidades iniciais. 
Inúmeras medidas de constante de velocidade foram feitas ao longo 
de dois anos, em parceria com os pesquisadores Anthony J. Kirby da 
Universidade de Cambridge, Nicholas H. Williams e Almahdi Amer 
da Universidade de Sheffield, na Inglaterra. Não há dúvidas de que 
os valores mostrados aqui são os melhores que puderam ser obtidos 
sob essas condições, e a validade desses números é sustentada pela 
excelente coerência com os dados obtidos em altas temperaturas.  
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A reação de hidrólise foi estudada em função de pH/H0, a 
25ºC, e os resultados experimentais estão apresentados na Figura 23. 
A escala de H0 está de acordo com a função de acidez de 
Hammett.111 Os valores de kobs na Figura 23 foram obtidos com base 
em observações extremamente cautelosas dos resultados de 
experimentos de UV-Vis:  as medidas cinéticas de UV-Vis mostram 
claramente que, dependendo do pH,  2 equivalentes de 2-piridona 
são formados em 294 nm. De fato, conforme relatado na literatura, 
em algumas regiões de pH as reações de hidrólise de monoésteres de 
fosfato podem ser mais rápidas que as reações dos diésteres 
correspondentes.106 Nesse caso as reações são do tipo consecutivas e 
o estudo da reação de hidrólise do monoéster correspondente é 
essencialmente importante para o cálculo das kobs para a reação de 
hidrólise do DPP. A reação de hidrólise do PP foi estudada em 
função do pH e será descrita em detalhes no item 4.3.3.  

Basicamente, foi observado que abaixo de pH 12 a reação de 
hidrólise do monoéster  PP é mais rápida que a hidrólise do diéster 
DPP. A hidrólise do DPP, exceto em meio fortemente básico, leva à 
formação de 2 equivalentes de 2-piridona e fosfato inorgânico (Pi), 
Esquema 33. Esses resultados foram confirmados com os 
experimentos de identificação de produtos, que estão discutidos no 
item 4.3.4, a seguir. As constantes de hidrólise do monoéster foram 
utilizadas nos cálculos das constantes observadas do diéster para pH 
< 4, através da Equação 6, que é uma adaptação da equação geral 
para reações consecutivas112 e considera a formação de 2-piridona na 
primeira e segunda etapa (k1 e k2, respectivamente), conforme o 
Esquema 33. As constantes de velocidade obtidas para uma reação 
de primeira ordem são bem similares às constantes derivadas a partir 
da equação apropriada para reações consecutivas (Equação 6), dados 
no ANEXO 4. Na faixa de pH 5-14 as reações são extremamente 
lentas e foi utilizado o método das velocidades iniciais (abaixo de pH 
12 foi considerada a formação de duas piridonas, de acordo com os 
dados obtidos para a hidrólise do monoéster).  
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Figura 23 – Constante de velocidade observada em função de pH/H0  para a 
reação de hidrólise do DPP a 25°C e força iônica 1,0 M. Os pontos são 
experimentais e a linha sólida (log kobs) corresponde ao ajuste teórico 
segundo a Equação 7 e os parâmetros obtidos estão apresentados na Tabela 
8. A linha pontilhada (log kcalc) refere-se ao ajuste teórico com a Equação 7 
considerando a contribuição k0 igual a zero (mantida invariável no ajuste da 
curva). Os dados  de kobs em função de pH estão no ANEXO 5. 

 

Esquema 33 
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� ?@A@BCDE! = �FGG!��(1 + 1�% − �# (�%e/0H2 – �#e/0J2)) 
+(e/0H2 )! 

(6) 

 

Os dados de kobs em função do pH na Figura 23 foram 
interpretados em termos das reações das três formas iônicas do DPP 
mostradas no  Esquema 34,  que foi delineado com base nos 
resultados experimentais. A equação matemática que descreve os 
dados experimentais em termos de constantes de velocidade e as 
frações molares de espécies presentes está resumida na Equação 7. 
Nessa equação, as constantes kDPP+, kDPP± e kDPP- correspondem às 
constantes de velocidade referentes às espécies protonada, 
zwitteriônica e aniônica do DPP, respectivamente. (Esquema 34) A 
Equação 7 expressa de acordo com as  frações molares de um  ácido 
diprótico  está na Equação 8. A região abaixo de pH 5 no perfil de 
pH (Figura 23) mostra inflexões entre pH 0 e 3 indicativas de duas 
ionizações:  (i) a reação em meio ácido (pH < 2) representa a 
hidrólise do DPP+ e, (ii)  entre pH 2,5 e 5 tem-se a reação da espécie 
zwitteriônica DPP± (pK2=2,73). As reações acima de pH 9 são a 
hidrólise espontânea e alcalina de DPP-. 

 Na Tabela 8 estão apresentadas as constantes de equilíbrio 
e parâmetros cinéticos obtidos pelo ajuste não-linear dos dados da 
Figura 23 com a Equação 7. 

 

���� =  ��$KLLM +  �±$KLL± +  (�� +  ����� !)$KLL< (7) 

���� =  �O 8 �H:!%
�H:!% + �#�H:! + �#�%;

+ �± 8 �#�H:!�H:!% + �#�H:! + �#�%; + 

P(�� + ���� �/!) = �#�%�H:!% + �#�H:! + �#�%>Q 

(8) 
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Esquema 34 

 

A reação de hidrólise do DPP tem um comportamento 
diferenciado em relação aos diésteres de fosfato diarílicos derivados 
de fenóis.4 O perfil de pH para a hidrólise de DPP mostra as reações 
catalisadas por ácido e base separadas por uma pequena região 
indepentente de pH: a velocidade observada tem um mínimo em pH 
9,4 - a qual é aproximadamente 5 vezes mais rápida que aquela 
calculada pela soma das contribuições catalisadas por ácido e base 
(kcalc).

74 E ainda, a constante de velocidade nessa região é cerca de 
10000 vezes maior do que o previsto para a hidrólise espontânea de 
um diéster de fosfato diarílico simples com grupo de saída com 
pKa=9,09;  com base na  correlação linear de energia livre medida 
especificamente para ésteres de fosfato diarílicos a 100°C (Figura 
14 na introdução).4 Além disso, esperar-se-ia que essa aceleração 
moderada deveria gerar uma região de patamar significativa no perfil 
de pH, mas como resultado da elevada reatividade da forma 
zwitteriônica  DPP± (Esquema 34), a velocidade mínima é 
deslocada para um pH mais elevado (9-10) em comparação com 
perfis de pH de outros fosfatos diarílicos, que tipicamente 
apresentam mínimos na região de pH 4-5 (Figura 13 na introdução).  

A constante de velocidade (k0,s
-1) mostrada na Tabela 9, que 

corresponde a um tempo de meia-vida de 70 anos, é o resultado de 
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um conjunto de melhores medidas feitas em diferentes concentrações 
de tampão no pH mínimo de 9,4-9,7, utilizando as concentrações 
máximas possíveis de substrato para que variação de absorvância  
fosse considerável. Essas medidas de constantes de velocidade 
suportam as seguintes conclusões: (i) A constante de velocidade na 
região independente de pH é muito elevada para ser explicada pela 
soma das reações catalisadas por ácido e base (Figura 23); (ii) Não 
há catálise por tampão com pKa<10. A presença ou ausência de 
catálise por tampão é um teste simples, mas geralmente de confiança 
para avaliar a eficiência da catálise intramolecular;46 (iii) O produto 
inicial, o monoéster PP (Esquema 33), é hidrolisado mais 
rapidamente que o DPP em quase toda a faixa de pH, os cálculos de 
velocidades iniciais de grande parte das constantes de velocidade 
foram feitos com base na formação de 2 equivalentes de 2-piridona.  

A hidrólise espontânea é, indiscutivelmente, a reação mais 
lenta do DPP e pode ser um pouco melhor definida a temperaturas 
mais elevadas. Nesse sentido, foram feitas medidas de constante de 
velocidade, especialmente na região independente de pH, sob as 
condições padrão de pH e tampão, em um faixa de temperaturas até 
100°C (Os parâmetros termodinâmicos serão discutidos no item 
4.3.5.) A constante de velocidade medida a 100°C é também mais 
rápida do que o previsto por um fator de aproximadamente 3000 
vezes.4  

 

Tabela 9 – Constantes de dissociação e parâmetros cinéticos para a 
hidrólise do DPP, a 25°C e força iônica 1,0 M.   

Contantes pKa pKLG
b 

DPP+ (kH, s-1) 6,81 ± 0,89 x 10-3 0,33 ± 0,2 0,75 

DPP± (k±, s
-1) 3,56 ± 0,44 x 10-4 2,73a 0,75 

DPP– (k0, s
-1) 3,12 ± 0,85 x 10-10  9,09 

DPP– (kOH, M-1s-1) 1,47 ± 0,26 x 10-6  9,09 
aValor obtido por titulação potenciométrica (item 4.3.1). bValores obtidos da 
literatura. 84 
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As duas constantes de velocidade obtidas (k± e k0) são 
significativamente elevadas para um diéster de fosfato diarílico com 
grupo de saída de pKa =9,09. A constante de velocidade para a 
hidrólise da forma zwiteriônica (k±) é facilmente explicada: a 
protonação do nitrogênio provoca a diminuição do pKa do grupo 
piridínio em várias ordens de magnitude e, consequentemente, torna 
este um melhor grupo de saída (mais de 108 vezes menos básico 
comparado com o respectivo ânion).84 Já a constante de velocidade 
para a hidrólise espontânea do diéster (k0) é, de fato, 
significativamente mais rápida do que esperado: o valor observado 
de k0 no pH mínimo é cerca de 10000 vezes maior do que o previsto 
para um diéster de fosfato derivado de um fenol de pKa=9,09.4 A 
partir desse resultado deu-se início a uma busca por uma explicação 
mecanística para a reatividade especial do DPP, inúmeros estudos 
experimentais e teóricos foram realizados neste trabalho e os 
resultados são discutidos a seguir. 

 

4.3.3 Estudo cinético da reação de hidrólise do monoéster                 
2-piridil fosfato (PP) 

A reação de hidrólise do monoéster 2-piridil fosfato (PP) foi 
estudada para auxiliar no cálculo das constantes observadas (kobs) da 
reação de hidrólise do DPP. De fato, como mostram os resultados, o 
estudo da reação de hidrólise do monoéster PP foi fundamental para 
o cálculo das constantes de velocidade através das equações para 
reações consecutivas: para obtenção de k1 (hidrólise do DPP, 

primeira etapa) as constantes k2 (hidrólise do PP, segunda etapa) são 
mantidas fixas nos ajustes teóricos das curvas.  

O monoéster PP foi obtido in situ na reação do diéster DPP 
com KOH 1M à 80ºC, após 10 t1/2 da reação de hidrólise do DPP 
nessas condições (aproximadamente 8 horas). A reação de hidrólise 
do PP foi acompanhada pela formação do produto 2-piridona. A 
reação foi estudada em função do pH/H0 e os resultados 
experimentais estão  apresentados na Figura 24. O perfil de pH pode 
ser dividido em três regiões distintas: (i) reação catalisada por ácido, 
em baixos valores de pH, (ii) reatividade mínima em pHs elevados, e 
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(iii) máximo de velocidade  perto pH 4, de acordo com o esperado 
para a hidrólise de monoésteres de fosfato.106 

O Esquema 35 é consistente com os resultados 
experimentais e mostra que a reação é governada pelo equilíbrio 
entre cinco espécies do monoéster PP. A equação matemática, 
deduzida a partir do Esquema 35 que descreve os dados 
experimentais em termos de constantes de velocidade e frações 
molares de espécies presentes está resumida na Equação 9. Nessa 
equação, as constantes kPP+, kPP±, kPP- e kPP2-  correspondem às 
constantes de velocidade referentes às espécies protonada, 
zwitteriônica, aniônica e dianiônica, respectivamente. (Esquema 
35). As Equações 10-13 representam as frações molares para cada 
uma das espécies, de acordo com os equilíbrios de dissociação para 
um ácido triprótico. Na Tabela 10 estão apresentadas as constantes 
de equilíbrio e parâmetros cinéticos obtidos pelo ajuste não-linear 
dos dados da Figura 24 com a Equação 9. 

 

���� =  �LLM$LLM +  �LL±$LL± +  �LL<$LL< +  �LLJ<$LLJ< 

 

(9) 

$LLM = 8 �H:!&
�H:!& + �#�H:!% + �#�%�H:! + �#�%�&; (10) 

$LL± =  8 �#�H:!%
�H:!& + �#�H:!% + �#�%�H:! + �#�%�&; (11) 

$LL< = 8 �#�%�H:!�H:!& + �#�H:!% + �#�%�H:! + �#�%�&; (12) 

$LLJ< = = �#�%�&�H:!& + �#�H:!% + �#�%�H:! + �#�%�&> (13) 
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Figura 24 – Constante de velocidade observada (kobs/aW) em função de 
pH/H0 para a reação de hidrólise do PP a 25°C e força iônica 1,0 M. Os 
pontos são experimentais, a linha corresponde ao ajuste teórico segundo a 
Equação 9 e os parâmetros obtidos estão apresentados na Tabela 10. Os 
dados de (kobs/aW) em função de pH/H0 estão no ANEXO 6. 

Tabela 10 – Constantes de dissociação e parâmetros cinéticos para a 
hidrólise do PP, a 25°C e força iônica 1,0 M. 

Resultados Cinéticos 

PP+ (kPP+, s
-1) 1,32 ± 0,38 x 10-2 

PP± (kPP±, s
-1) 1,02 ± 0,70 x 10-3 

PP- (kPP-, s
-1) 2,87 ± 1,04 x 10-2 

PP2- (kPP2-, s
-1) 2,21 ± 0,64 x 10-7 

pKa1 -1,02 ± 0,3 

pKa2 2,62 ± 0,3 

pKa3 5,62 ± 0,2 
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Esquema 35  

 

O ajuste dos dados cinéticos da Figura 24 fornece um 
conjunto de constantes de velocidade e de pKas (Tabela 10).  Dois 
dos valores de pKas (pK2 e pK3 ) são compostos de pares de 
constantes microscópicas. Conforme representado no Esquema 35, 
provavelmente o segundo pKa (=2,62) refere-se à constante de 
dissociação do nitrogênio piridínico, pois esse valor é muito próximo 
daquele obtido por titulação para o DPP (Tabela 9, pKa2=2,73).  



104 

Além disso, o segundo pKa de monoésteres de fosfato simples 
geralmente são mais altos que esse valor (em torno de 5 e 7, para 
monoésteres arílicos e alquílicos, respectivamente1).  

O máximo observado no perfil de pH em torno de pH 4 
sugere que deve existir um equilíbrio com transferência de próton do 
oxigênio fosforílico da espécie aniônica PP- para o nitrogênio da 
piridina levando a formação da espécie PP+=, a qual tem um bom 
grupo de saída. O monoéster na forma PP+= deve ser hidrolisado 
pelo mecanismo observado para a hidrólise de monoânions de 
monoésteres de fosfato, Esquema 36.35,113  

 

Esquema 36 

 

O mecanismo representado no Esquema 36, no caso do 
monoéster 2-piridil fosfato, supostamente envolve o pré-equilíbrio de 
protonação do oxigênio do grupo de saída do monoéster aniônico, 
para gerar pequenas quantidades da espécie cineticamente 
equivalente e altamente reativa de monoéster (P+=).  O equilíbrio 
correspondente PP-⇌ PP+= deve ser relativamente favorável, pois os 
pKas do oxigênio fosforílico e nitrogênio  piridínico do grupo de 
saída  são próximos, Tabela 10.  

Em linhas gerais, os monoésteres dianiônicos são menos 
reativos que os monoaniônicos, com exceção de monoésteres 
derivados de bons grupos de saída. De fato, monoésteres com grupos 
de saída bons e ruins apresentam comportamentos cinéticos distintos, 
o que tem sido explicado em termos de mecanismos diferentes.  O 
mecanismo de hidrólise de espécies monoaniônicas de monoésteres 
de fosfato envolve transferência intramolecular de um próton para o 
grupo de saída, Esquema 36. Em princípio, um substituinte OH 

deveria ser semelhante a um grupo -OMe, em capacidade de doar 
elétrons. Porém, a hidrólise do monoânion metil fosfato é muito mais 
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rápida do que a dimetil fosfato: devido à protonação do grupo de 
saída, como indicado pelo valor reduzido de βLG = -0,27 (100°C).41 
Em geral, essa transferência depende da basicidade do grupo de 
saída, determinante no grau de ligação do próton com o oxigênio do 
grupo de saída. No estado de transição de substratos com bons 
grupos de saída, a transferência ocorre cedo na coordenada de 
reação, ou seja, pouca ligação entre o próton e o átomo de oxigênio 
do grupo de saída. Enquanto que, em monoésteres com grupos de 
saída ruins a transferência é mais tardia e a quebra P-O é pouco 
avançada. O aumento na velocidade da reação devido à transferência 
de próton para o grupo de saída é o principal motivo pelo qual a 
hidrólise dos monoésteres de fosfato mostra um pH ótimo em torno 
de 4, região de concentração máxima do monoânion.35,36,106,114-116   

   

4.3.4 Caracterização de produtos por RMN 

Foram obtidos espectros sucessivos de RMN em função do 
tempo para a reação de hidrólise do DPP nas diferentes regiões do 
perfil de pH: inclinação ácida (pH 4), patamar (pH 9) e inclinação 
básica (pH 14). As reações em pH 4 e 14 foram acompanhadas à 
25ºC. Devido ao fato de que a reação é extremamente lenta em pH 9, 
os experimentos foram realizados à 100ºC, durante mais de 50 dias, 
os espectros de RMN de 31P e 1H estão nas Figuras 25 e 26, 
respectivamente. Os espectros obtidos nas reações em pH 4 e 14 
estão no ANEXO 7. Os deslocamentos químicos das espécies 
observadas estão apresentados na Tabela 11. A relação da área dos 
picos de RMN permite a construção de gráficos de área relativa de 
produtos e reagentes em função do tempo. Os gráficos obtidos a 
partir dos dados das Figuras 25 e 26 estão na Figura 27 A e B, 
respectivamente. 

A análise de produtos por RMN mostra claramente que os 
únicos produtos da reação de hidrólise do DPP em pH 9 e 4, são 
fosfato inorgânico (Pi) e  2-piridona. Já em pH 14, foi observado a 
formação do monoéster PP e 1 equivalente de 2-piridona (ANEXO 
7). Esses experimentos de RMN fornecem uma evidência química 
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concreta das observações obtidas previamente por espectrometria 
UV-Vis. Especialmente na região que se refere à hidrólise do diéster 
monoaniônico DPP- (pH 9): onde tem-se o menor valor de constante 
de velocidade, a qual foi calculada pelo método das velocidades 
iniciais assumindo a formação de 2 equivalentes de piridona. 

 

 
Figura 25 – Espectros sucessivos de RMN de  31P para a reação de hidrólise 
do DPP em D2O, a 100ºC e pD 9. 

 

 

t=0t=0t=0t=0

t= 5 diast= 5 diast= 5 diast= 5 dias

t= 8 diast= 8 diast= 8 diast= 8 dias

t=  15 diast=  15 diast=  15 diast=  15 dias

t= 27 diast= 27 diast= 27 diast= 27 dias

t= 41 diast= 41 diast= 41 diast= 41 dias

ppm (t1)
-20-1001020

t= 54 diast= 54 diast= 54 diast= 54 dias
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Figura 26 – Espectros sucessivos de RMN de 1H para a reação de hidrólise 
do DPP em D2O, a 100ºC e pD 9.  

Tabela 11 – Deslocamentos químicos de RMN de 1H e 31P para as espécies 
observadas na reação de hidrólise do DPP.  

Composto RMN 1ΗΗΗΗ    
 δ δ δ δ ppm 

RMN 31P 
δδδδ ppm 

2-piridona 

6,61 ppm (ddd, 1H, J= 7,2; 6,6; 1,2 Hz); 
6,66 ppm (ddd, 1H, J= 9,2; 1,1; 1,1 Hz); 
7,55 ppm (ddd, 1H, J= 6,6; 2,0, 0,8 Hz); 
7,74 ppm (ddd, 1H, J= 9,4; 7,4; 2.3 Hz) 

- 

DPP 

7,24 ppm (ddd, 1H, J= 8,2; 2,0; 0,8 Hz); 
7,29 ppm (ddd, 1H, J= 7,4; 5,1; 0,8 Hz); 
7,91 ppm (ddd, 1H, J= 8,2; 8,2; 2,0 Hz); 
8,24 ppm (dd, 1H, J= 5,1; 2,0 Hz) 

-11,22 

 

Pi - 3,24 

t=0t=0t=0t=0

t= 5 diast= 5 diast= 5 diast= 5 dias

t= 8 diast= 8 diast= 8 diast= 8 dias

t= 15 diast= 15 diast= 15 diast= 15 dias

t= 27 diast= 27 diast= 27 diast= 27 dias

t= 41 diast= 41 diast= 41 diast= 41 dias

ppm (t1)
6.006.507.007.508.008.509.009.50

t= 54 diast= 54 diast= 54 diast= 54 dias
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Figura 27 – Gráfico de área relativa versus tempo, calculado a partir dos 
espectros sucessivos de RMN de 31P (A) e 1H (B), da reação de hidrólise do 
DPP em pD 9, a 100ºC.  
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4.3.5 Parâmetros termodinâmicos 

A fim de obter os parâmetros de ativação para a reação de 
hidrólise do DPP, as constantes de velocidade foram determinadas 
na região do patamar no gráfico de perfil de pH (9-10) em diferentes 
temperaturas. Os dados para o k0,s

-1 (Tabela 12) fornecem uma 
excelente relação linear de Eyring, de acordo com um mecanismo 
constante no intervalo de 25-100°C, Figura 28. Os parâmetros 
termodinâmicos foram calculados com as Equações 14-16, onde kb , 
h e  R  referem-se às constantes de Boltzmann (1,38 x 10-23 J.K-1), de 
Planck (6,63 x10-34J.s) e universal dos gases (8,314 J.mol-1.K-1) , 
respectivamente.117 

 

Tabela 12 – Constantes de velocidade observadas em diferentes 
temperaturas para a hidrólise do DPP em pH 9,4-9,7 (tampão CHES) e  
força iônica 1,0 M.   

pH T (°C) kobs  (s
-1) 

9,4 25 3,12 x 10-10 

9,4 45 5,44 x 10-9 

9,7 60 3,70 x 10-8 

9,7 75 1,35 x 10-7 

9,7 90 8,50 x 10-7 

9,7 100 2,06 x 10-6 

 

 



110 

0.0026 0.0028 0.0030 0.0032 0.0034

-28

-26

-24

-22

-20

-18
ln

(k
ob

s/T
)

1/T

 
Figura 28 – Gráfico de ln(kobs/T) vs T-1 para reação de hidrólise de DPP- em 
pH 9,50 e µ=1,0 (KCl).  
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A Tabela 13 compara dados de entalpia e entropia de 
ativação da hidrólise espontânea do DPP- com dados importantes da 
literatura para diésteres de fosfato dialquílicos e diarílicos. Os dados 
do diéster BMIPP ± estão incluídos, pois conforme mostrado na 
introdução, a hidrólise desse diéster ocorre via a combinação de 
catálise nucleofílica intramolecular e básica geral por dois 
imidazóis.81 Os dados da Tabela 12 mostram claramente a eficiência 
da catálise nucleofílica intramolecular por nitrogênios 
imidazolínicos, expressa em termos de entalpia e entropia para a 
reação de hidrólise do BMIPP e no valor de ∆G (8,7 kcal.mol-1).A 
aceleração modesta observada para a reação de hidrólise do DPP é 
perfeitamente representada por um aumento na entropia de ativação. 

 

Tabela 13 – Parâmetros de ativação para a hidrólise espontânea de ânions 
de diésteres de fosfato. 

Éster de 
fosfato Reação 

∆H‡ 

kcal.mol-1 

∆S‡ 

cal.mol-1K-1 

∆G‡ 

kcal.mol-1 

Dimetil 

fosfato118 
C-O 25,0 -16,8 30,0 

Dineopentil 

fosfato119 
P-O 29,5 -28,9 38,1 

DPP P-O 25,1 -17,8  30,4 

BMIPP ± 80 P-O 19,0 -9,05  21,7 

BDNPP4 P-O 19,0 -25,5 26,6 
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4.3.6 Mecanismo da Reação 

O aumento significativo na constante de velocidade da 
reação de hidrólise espontânea do DPP a 25ºC e 100ºC é, em 
princípio, uma evidência da participação do(s) nitrogênio(s) 
piridínico(s) na reação. Vários mecanismos podem ser sugeridos: (i) 
uma reação envolvendo o ataque do íon hidróxido ao ácido 
conjugado DPP± (Esquema 37, Nu=HO-), a qual é cineticamente 
equivalente à reação envolvendo o ataque da água ao diéster 
aniônico (DPP-); (ii) catálise nucleofílica intramolecular pelo 
nitrogênio piridínico do grupo espectador; (iii) ataque direto da água 
ao DPP-; e (iv) ataque direto da água ao DPP- com assistência de um 
nitrogênio piridínico atuando como catalisador básico geral. 

 

 

Esquema 37 

 

Todas essas possibilidades mecanísticas são minuciosamente 
discutidas a seguir. O mecanismo (i) está discutido com base na 
reação com nucleófilos. Nucleófilos fortes, como hidroxilamina 
podem reagir mais rapidamente com quantidades muito pequenas de 
DPP±, mesmo em pHs elevados onde a espécie predominante no 
meio é o DPP-.  
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4.3.7 Reação do DPP com hidroxilamina 

4.3.7.1 Estudo cinético 

Na Figura 29 está apresentado o perfil de pH  para reação 
do DPP com hidroxilamina entre os pHs 5,0 e 9,0. Os resultados 
mostram que a velocidade da reação diminui com o aumento do pH, 
com um máximo de velocidade em pH 5 onde a forma protonada da 
hidroxilamina é dominante. Esse comportamento é distinto daquele 
observado normalmente para reações de ésteres de fosfato com 
hidroxilamina. Em geral, nas reações com ésteres de fosfato simples, 
por exemplo, aqueles derivados de fenóis, observa-se um aumento de 
velocidade com aumento do pH até uma região de patamar, onde a 
concentração da espécie neutra da hidroxilamina é máxima.26,63,120  
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Figura 29 – Logaritmo da constante de velocidade observada (kobs) em 
função do pH  para a reação do DPP com [NH2OH]=1,0M (●), a 25 ºC. A 
linha pontilhada refere-se à reação em água. Os dados de kobs em função do 
pH para a reação com hidroxilamina estão no ANEXO 8. 
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Para auxiliar a interpretação dos dados, um gráfico de 
distribuição de espécies foi construído de acordo com os pKas do 
DPP (Tabela 9) e da hidroxilamina (pKa=6,06) Conforme mostra o 
gráfico de distribuição de espécies na Figura 30, na região entre pHs 
4-5, onde tem-se os maiores valores de constante de velocidade 
observada, as frações molares mais significativas são: da espécie 
protonada da hidroxilamina (+NH3OH) e monoaniônica do diéster de 
fosfato (DPP-). Essas espécies têm reatividades limitadas: o 
nucleófilo está na sua forma não reativa e, neste pH, a hidrólise do 
substrato tem um tempo de meia vida de aproximadamente 190 horas 
(1,0 x 10-6 s-1).  
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Figura 30  – Distribuição de espécies para subtrato e nucleófilo em função 
do pH, de acordo com os pKas do DPP  (obtido experimentalmente, Tabela 
8) e com o valor da literatura para a hidroxilamina (pKa =6,06). 

 Os dados da Figura 29 foram ajustados com a Equação 17, 
que considera: as reações da espécie neutra da hidroxilamina com 
DPP dipolar iônico (kN1) e aniônico (kN2), e a reação de hidrólise da 
espécie zwitteriônica do substrato (kDPP±), conforme o Esquema 38. 
Os valores obtidos para cada constante, através do ajuste não linear 
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dos dados da Figura 29, estão na Tabela 14. Nessa tabela também 
está apresentado o valor obtido para efeito isotópico de solvente 
(kH/kD) em pD 5, a 25ºC e [NH2OH]=1,0 M.  

���� = (�_#$_�%��+ �KLL±) $KLL± + �_%$_�%��$KLL< (17) 

 

 

Esquema 38 

 

Tabela 1 4  – Constantes utilizadas no ajuste não linear dos dados da 
Figura 29 e efeito isotópico do solvente (kH/kD). 

Constantes de velocidade Constantes de dissociação 

kN1, M
-1s-1 0,42 pKa (DPP+) 0,33

 
kN2, M

-1s-1 2,40 x 10-7 pKa (DPP±) 2,73
 

DPP± (k±, s
-1)

 
3,56 x 10-4

 
pKa (NH2OH) 6,06 

Efeito isotópico do solvente (kH/kD) em pH(D) 5,0
 

kobs, s
-1  em H2O 1,15 x 10-4 

kH/kD=0,64 
kobs, s

-1  em D2O 1,79 x 10-4 
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Os dados da Tabela 14 mostram que a constante de 
velocidade para a reação do DPP±  com NH2OH (kN1) é cerca de 103 
vezes maior que para a reação de hidrólise do DPP±. Além disso, a 
contribuição da reação de NH2OH com DPP- é mínima (kN2), 
coerente com o pKa do grupo de saída do substrato (pKa=9,09). 
Possivelmente a reação acontece via transferência de próton da 
espécie protonada da hidroxilamina (+NH3OH) para a forma 
aniônica do substrato (DPP-), conforme mostra o Esquema 39. Essa 
hipótese parece ser coerente, uma vez que, a hidroxilamina 
protonada não é reativa e, na faixa de pH onde tem-se valores 
expressivos de kobs,  mais de 90% da hidroxilamina presente está na 
sua forma protonada (+NH3OH).  O valor de efeito isotópico inverso 
obtido (kH/kD<1), Tabela 14, é bastante coerente com a transferência 
de próton sugerida quando considera-se o conceito geral de catálise 
ácida específica, conforme mostrado no Esquema 11 da Introdução. 
Mecanismos de reações orgânicas que envolvem esse tipo de catálise 
são conduzidos basicamente por duas etapas: transferência de próton 
em um pré-equilíbrio, o qual é seguido pela etapa determinante da 
velocidade. Esta não envolve transferência de próton e 
automaticamente fornece um valor de efeito isotópico inverso.75 Os 
resultados cinéticos obtidos para a reação entre hidroxilamina e o 
diéster DPP sugerem que a reação ocorre com transferência de 
próton da espécie +NH3OH para DPP-. Essa transferência de próton 
leva à formação das espécies altamente reativas: hidroxilamina 
neutra (NH2OH) e diéster DPP±, o qual tem um bom grupo de saída 
(pKa=0,75).84 Alguns cálculos teóricos foram realizados com o 
objetivo de confirmar essa proposta de mecanismo. 
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Esquema 39 

 

4.3.7.2 Cálculos Teóricos 

Reações aparentemente simples de transferência do grupo 
fosforila apresentam muitas peculiaridades e podem ser bastante 
complexas, assim como recentemente demonstrado com detalhes o 
envolvimento de águas na estabilização do estado de transição para 
um série de triésteres fosfóricos.45  Nesse sentido, os cálculos 
teóricos constituem uma ferramenta de extrema importância na 
elucidação de mecanismos de reações orgânicas, muitas vezes 
esclarecendo questões que dificilmente poderiam ser explicadas 
através de procedimentos experimentais. Em princípio, os 
mecanismos considerados nos cálculos computacionais devem ser 
aqueles evidenciados experimentalmente.  

Nesse sentido, cálculos teóricos foram realizados 
considerando a reação de DPP± com NH2OH, espécies que são 
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formadas na etapa de pré-equilíbrio, de acordo com os resultados 
experimentais. De fato, os resultados teóricos corroboram com os 
dados experimentais, mostrando que o mecanismo sugerido 
experimentalmente é coerente, como segue. Para essa reação foram 
considerados: (i) unicamente o substrato e o nucleófilo; (ii) o 
envolvimento de uma molécula de água; e (iii) a participação de duas 
moléculas de água. Na Tabela 15 estão apresentados os valores 
teóricos obtidos de energia livre de ativação, comparados com o 
valor experimental. O Esquema 40 representa a reação estudada 
considerando os mecanismos na ausência e na presença de 1 
molécula de água. 

 

Tabela 15 – Energia livre de ativação e constantes de velocidade para a 
reação do DPP com hidroxilamina a 25ºC, calculados com o nível de teoria 
B3LYP/6-31+G(d,p). 

Número de águas k (M -1s-1) ∆∆∆∆G≠≠≠≠ (kcal/mol) 

Experimental 0,42 18,0 

0 0,006 20,5 

1 0,22 18,3 

2 0,23 18,3 

 

Os dados da Tabela 15 mostram que o cálculo da energia 
livre de ativação forneceu um valor razoável comparado ao 
experimental, quando uma molécula de água é considerada na 
estabilização do estado de transição por ligação de hidrogênio. A 
adição de uma segunda molécula de água não provoca estabilização 
adicional do estado de transição. A reação acontece por meio de uma 
reação do tipo SN2(P), com o ataque do átomo de oxigênio da 
hidroxilamina ao átomo de fósforo. A estrutura do estado de 
transição para a reação com 1 molécula de água está representada na 
Figura 31. A forma zwitteriônica da hidroxilamina é considerada 
nos cálculos conforme os dados experimentais e teóricos já 
publicados na literatura para reações de hidroxilamina com ésteres de 
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fosfato que sugerem que o átomo de oxigênio da forma zwitteriônica 
da hidroxilamina é responsável pelo ataque nucleofílico nesses 
compostos.65-67 

Os resultados de parâmetros estruturais de reagente, estado 
de transição e produto mostram um alongamento importante da 
ligação P2-O1 de 1,693Å a 1,840Å, indicando quebra de ligação 
substancial.  De forma correspondente, a formação da ligação P2-O3 
é observada no TS: de 5,917Å a 2,234Å. Por outro lado, as 
distâncias N4-H5 e H10-O9 não sofrem mudanças significativas de 
reagente a TS, o que indica que a molécula de água presente 
estabiliza o TS apenas por ligação de hidrogênio. (Figura 31) A 
análise dos ângulos diedrais mostra um estado de transição não 
planar com pouca rigidez, com um ângulo diedral O1-P2-O3-N4 de 
132º. (A tabela de parâmetros estruturais está no ANEXO 9). O TS 
da etapa limitante da velocidade foi verificado por meio de cálculos 
de IRC , Figura 32. Assumindo a existência do pré-equilíbrio, foram 
considerados dois mínimos na superfície de energia: o mínimo 
global, que está identificado como R1; e o estado de transição 
conecta com o mínimo R2, Figura 32. 

 

 



120 

 

Figura 31 – Estrutura otimizada do estado de transição para a reação de 
DPP com hidroxilamina. 
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Esquema 40 
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Figura 32 – Coordenada de reação intrínseca para a reação do DPP com 
NH2OH com 1 molécula de água.  

Para investigar a natureza do TS, foram realizados cálculos 
NBO para mudanças de ordem de ligação. Os índices de ligação de 
Wiberg (Bi) foram calculados para as ligações que sofreram 
alterações significantes na reação: O1-P2 e P2-O3, Tabela 16.  
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 Tabela 16 – Índices de ligação de Wiberg para reagente (R), estado de 
transição (TS) e produto (P), calculados com o nível de teoria B3LYP/6-
31+G(d,p). Mecanismo SN2(P) com 1 molécula de água.  

 O1-P2 P2-O3 Sy 

`abc 0,5273 0,0003 

0,762 
`ade 0,3963 0,2302 

`af 0,0006 0,5692 

%E v 24,9 40,4 

 

As ordens de ligações estimadas indicam que a formação de 
ligação P2-O3 é a coordenada de reação mais avançada, cerca de 
40%. Enquanto que, a quebra O1-P2 mostra uma evolução de 
aproximadamente 25%. Outras ordens de ligações não mudam 
significativamente. A evolução média na ordem de ligação é de 
32,6%, indicando um estado de transição precoce na coordenada de 
reação, consistente com caráter associativo no estado de transição.  

 

4.3.8 Reações com nucleófilos: mecanismo (i) 

A primeira indicação de que a hidrólise espontânea de TPP 
não poderia ocorrer via catálise intramolecular foi a observação de 
catálise por tampão na região de patamar do perfil de pH.46 Tampões 
ácidos e básicos são tipicamente ácidos, bases e nucleófilos mais 
fortes que a água neutra, porém não podem competir com a 
eficiência da catálise intramolecular.121 O efeito de tampão foi 
investigado com cuidado para a reação de hidrólise do DPP: foram 
realizados experimentos em diferentes concentrações de CHES 
(pKa=9,4) a 25°C e 75°C, os dados estão na Tabela 17. 

 

 

 



124 

Tabela 17 –  Hidrólise do DPP em tampão CHES a 25 e 75°C, com força 
iônica 1,0 M.  

[CHES], mM pH T (°C) kobs (s
-1) 

50 9,4 25 2,0 ± 0,2 x 10-10 

200 9,4 25 1,4 ± 0,2 x 10-10 

50 7,8 75 3,2 ± 0,03 x 10-7 

50 8,2 75 1,6 ± 0,02 x 10-7 

50 8,6 75 1,1 ± 0,01 x 10-7 

200 7,8 75 2,6 ± 0,02 x 10-7 

200 8,2 75 1,5 ± 0,01 x 10-7 

200 8,6 75 1,1 ± 0,01 x 10-7 

Obs: [DPP] = 15 mM. A  variação total na absorvância em 294nm foi calculada 
considerando a formação de dois equivalentes de 2-piridona.  

 

Os dados da Tabela 17 mostram que nenhuma indicação de 
catálise por tampão foi observada para a reação de hidrólise do DPP. 
Ainda, pode-se observar nessa tabela que as constantes de velocidade 
são ligeiramente reduzidas em concentrações mais elevadas de 
tampão, provavelmente essa redução é provocada por efeito do meio.  

Os resultados experimentais e teóricos da reação de 
hidroxilamina com DPP mostram claramente que esta envolve o 
ataque ao diéster dipolar iônico DPP±, uma vez que as constantes de 
velocidade são menores em pHs mais elevados (Figura 29), região 
onde DPP- e nucleófilo na forma de base livre são efetivamente as 
únicas espécie presentes no meio. Além do íon hidróxido, apenas a 
hidroxilamina é um nucleófilo forte o suficiente para reagir a uma 
velocidade mensurável com a forma aniônica do diéster DPP-. O 
nucleófilo alfa hidroxilamina reage (em pH> 10) com uma constante 
de velocidade (2,42 x 10-7 M-1s-1) próxima do valor observado para a 
reação com hidróxido (14,7 x 10-7 M-1s-1). Reatividades semelhantes 
entre íon hidróxido e hidroxilamina são típicas para reações de diaril 
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e alquil aril fosfatos, em que não há ambiguidade mecanística, e 
permitem a escolha entre os mecanismos cineticamente equivalentes, 
Tabela 18. Ainda, a constante de velocidade de segunda ordem, para 
a reação de hidroxilamina com DPP± é de 0,42 M-1s-1: uma constante 
de velocidade de segunda-ordem para íon hidróxido (kOH)  igual a 
58M-1s-1 seria necessária para que a reação de DPP± com hidróxido 
explicasse a constante de velocidade observada na região entre pH 8-
11.  A diferença de duas ordens de grandeza é um forte indicativo, 
assumido para a discussão posterior, de que a hidrólise espontânea da 
DPP muito provavelmente envolve uma reação da forma iônica 
predominante (DPP-). 

 

Tabela 18 – Comparação de constantes de velocidade de segunda ordem 
para reações de hidróxido e hidroxilamina com diésteres de fosfato. 

Diéster de fosfato k2(OH), M -1 s-1 k2(NH2OH), M -1 s-1 

Bis-2,4DNPP, 25°C 2,92 x 10-3 a 3,96 x 10-3 a 

Me-2,4DNPP, 39°C 8,40 x 10-4 a 8,80 x 10-4 a 

DPP-, 25°C 14,7 x 10-7 2,42 x 10-7 

DPP± , 25°C (58) b  0,42 
a Dados da literatura.108 b Valor necessário para explicar k0 pelo mecanismo (i). 

  

4.3.9 Mecanismos (ii) e (iv): Catálise Intramolecular 

Por que a catálise intramolecular é observada na hidrólise 
espontânea do DPP-, sendo que nenhum efeito importante é 
observado no caso do triéster correspondente TPP?  Uma importante 
diferença é que os átomos de nitrogênio piridínicos do DPP- são 
substancialmente mais básicos (pKa=2,73) que os nitrogênios do 
TPP (pKa=-0,22).86 O aumento observado na constante de velocidade 
da reação de hidrólise do DPP (k0) é significativo e, normalmente, 
seria indicativo de catálise nucleofílica pelos nitrogênios piridínicos.  
Valores de molaridade efetiva (ME )121 não estão disponíveis na 
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literatura para catálise básica geral de hidrólise de diésteres fosfato 
catalisadas por piridinas, pois as reações observadas são 
essencialmente nucleofílicas.108 No entanto, é possível fazer uma 
estimativa na ordem de 14 M para ME  necessária para representar a 
constante de velocidade observada para a reação de hidrólise de 
DPP- por uma piridina com pKa=2,73 através de catálise nucleofílica 
(Os dados para estimativa de ME  estão no ANEXO 10). 

No caso de catálise nucleofílica intramolecular, a reação 
envolveria a formação de intermediário de 4 membros (Esquema 39) 
e um baixo valor de ME  seria esperado e, portanto, o valor calculado 
de 14 M  não é conclusivo. No entanto, um valor semelhante de ME 
seria esperado para a reação da espécie zwitteriônica  DPP±, que tem 
geometria idêntica para o ataque nucleofílico intramolecular. O valor 
de ME  estimado para este sistema, com um grupo de saída muito 
melhor, porém com nucleófilo menos básico, é apenas 0,05: o que 
torna esse mecanismo muito menos provável também para a reação 
de hidrólise do DPP±. 

 

 

Esquema 41 

 

A evidência cinética coerente com catálise nucleofílica 
intramolecular, embora não exclusivamente coerente, é o baixo valor 
de efeito isotópico do solvente: kH/kD =1,28 a 25°C, Tabela 19. No 
entanto, esse número não é consideravelmente menor do que o efeito 
isotópico do solvente de 1,55 observado, a 39°C, para a hidrólise do 
BDNPP, a qual é supostamente uma reação do tipo SN2(P).4 Além 
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disso, a entropia de ativação (∆S‡=-17,8 cal.mol-1K-1) também é 
incompatível com um estado de transição unimolecular, ainda que 
uma reação espontânea SN2(P) possa envolver água solvatada como 
o nucleófilo.  

 

Tabela 19 – Efeito isotópico do solvente para a reação de hidrólise do DPP, 
medidas realizadas em triplicata em pH 9,4 ( CHES) e força iônica 1,0 M.   

Temperatura Solvente kobs  (s
-1) kH/kD 

25°C 
H2O 3,37 x 10-10 

1,28 
D2O 2,64 x 10-10 

45°C 
H2O 1,51 x 10-8 

1,20 
D2O 1.26 x 10-8 

 

O efeito isotópico do solvente surpreendentemente baixo, 
kH/kD =1,28 à 25°C, já foi demonstrado na literatura para a hidrólise 
do  4-nitrofenil 2-dimetilamino propionato (Esquema 42). Esse 
sistema exibe catálise básica-geral intramolecular porque a estrutura 
do substrato descarta a possibilidade de um mecanismo via catálise 
nucleofílica intramolecular, e foi obtido experimentalmente um valor 
de kH/kD =1,4 à 39°C.122 
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Esquema 42 

 

4.3.10 Mecanismos SNP(2) – (iii) 

O mecanismo "padrão" para a hidrólise espontânea de um 
diéster de fosfato diarílico envolve o deslocamento concertado do 
grupo de saída por uma molécula de água, a qual é assistida por 
outras moléculas de água que atuam como bases gerais  
deslocalizando a carga positiva em desenvolvimento. Existe na 
literatura um consenso geral de que as reações de hidrólise de 
diésteres de fosfato - certamente aqueles com bons grupos de saída - 
não envolvem a formação de intermediários pentacovalentes 
dianiônicos.44 Todas as evidências experimentais sugerem que  a 
reação de hidrólise espontânea do DPP- ocorre com catálise 
intramolecular moderadamente eficiente, supostamente pelo 
nitrogênio piridínico, e ainda, sugerem fortemente que a reação 
envolve a água como nucleófilo imediato no ataque nucleofílico 
sobre o DPP-.  

Sendo que as reações intermoleculares de piridinas com 
diésteres reativos são essencialmente nucleofílicas, as constantes de 
velocidade apenas definem os limites superiores para a catálise 
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básica geral: de modo que os valores de ME , da ordem de 14M, 
estimados para a catálise nucleofílica representaria um limite inferior 
para IGBC  (e ao mesmo tempo um valor relativamente elevado121). 
Contudo, os resultados experimentais não são suficientes para apoiar 
um mecanismo em particular. Nesse sentido, cálculos 
computacionais foram realizados para uma série de mecanismos 
possíveis para a hidrólise espontânea de DPP-, que permitem uma 
escolha elucidativa acerca do mecanismo. Para fins comparativos, 
foram realizados cálculos computacionais para um diéster simples: 
bis-4-clorofenil fosfato (4-ClPP) derivado de um fenol com pKa 
igual a 9,38,  próximo da 2-hidroxipiridina  (pKa =9,09). 
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4.3.11 Cálculos computacionais 

A coordenada de reação foi avaliada para todas as 
possibilidades mecanísticas de hidrólise do DPP. Pontos 
estacionários estão localizados para caracterizar reagente (R), estado 
de transição (TS), intermediários e produtos, e assim foi obtida a 
energia livre de ativação. Cinco possíveis mecanismos foram 
considerados:  (i) Esquema 37;  (ii) Esquema 41, (iiia) Esquema 
43, (iiib) Esquema 44 e (iv) Esquema 45.  

O cálculo para o mecanismo (i), reação cineticamente 
equivalente de hidróxido com DPP± (Esquema 37), resultou em uma 
das mais altas energias livres de ativação, confirmando a conclusão, 
obtida a partir dos resultados cinéticos, de que esse mecanismo pode 
ser excluído. Mecanismos (ii),  (iiia), (iiib)  e (iv) foram analisados 
com maiores detalhes. O mecanismo (ii)  é o processo em duas etapas  
envolvendo catálise nucleofílica intramolecular pelo nitrogênio 
piridínico por meio de um estado de transição cíclico de 4 membros, 
Esquema 42. O intermediário formado é rapidamente convertido 
para produtos pelo ataque da água ao átomo de fósforo central (Essa 
etapa não foi considerada nos cálculos computacionais). Na ausência 
de uma molécula de água específica, o mecanismo (ii)  naturalmente 
mostra a menor energia de ativação (Tabela 20), mas a energia livre 
de ativação calculada aumenta a medida que moléculas de água são 
adicionados ao cálculo, tornado-se imediatamente menos favorecido. 
Então, o mecanismo (ii) deve ser descartado, uma vez que a reação 
em estudo ocorre em meio aquoso. Enquanto que, mecanismo (iii)  
envolve o ataque do átomo de oxigênio da água ao átomo de fósforo 
com deslocamento do grupo de saída (a) de forma concertada 
(SN2(P)), ou (b) por uma reação em etapas, Esquemas 43 e 44.  

Finalmente, o mecanismo (iv) envolve o ataque do átomo 
de oxigênio da água ao átomo de fósforo assistido pelo átomo de 
nitrogênio do grupo espectador, Esquema 45. Os dados calculados 
para esses quatro mecanismos são comparados com o valor 
experimental na Tabela 20. 

 



131 

 

 

 

Esquema 43 

 

 

Esquema 44 

 

 

 

Esquema  45 
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Para os mecanismos do tipo SN2(P) - mecanismos (iii) -  a 
adição de moléculas de água provocou a diminuição da barreira de 
energia livre. No caso do mecanismo concertado (iiia ) a 
estabilização ocorreu com 3-5 H2O, em um valor de 3-4 kcal.mol-1 
acima do valor observado experimentalmente. Os cálculos teóricos 
para o diéster diarílico simples 4-ClPP, descritos a seguir, 
forneceram um valor de energia livre de ativação consideravelmente 
maior, e bem próxima daquela esperada para um diéster de fosfato 
com o grupo de saída 4-clorofenol (pKa = 9,38). 

O mecanismo em duas etapas (iiib ), envolvendo um 
intermediário pentacoordenado e uma única molécula de H2O, levou 
a um estado de transição com uma energia livre de ativação similar 
ao encontrado para o mecanismo SN2(P) concertado (iiia ). No 
entanto, as tentativas para otimizar a estrutura do intermediário 
pentacoordenado levaram à clivagem da ligação P-OLG e a reversão 
para um estado de transição bimolecular. A ligação P-OLG é mais 
longa no intermediário hipotético (1,824Å) que no estado de 
transição (1,690Å), indicando que o intermediário não é um mínimo 
de energia para a reação. Além disso, a adição de duas e três 
moléculas de água forneceu resultados semelhantes. Assim, o (iiib ) 
não é suportado pelos cálculos. Resultados semelhantes para a 
hidrólise de diésteres de fosfato têm sido amplamente discutidos na 
literatura especializada:123,124 intermediários pentacoordenados são 
observados em condições fortemente ácidas123 e,  nesse caso, os 
diésteres estão presentes na forma neutra e comportam-se como 
triésteres de fosfato.  
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Tabela 20 – Constantes de velocidade e energia livre de ativação e para a 
reação de hidrólise do DPP a 25 °C, calculados com o nível de teoria 
B3LYP/6-31++G(d,p). 

Mecanismo H2O 1010kcalc (s
-1) ∆∆∆∆G‡(kcal/mol) 

i 
1 4,16x10-7 39,8 

3 2,39x10-5 37,4 

ii 

0 1,98x10-3 34,8 

1 2,54x10-4 36,0 

2 7,20x10-5 36,8 

iiia 

1 4,84x10-7 39,7 

2 5,24x10-4 35,6 

3 2,82x10-3 34,1 

4 2,42x10-3 33,3 

5 4,48x10-3 34,3 

iiib 1 3,62x10-7 39,9 

iv 

 

1 1,72 x10-2 33,5 

2 0,84 (5630) 31,2 (32,7) 

3 0,52 31,5 

Observado  3,12 (16000) 30,4 (31,7) 

Obs.: Os números entre parênteses referem-se a valores calculados a 100ºC. 

 

Para o mecanismo (iv), a energia livre de ativação calculada 
está em excelente concordância com o valor experimental quando 2-
3 moléculas de água estão presentes. Esse mecanismo é bastante 
coerente com o incremento observado na constante de velocidade 
observada na reação de hidrólise do DPP- comparado com diésteres 
de fosfato com grupos de saída com valor de pKa semelhante.4 Esse 
mecanismo foi examinado com maiores detalhes. O estado de 
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transição (TS) para a reação de hidrólise através do mecanismo (iv) 
foi verificada por meio de cálculos de IRC. O perfil obtido (Figura 
33) é coerente com reação concertada em única etapa, com duas 
moléculas de água com papéis bem definidos em TS (Coordenadas 
cartesianas para reagente, complexo ativado e produto estão no 
ANEXO 11). 

 

 
Figura 33 – IRC para a reação de hidrólise do DPP. 

Para confirmar o incremento de velocidade observado para a 
hidrólise do DPP foram realizados cálculos teóricos para a reação de 
hidrólise do diéster 4-ClPP. A hidrólise espontânea do 4-ClPP tem 
uma constante de velocidade de hidrólise de 7,71x10-10 s-1 a 100°C e 
energia livre de ativação igual a 37,57 kcal.mol-1.4 Foram realizados 
os cálculos teóricos para o mecanismo (iiia ), considerando a 
participação de  2, 3 e 4 moléculas de água no TS . A energia livre 
de ativação calculada é cerca de 6 kcal.mol-1 maior que o valor 

31.8 

7.9

TS1

R

P
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observado para o DPP-, e o valor calculado é bem próximo do 
esperado para esse diéster a 100ºC, Tabela 21 (Coordenadas 
cartesianas para reagente, complexo ativado e produto estão no 
ANEXO 11). 

 

Tabela 21 – Energia livre de ativação e constantes de velocidade para a 
reação de hidrólise do 4-ClPP (mecanismo iiia) a 100°C, considerando a 
participação de 2, 3 e 4 moléculas de água, calculados com o nível de teoria 
B3LYP/6-31++G(d,p). 

Moléculas de água 1010k (s-1) ∆∆∆∆G‡ (kcal/mol) 

2 1,84 x 10-7 40,3 

3 15,49 37,1 

4 7,71 37,6 

 

Para uma comparação mais detalhada entre as reações de 
DPP e 4-ClPP, também foi construído o IRC  para a reação de 
hidrólise do 4-ClPP (TS2) na presença de 3 moléculas de água, 
Figura 34. O IRC  confirma a reação do tipo concertada com três 
moléculas de água com papéis bem definidos. Em especial, existe 
uma molécula de água que atua como catalisador básico-geral; 
Figuras 35 e 36. 
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Figura 34 – IRC para a reação de hidrólise do 4-ClPP. 
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TS 1: DPP (νima = 666.24 i cm-1) 

 

TS 2: 4-ClPP (νima =190.95 i cm-1) 

Figura 35 – Estruturas otimizadas dos complexos ativados nas reações de 
hidrólise de DPP (TS1) e 4-ClPP (TS2).   
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Figura 36 – Estados de transição para as reações de hidrólise de DPP (TS1) 
e 4-ClPP (TS2).  

Em cada caso, a reação de hidrólise é iniciada pela 
aproximação de uma molécula de água apropriadamente posicionada 
próxima ao átomo de fósforo, para formar um estado de transição 
pentacoordenado quase linear com o átomo de oxigênio do grupo de 
saída, conforme esperado para um mecanismo do tipo SN2(P). O 
ângulo de O2---P1---O7 no complexo ativado é 171.60° e 172.57° 
com frequências imaginárias de 666,24i e 190,95i para DPP e 4-
ClPP, respectivamente, conduzindo à formação de produto (Tabela 
22). O vetor deslocamento (DV), associado com a frequência 
imaginária, é coerente com um estado de transição no qual a 
formação da ligação P1-O2 e clivagem da ligação P1-O7 são 
concertadas. Esse vetor é descrito na Figura 35 para mostrar a 
natureza física do efeito observado.   
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Tabela 22 – Parâmetros estruturais para reagente (R), estado de transição 
(TS) e produto (P), calculados com o nível de teoria B3LYP/6-31++G(d,p). 

Distâncias Interatômicas (Å) 

DPP 

 P1-O2 O2-H3 H3-N4 N4-C5 C5-O8 P1-O7 P1-O8 

R 3,55 0,98 1,95 1,33 1,38 1,66 1,67 

TS1 1,98 1,31 1,18 1,34 1,34 1,85 1,74 

P 1,64 1,91 1,03 1,35 1,33 2,98 1,73 

 P1-O6, P1-O9 N10-H11     

R 1,51 1,51 1,85     

TS1 1,52 1,52 1,80     

P 1,50 1,50 1,82     

4-ClPP 

 P1-O2 O2-H3 H3-O4 O4-H5 H5-O6 P1-O7 P1-O8 

R 4,51 0,98 1,80 0,99 1,76 1,65 1,65 

TS2 1,93 1,02 1,56 0,97 3,08 2,41 1,63 

P 1,68 1,44 1,06 0,98 3,23 5,39 1,65 

 P1-O6 P1-O9 O6-H11     

R 1,52 1,50 1,82     

TS2 1,50 1,50 1,82     

P 1,51 1,50 1,80     

 DPP 4-ClPP 
Ângulo O2-P1-O7 

 de TS 171,60º 172,57º 

Frequência 
Imaginária (cm-1) 

666,24i 190,95i 
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4.3.11.1 Análise de ordem de ligação  

Com a finalidade de comparar a evolução do estado de 
transição com os respectivos reagentes, foram realizados cálculos de 
ordem de ligação (NBO) como implementado no Gaussian 09.125-128 
Os índices de ligação de Wiberg foram estimados a partir de análise 
de população. Os processos de quebra e formação de ligação 
envolvidos na etapa determinante de velocidade da reação foram 
examinados em termos de Sincronicidade (Sy), conceito proposto 
por Moyano et al.129 O parâmetro Sy fornece uma medida do grau de 
sincronicidade, variando de 0 a 1, no caso de processos puramente 
assincrônicos e sincrônicos, respectivamente. Os índices resultantes 
são mostrados na Tabela 23.  Os índices de ligação de Wiberg foram 
calculados para todas as ligações alteradas na reação de hidrólise, 
como mostrado na Figura 36. As outras ligações sofrem alterações 
insignificantes e não foram consideradas.  
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Tabela 23 – Índices de ligação de Wiberg para reagente (R), estado de 
transição (TS) e produto (P), calculados com o nível de teoria B3LYP/6-
31++G(d,p). 

DPP 

 P1-O2 O2-H3 H3-N4 N4-C5 Sy 

`ab 0,0032 0,6726 0,0553 1,3974 

0,889 

`adeg 0,3613 0,2684 0,4498 1,2893 

`af 0,6651 0,0379 0,6766 1,2392 

%Ev 54,1 63,7 63,5 68,3 

 C5-O8 O8-P1 P1-O7 

 

`ab 0,9537 0,5930 0,5988 

`adeg 1,0603 0,5140 0,4256 

`af 1,1003 0,5030 0,0169 

%Ev 72,7 87,8 29,8 

4-ClPP 

 P1-O2 O2-H3 H3-O4 P1-O7 Sy 

`ab 0,0004 0,6590 0,0646 0,6177 

0,654 
`adec 0,3433 0,5341 0,1367 0,1420 

`af 0,5906 0,1710 0,4825 0,0002 

%Ev 58,1 25,6 17,3 77,0 
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4.3.11.2 Estado de transição e mecanismo  

As distâncias interatômicas semelhantes P1-O2 de 1,98 Å e 
1,93 Å nos estados de transição para as reações de DPP- e 4-ClPP, 
respectivamente, indicam quantidades comparáveis de formação de 
ligação com o nucleófilo. Porém,  as distâncias com o grupo de saída 
P1-O7, 1,85 Å e 2,41 Å (Tabela 22), diferem substancialmente. 
Evidentemente, o estado de transição para o processo de 
transferência do grupo fosforila é adiantado na coordenada de reação 
para o substrato mais reativo DPP, consistente com o envolvimento 
de um nitrogênio piridínico, o qual é uma base geral mais forte 
quando comparado a uma molécula de água. De tal modo que a 
transferência de prótons da água nucleofílica para o catalisador 
básico geral é mais avançada na coordenada de reação: O2-H3 
aumenta de 0,98 para 1,31Å no estado de transição para a reação de 
DPP, em comparação com 1,02 Å  para 4-ClPP. Sendo que, a carga 
positiva em desenvolvimento é estabilizada de forma mais eficaz 
pelo nitrogênio piridínico na reação de hidrólise do DPP do que a 
molécula de água do solvente, no caso do 4-ClPP. A catálise básica 
geral mais efetiva é refletida também nos índices de ligação Wiberg 
(Tabela 23), os quais indicam que a transferência de próton para o 
nitrogênio no TS para a reação do DPP  está aproximadamente 65% 
completa. Enquanto  que, a transferência de prótons envolvidos na 
dispersão da carga positiva desenvolvida sobre a água nucleofílica 
está claramente atrasada na reação do 4-ClPP. 

Para a reação de hidrólise do DPP envolvendo IGBC , as 
ordens de ligações estimadas para formação e quebra de ligação no 
TS indicam que todas as ligações estão em mesmo grau de evolução 
na coordenada de reação, e as ligações diretamente envolvidas 
fornecem um valor de sincronicidade próximo da unidade 
(Sy=0,889). As coordenadas mais avançadas estão intimamente 
associadas à catálise básica geral pelo N4, com elevado grau de 
evolução na transferência de prótons do O2 para o N4, mais de 50% 
de formação da nova ligação P1-O2. A ligação com o grupo 
espectador  P1-O8, mostra o maior grau de evolução no TS, pois é 
afetada diretamente pelo decréscimo de eletrofilicidade no átomo de 
fósforo e pelo desenvolvimento de carga positiva no N4 (87,8%, 
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Tabela 23). Apenas a clivagem da ligação com o grupo de saída (P1-
O7) não mostra grande avanço (29,8%), no momento em que o TS é 
atingido. 

 Por outro lado, no caso do diéster 4-ClPP a quebra da 
ligação P1-O7 é a coordenada mais avançada (Ev=77,0%), seguido da 
formação da ligação P1-O2 (Ev=58,1%). Esta reação é governada 
principalmente pelos grupos de saída. O processo é menos sincrônico 
para essa classe de compostos (Sy = 0,654), mas a transferência de 
próton envolvendo moléculas de água do solvente é  necessária para 
catálise básica-geral. A segunda molécula de água atua como uma 
base geral, como indicado pelos avanços significativos na quebra O2-
H3 e formação H3-O4 ao longo da coordenada de reação.  

Essas diferenças são provavelmente a base para o baixo 
valor de efeito isotópico observado para a hidrólise do DPP, 
kH/kD=1,28 a 25°C. Reconhece-se que as magnitudes de tais efeitos 
podem ser reduzidos, quando há uma grande diferença de pKa entre o 
doador e o receptor de prótons, resultando em um TS  muito 
adiantado ou tardio.113 No presente caso, os dois requisitos são 
satisfeitos: a molécula de água doadora e piridina receptora de 
prótons tem pKas iguais a 15,7 e 2,73, respectivamente. A 
transferência de próton (H3) do oxigênio O2 para o nitrogênio N4 está 
mais de 50% completa no estado de transição, tal como mostrado 
pelos cálculos de comprimento e ordem de ligação (Tabelas 22 e 
23). 
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5 CONCLUSÕES 

Nesta tese estudou-se: (i) a reação do fármaco deferoxamina 
com mono- e triéster de fosfato derivados do 2,4-dinitrofenol; (ii) o 
efeito de grupos espectadores em hidrólise de diésteres de fosfato; e 
(iii) a reação de hidrólise do diéster  bis-2-piridil fosfato (DPP). 

Os estudos cinéticos das reações do fármaco deferoxamina 
com mono- e triéster de fosfato derivados do 2,4-dinitrofenol 
permitem concluir que: 

(i) O incremento global na constante de velocidade de segunda-
ordem de reação de quebra do triéster DEDNPP na presença 
de DFO chega a 107 vezes, comparado à reação de hidrólise 
espontânea. A constante de velocidade de segunda-ordem 
com DFO é apenas 2 vezes menor que aquela obtida para o 
nucleófilo altamente reativo BHA . Em contraste, as reações 
do monoéster DNPP com DFO e BHA são aceleradas 
modestamente, aproximadamente 20%, na presença de 
ambos os nucleófilos.  

(ii)  A reatividade elevada na reação com o triéster de fosfato 
modelo DEDNPP sugere uma utilização adicional para o 
fármaco DFO, na reativação da acetilcolinesterase em casos 
de intoxicação aguda por compostos organofosforados. Os 
dados cinéticos adicionais para o paraoxon metílico foram 
importantes para confirmar que as conclusões em relação ao 
triéster de fosfato modelo DEDNPP podem ser estendidas 
para pesticidas organofosforados. 

  



145 

 

 

Os resultados de efeito de grupos espectadores em diésteres 
de fosfato  mostram: 

(i) Foram sintetizados, e hidrolisados a 100ºC, dois novos  
diésteres: 2,4-dinitrofenil fenil fosfato e 2,4-dinitrofenil 4-
nitrofenil fosfato. Os dados de hidrólise de quatro diésteres 
do tipo RO(PO2

–)–O-2,4-DNP com um grupo de saída em 
comum (2,4-dinitrofenol) e diferentes grupos espectadores 
(RO =  metil, fenil, 4-nitrofenil e 2,4-dinitrofenil) foram 
correlacionados como gráfico de Brønsted para os grupos 
espectadores. O gráfico de constante de velocidade versus  
pKa do ácido conjugado do grupo espectador forneceu um 
valor βNLG igual a -0,031 ± 0,001, a 100°C. 

(ii)  Os resultados trouxeram uma nova LFER  à literatura 
especializada, a qual indica que a sensibilidade à natureza 
dos grupos espectadores em diésteres de fosfato é mínima. 
Esse comportamento é diferente do observado previamente 
para triésteres de fosfato triarílicos: βNLG =-0,35± 0,02, a 
25ºC.  Seguramente essa desigualdade de sensibilidade ao 
grupo espectador está relacionada à diferença intrínseca 
entre os mecanismos que regem essas duas classes de 
fosfatos.  
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O estudo da reação de hidrólise do bis-2-piridil fosfato 
(DPP) permite concluir: 

(i) A constante de velocidade para a reação de hidrólise do 
DPP, na região de patamar de perfil de pH à 25ºC, é cerca 
de 10000 vezes maior do que o previsto para a hidrólise 
espontânea de um diéster de fosfato diarílico simples com 
grupo de saída de pKa similar.  

(ii)  A reação de hidrólise do monoéster PP, produto inicial da 
hidrólise do diéster DPP, foi estudada em função do pH, 
mostrando claramente que a reação do monoéster é mais 
rápida que do diéster em quase toda a faixa de pH. O estudo 
dessa reação foi fundamentalmente importante para os 
cálculos das constantes de velocidade do DPP. 

(iii)  Os resultados cinéticos da reação de hidroxilamina com 
DPP mostram que a reação ocorre com transferência de 
próton em um pré-equilíbrio, que  leva à formação das 
espécies altamente reativas: hidroxilamina neutra (NH2OH) 
e diéster protonado DPP±. A proposta de mecanismo foi 
confirmada por cálculos computacionais. A reação com 
hidroxilamina foi essencial para descartar a possibilidade de 
etapa de pré-equíbrio na reação de hidrólise do DPP. 

(iv) Dentro de diferentes possibilidades de mecanismo, as 
evidências cinéticas e computacionais, combinadas em um 
estudo mecanístico detalhado, mostram que a reação de 
hidrólise espontânea de DPP- ocorre com catálise  básica-
geral intramolecular pelo nitrogênio piridínico do grupo 
espectador.  
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ANEXO 1 – Constantes de velocidade observada em função do pH para 
as reações de DEDNPP com DFO 0,01M  a 25ºC e força iônica 1,0 M.  

pH 104kobs, s
-1 pH 104kobs, s

-1 
7,07 1,17 9,80 98,4 
7,47 2,20 10,08 113 
8,01 6,77 10,34 130 
8,51 16,1 10,50 136 
9,04 38,2 10,60 138 
9,30 65,3 10,90 142 
9,52 77,1 11,30 146 
9,70 92,9 11,48 149 

 
 
ANEXO 2 –  Área de m/z =339 e m/z= 384  em função tempo para a 
reação de hidrólise dos diésteres assimétricos,  a 100°C. 
Tempo, min Area(m/z 339) Tempo, min Area(m/z 384) 

0 1,42E7 0 1,44E6 
45 1,19E7 30 1,28E6 
90 1,17E7 60 1,27E6 
150 9,61E6 90 1,26E6 
195 8,87E6 120 1,07E6 
240 1,02E7 180 981000 
285 7,95E6 240 737000 
330 5,45E6 300 732000 
390 6,13E6 330 617000 
450 5,00E6 420 435000 
510 4,59E6 480 332000 
600 3,95E6 540 243000 
825 1,64E6 570 277000 
1410 826000 600 235000 
1605 463000 660 209000 
1740 402000 1365 8410 
1875 203000 1425 9090 

  1485 8360 
  1725 4800 
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ANEXO 3 - Titulação do DPP por RMN 

 
ANEXO 3.1 – Dados para a titulação do DPP por RMN de 31P 

Em 100% D2O Em H2O/ D2O (10%) 
pHlido δ 31P, ppm pD δ 31P, ppm 
3,80 -11,68 4,19 -11,57 
3,43 -11,72 3,30 -12,01 
2,81 -12,17 2,88 -12,37 
2,46 -12,57 2,78 -12,55 
2,17 -12,89 2,30 -12,97 
1,98 -13,14   

ANEXO 3.2 – Dados para a titulação do DPP por RMN de 1H 
 δδδδ1H, ppm 

pD H6 H 4 
4,19 8,10 7,79 
3,30 8,12 7,87 
2,88 8,14 7,93 
2,78 8,16 7,96 
2,47 8,18 8,02 
2,30 8,18 8,03 

 
ANEXO 4 – Cálculo de constante de velocidade observada, a partir de 
equações de reações consecutivas, para a reação de hidrólise do DPP a 
25°C e força iônica 1,0 M. 
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Resultados obtidos 

pH k2 PP, s-1 A0 
kobs, 

DPP, s-1 

 

k1 DPP, s-1 

(corrigido) 

-2,12 2,22E-2 0,060 5,07E-3 8,00E-3 
-1,69 1,89E-2 0,062 6,34E-3 7,83E-3 
-1,25 1,51E-2 0,062 3,95E-3 6,85E-3 
-1,05 1,12E-2 0,060 4,62E-3 6,99E-3 
-0,69 7,70E-3 0,061 4,18E-3 6,84E-3 

0 4,53E-3 0,080 3,33E-3 5,20E-3 
0.6 2,04E-3 0,104 1,99E-3 3,95E-3 
1,0 1,48E-3 0,176 1,30E-3 1,40E-3 
1,6 2,01E-3 0,174 9,21E-4 1,22E-3 
2,0 2,25E-3 0,214 3,64E-4 3,82E-4 
3,0 1,26E-2 0,229 6,06E-5 6,05E-5 
4,0 1,63E-2 0,233 1,05E-5 1,05E-5 
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ANEXO 5 –  Constantes de velocidade observada (kobs/aW) em função 
de pH ou (pH<0) para hidrólise do DPP a 25°C e força iônica 1,0M. 

pH/H0 kobs,s
-1 

-2,12 5,07E-3 
-1,69 6,34E-3 
-1,25 3,95E-3 
-1,05 4,62E-3 
-0,69 4,18E-3 

0 3,33E-3 
0,5 1,99E-3 
1,0 1,30E-3 
1,5 9,21E-4 
2,0 3,64E-4 
3,0 6,06E-5 
4,2 1,05E-5 
5,2 1,00E-6 
6,2 1,67E-7 
4,1 1,20E-5 
5,1 1,30E-6 
6,1 1,70E-7 
2,5 2,52E-4 
3,3 3,58E-5 
9,4 3,3E-10 
12,0 1,33E-8 
13,0 1,52E-7 
14,0 1,60E-6 
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ANEXO 6 – Constantes de velocidade observada (kobs/aW) em função de 
pH ou (pH<0) para a hidrólise do PP a 25°C e força iônica 1,0 M. 

pH/H0 kobs, s
-1 

-2,12 2,22E-2 
-1,69 1,89 E-2 
-1,25 1,51 E-2 
-1,05 1,12 E-2 
-0,69 7,70 E-3 

0 4,53 E-3 
0,5 2,04 E-3 
1,0 1,48 E-3 
1,5 2,01 E-3 
2,0 2,25 E-3 
2,5 8,78 E-3 
3,0 1,26 E-2 
3,5 1,17 E-2 
4,0 1,63 E-2 
5,0 9,47 E-3 
5,7 3,24 E-3 
6,3 1,25 E-3 
7,0 2,78 E-4 
7,6 6,79 E-5 
8,0 3,17 E-5 
8,6 1,65 E-5 
9,1 4,94 E-6 
9,7 1,38 E-6 
10,2 6,25 E-7 
10,5 3,80 E-7 
10,8 1,80 E-7 
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ANEXO 7 – Caracterização de produtos por RMN 
  

 
ANEXO 7.1 – Espectros sucessivos de RMN de 31P para a reação de 
hidrólise do DPP em pD=4 e 25ºC. 
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t= 90h

ppm (t1)
-20.0-15.0-10.0-5.00.05.010.0

t= 96h
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ANEXO 7.2 – Espectros sucessivos de RMN de 1H para a reação de 
hidrólise do DPP em  pD=4 e 25ºC.  
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ANEXO 7.3 – Gráfico de área relativa vs tempo, calculado a partir dos 
espectros sucessivos de RMN de 31P (A) e 1H (B), para as espécies 
envolvidas na reação de hidrólise do DPP em pD=4, a 25ºC. 
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ANEXO 7.4 – Espectros sucessivos de RMN de 31P para a reação de 
hidrólise do DPP em meio básico, pD=14.  
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ANEXO 7.5 – Espectros sucessivos de RMN de 1H para a reação de 
hidrólise do DPP em meio básico, pD=14 e 25ºC. O último ponto não 
foi ulitizado no gráfico de concentração, pois representa a adição de 2-
piridona ao tubo reacional. 
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ANEXO 7.6 – Gráfico de área relativa vs tempo, calculado a partir dos 
espectros sucessivos de RMN de 1H e 31P, para as espécies envolvidas 
na reação de hidrólise do DPP em pD=14, a 25ºC. 

 
 

ANEXO 8 – Constante de velocidade observada (kobs) em função do 
pH para a reação do DPP com [NH2OH]=1,0M (●), a 25ºC.  

pH kobs,s
-1 

5,0 1,23 x 10-4 
5,5 1,10 x 10-4 
6,0 8,27 x 10-5 
6,3 8,59 x 10-5 
6,6 5,57 x 10-5 
7,0 1,92 x 10-5 
7,6 5,55 x 10-6 
8,0 3,24 x 10-6 
8,5 1,02 x 10-6 
9,0 4,27 x 10-7 
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ANEXO 9 – Parâmetros estruturais para reagente (R), estado de 
transição (TS) e produtos (P) para a reação do DPP com NH2OH, 
calculados com o nível de teoria B3LYP/6-31+G(d,p). Mecanismo 
SN2(P) com 1 água. 

Distâncias interatômicas (Ǻ) 
 R TS P 

O1-P2 1,693 1,840 3,880 
P2-O3 5,917 2,234 1,710 
P2-O6 1,508 1,518 1,505 
P2-O7 1,635 1,648 1,710 
P2-O8 1,500 1,508 1,505 
O3-N4 1,412 1,405 1,360 
N4-H5 1,041 1,037 1,000 
O9-H10 0,983 0,985 0,960 

Ângulos diedrais (TS) 
O1-P2-O3-O6 -140,18 
O1-P2-O3-N4 131,96 
O3-N4-H5-O9 -30,61 
N4-H5-O9-H10 -5,09 
H5-O9-H10-O6 -28,16 
O6-P2-O3-N4 -87,87 

Frequência Imaginária (cm-1) 
215,24 
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ANEXO 10 – Constantes de velocidade de segunda ordem, kN  (M
-1min-

1, 39°C) para reações de piridinas com diésteres de fosfato. 

Diéster 
Metil 
arílico 
Ar = 

pKa 
ArOH 

Py 4-Me-Py 4-NH2-Py 

βnuc 
pKa 

5,17 6,02 8,96 
βLG  

-1,06 -1,03 -0,98 

2-nitro 7,23 2,63x10-6 7,86x10-6 8,86x10-5 0,38 

4-Cl-2-
nitro 

6,36 2,00x10-5 5,00x10-5 5,00x10-4 0,35 

4-Ac-2-
nitro 

5,09 4,30x10-4 1,04x10-3 8,65x10-3 0,33 

2,4-
Dinitro 

4,07 6,15x10-3 1,47x10-2 0,11 0,31 
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ANEXO 11 – Cálculos Teóricos para reações de hidrólise de diésteres 
de fosfato 
 
ANEXO 11.1 – Coordenadas cartesianas para reagente (R) na reação de 
hidrólise do DPP. 

Atom                    X                    Y                    Z 
------------------------------------------------------------------- 
 P                  0.01107700   -1.26107700   -0.43030500 
 O                  0.40911800   -0.86923600   -1.82798000 
 O                 -1.54936700   -0.81528800   -0.08501500 
 O                  0.75647400   -0.26803400    0.68051000 
 O                  0.09241200   -2.69262600    0.04045000 
 C                 -2.12007200    0.42892700   -0.25653700 
 C                 -1.51066100    1.48267200   -0.94611600 
 C                 -3.99832300    1.67761200    0.18643900 
 C                 -2.21693700    2.67845700   -1.05060600 
 H                 -0.53187700    1.36932600   -1.39220700 
 C                 -3.48690600    2.78733300   -0.47682800 
 H                 -4.97979500    1.70526800    0.65089000 
 H                 -1.77524300    3.51689800   -1.58032000 
 H                 -4.06389200    3.70308700   -0.54016700 
 C                  1.98010800    0.34583600    0.51523700 
 C                  2.06400300    1.69971700    0.85220700 
 C                  3.30854000    2.31414800    0.75814200 
 H                  1.17745800    2.23495600    1.17286600 
 C                  4.21196900    0.22537300    0.01519300 
 C                  4.40932900    1.56558200    0.32692900 
 H                  3.41737700    3.36388500    1.01206400 
 H                  5.03647300   -0.39692700   -0.32116100 
 H                  5.39548700    2.00738800    0.23660400 
 N                  3.01402200   -0.38808400    0.11164300 
 N                 -3.32939400    0.51452400    0.29763500 
 O                  2.91019200   -3.29822200   -0.16483800 
 H                  1.93565900   -3.35108300   -0.12001900 
 H                  3.05969200   -2.32904000   -0.09592100 
 O                 -4.40860100   -1.67658600    1.73742200 
 H                 -4.01285400   -0.92544400    1.22822500 
 H                 -3.72747400   -2.36415100    1.72557700 
-------------------------------------------------------------------- 
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ANEXO 11.2 – Coordenadas cartesianas para estado de transição 
(TS) na reação de hidrólise do DPP. 

Atom                    X                    Y                    Z 
------------------------------------------------------------------- 
P                  0.18465400   -1.69343700   -0.38389700 
 O                  0.17844100   -1.33735100   -1.86153200 
 O                 -1.45513100   -0.94279500    0.02862400 
 O                  0.82182200   -0.47944200    0.69152600 
 O                 -0.20585100   -2.97007100    0.34567500 
 C                 -1.92143600    0.27967000   -0.24831000 
 C                 -1.21281400    1.28486200   -0.94338800 
 C                 -3.74691900    1.69848000    0.00092900 
 C                 -1.82451400    2.51585900   -1.14673800 
 H                 -0.21571000    1.09690200   -1.31639500 
 C                 -3.12158700    2.74256300   -0.66875000 
 H                 -4.75409400    1.81273100    0.39473100 
 H                 -1.28941200    3.29789300   -1.67833700 
 H                 -3.62673300    3.69170200   -0.80987300 
 C                  1.92152400    0.28360700    0.57906300 
 C                  1.97193100    1.52369000    1.22822100 
 C                  3.13725300    2.27048100    1.12524400 
 H                  1.11040300    1.86689200    1.78793800 
 C                  4.11145800    0.55535100   -0.23039400 
 C                  4.22860800    1.78693200    0.38265500 
 H                  3.20139000    3.23402800    1.62066600 
 H                  4.90603500    0.10494100   -0.81399700 
 H                  5.14569400    2.35595400    0.28954200 
 N                  2.97429300   -0.16665500   -0.12264900 
 N                 -3.17284800    0.49944700    0.20869200 
 O                  2.03605200   -2.36200200   -0.58804400 
 H                  2.23222800   -2.93217700    0.17272700 
 H                  2.75346100   -1.26685600   -0.47080800 
 O                 -4.42078600   -1.50772900    1.70567300 
 H                 -3.95727300   -0.81073900    1.16541600 
 H                 -3.78330400   -2.23311100    1.76795000 

-------------------------------------------------------------------- 
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ANEXO 11.3 – Coordenadas cartesianas para produto (P) na reação 
de hidrólise do DPP. 

Atom                    X                    Y                    Z 
------------------------------------------------------------------- 
P                  0.70881300   -2.02125700   -0.45149300 
 O                  0.30268100   -1.49117400   -1.79668800 
 O                 -1.89932700   -0.71644300    0.18042200 
 O                  1.03589300   -0.67704200    0.58369100 
 O                 -0.08666900   -2.96483900    0.40162100 
 C                 -2.29363800    0.46767500   -0.11446400 
 C                 -1.46526300    1.39860700   -0.83282800 
 C                 -3.98307900    2.09524400   -0.03285700 
 C                 -1.93755100    2.66145000   -1.13226400 
 H                 -0.47295300    1.08376400   -1.13610000 
 C                 -3.23420400    3.03652000   -0.72727500 
 H                 -4.98997900    2.34059400    0.30267500 
 H                 -1.30991800    3.36233400   -1.67848400 
 H                 -3.64142300    4.01859800   -0.94249200 
 C                  2.02733500    0.20674800    0.52197800 
 C                  1.94534500    1.41253500    1.23019200 
 C                  3.01902900    2.28851500    1.19215500 
 H                  1.04362500    1.62404800    1.79122500 
 C                  4.21191700    0.79139500   -0.23736500 
 C                  4.17427300    1.98004700    0.45004100 
 H                  2.96357200    3.22198100    1.74255500 
 H                  5.04984300    0.45536800   -0.83462000 
 H                  5.02107300    2.65368700    0.41141100 
 N                  3.15137400   -0.05634300   -0.18458800 
 N                 -3.55395900    0.85628200    0.27325200 
 O                  2.23323000   -2.60340300   -0.65131000 
 H                  2.51991800   -3.15435400    0.09767900 
 H                  3.21381000   -0.96795300   -0.65107600 
 O                 -4.54329200   -1.34738400    1.71832700 
 H                 -4.23333000   -0.54792300    1.20641600 
 H                 -3.81291100   -1.97591900    1.62993800 
------------------------------------------------------------------- 
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ANEXO 11.4 – Coordenadas cartesianas para reagente (R) na reação 
de hidrólise do 4-ClPP. 

     Atom                    X                    Y                    Z 
------------------------------------------------------------------- 
 P                  0.08418700    1.30510300   -1.07021900 
 O                 -0.90771700    2.33636400   -0.56438800 
 O                  0.99736900    0.92658500    0.25381000 
 O                  0.96182700    1.55810500   -2.26551600 
 C                  2.13196100    0.11753300    0.15821000 
 C                  4.53137200   -0.07647000   -0.00888100 
 C                  3.15031900   -2.06740600    0.23818000 
 C                  4.39846100   -1.46087800    0.09785000 
 C                  2.00568000   -1.26750800    0.27081900 
 H                  5.50902300    0.38084000   -0.11488600 
 H                  3.06482200   -3.14511500    0.32402800 
 H                  1.02522900   -1.71694000    0.38572500 
 O                 -0.71200700   -0.10213500   -1.41357000 
 C                 -1.82583000   -0.58797200   -0.73418300 
 C                 -1.94397500   -0.54460600    0.65704600 
 C                 -3.95200500   -1.72408700   -0.90926900 
 C                 -3.07729200   -1.08734600    1.26856200 
 C                 -4.06805400   -1.66935300    0.47983900 
 C                 -2.82078200   -1.17802300   -1.51734900 
 H                 -1.16847500   -0.09774300    1.26756900 
 H                 -4.72786400   -2.18112200   -1.51358900 
 H                 -3.17647000   -1.05491500    2.34804300 
 O                  1.85754200    3.21905700    2.60655400 
 H                  2.07336300    2.42907000    2.09020400 
 H                  1.03977800    3.56965300    2.18386400 
 O                 -0.43870700    4.22038200    1.38085300 
 H                 -0.61889700    3.53973400    0.68986800 
 H                 -1.17617100    4.15467900    2.00455200 
 H                 -2.70852600   -1.20469300   -2.59614200 
 C                  3.38369800    0.71856100    0.02248800 
 H                  3.45955900    1.79796200   -0.05643800 
 Cl                 5.84786200   -2.47154500    0.05864100 
 Cl                -5.50118700   -2.35459600    1.25572100 
 O                 -3.59220800    2.46852500   -1.36730300 
 H                 -3.91255500    1.55498200   -1.38313000 
 H                 -2.64920900    2.39171200   -1.10394600 

------------------------------------------------------------------- 
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ANEXO 11.5 – Coordenadas cartesianas para estado de transição 
(TS) na reação de hidrólise do 4-ClPP. 

Atom                    X                    Y                    Z 
------------------------------------------------------------------- 
P                  0.43444100    1.84616800   -0.52098000 
 O                 -0.86114900    2.39976100   -0.00012700 
 O                  1.09147300    0.83878200    0.57631300 
 O                  0.98936600    1.84785800   -1.91162900 
 C                  2.16705900   -0.02181300    0.35200100 
 C                  3.35038100    0.40273500   -0.25405600 
 C                  4.41228700   -0.49573000   -0.38562000 
 C                  3.09474100   -2.21988700    0.71454200 
 C                  4.27249300   -1.79518200    0.09973600 
 C                  2.03247600   -1.32288300    0.83740600 
 H                  3.45712100    1.41768200   -0.61643900 
 H                  5.33556100   -0.17511500   -0.85564000 
 H                  2.99837800   -3.23251500    1.09040600 
 H                  1.10435200   -1.62854200    1.30785600 
 O                 -0.74525200   -0.11827900   -1.28351200 
 C                 -1.86835100   -0.58833200   -0.77885300 
 C                 -2.06018700   -0.79376100    0.61802400 
 C                 -4.16588800   -1.42638100   -1.11398600 
 C                 -3.25612200   -1.29799200    1.13046600 
 C                 -4.30347500   -1.61151000    0.26259000 
 C                 -2.96876600   -0.92040500   -1.62239100 
 H                 -1.25124600   -0.55397800    1.30142100 
 H                 -4.98241100   -1.67157500   -1.78663800 
 H                 -3.36789700   -1.44552200    2.20065300 
 H                 -2.86101400   -0.77717700   -2.69477000 
 O                  1.57584200    3.26733900    0.12133800 
 H                  1.67497600    3.95616300   -0.55988900 
 H                  1.24331400    3.72281800    0.97473100 
 O                  0.74799300    4.43398900    2.27460600 
 H                 -0.17944500    4.18452400    2.41418800 
 H                  1.22072400    4.10111700    3.05356900 
 Cl                -5.82585800   -2.25743500    0.91551600 
 Cl                 5.61886500   -2.92823500   -0.06289000 
 O                 -3.47239700    2.47240500   -0.99809300 
 H                 -3.69367300    1.55323500   -1.21437900 
 H                 -2.54334000    2.42476300   -0.68533600 

------------------------------------------------------------------- 
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ANEXO 11.6 – Coordenadas cartesianas para produto (P) na reação 
de hidrólise do 4-ClPP. 

Atom                    X                    Y                    Z 
------------------------------------------------------------------- 
P                 -1.42069400   -0.83104300    0.26495400 
 O                 -1.11917700    0.29972700    1.21657300 
 O                  3.17905400    1.91446300   -0.28631600 
 O                 -1.77149600   -0.08936100   -1.16540400 
 O                 -0.51160200   -2.01042800    0.05452600 
 C                  3.25714300    1.93211500    1.02432400 
 C                  2.67129200    2.97604700    1.80421200 
 C                  4.01295400    0.92492900    3.15071000 
 C                  2.74942800    2.99633500    3.19648800 
 H                  2.14577500    3.77578700    1.28754400 
 C                  3.41983400    1.96880500    3.86564600 
 H                  4.53441400    0.12892100    3.67450600 
 H                  2.29032100    3.80631600    3.75585400 
 C                 -1.77541800   -0.69779100   -2.41885500 
 C                 -2.41765400   -1.91321600   -2.66455100 
 C                 -2.43112600   -2.43416100   -3.96127300 
 H                 -2.91078700   -2.45658700   -1.86663300 
 C                 -1.17510500   -0.50705800   -4.75138600 
 C                 -1.81183100   -1.72506400   -4.98933400 
 H                 -2.92670700   -3.37833500   -4.15925100 
 H                 -0.69644100    0.03667900   -5.55845400 
 O                 -2.92779300   -1.39152600    0.73987000 
 H                 -3.10338600   -2.31667800    0.49370000 
 H                 -3.56153400   -0.96995200    1.95757700 
 O                 -4.06127300   -0.67713500    2.84046500 
 H                 -3.45596900   -0.15594400    3.40254700 
 H                 -4.82335100   -0.11029900    2.61475200 
 O                  0.28722600    0.17718100    3.61343900 
 H                  1.11829300    0.65286100    3.46349500 
 H                 -0.17542000    0.19131300    2.74652500 
 C                  3.93166800    0.90862800    1.75852800 
 H                  4.39190500    0.09245700    1.20651700 
 C                 -1.15650900    0.00574900   -3.45364900 
 H                 -0.66582700    0.94989000   -3.24198300 
 Cl                 3.53690300    2.00055100    5.64056200 
 Cl                -1.83651900   -2.38138700   -6.63040900 
------------------------------------------------------------------- 
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