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RESUMO

Esta tese de doutoramento compreefijleEstudo cinético das reacdes
de deferoxamina OFO) com os ésteres fosforicos 2,4-dinitrofenil
fosfato ONPP) e dietil 2,4-dinitrofenil fosfato EDNPP). Em
comparagcdo com as reacgdes de hidrolise espont@eaulbstratos,
DFO acelera aproximadamente '10ezes a quebra do triéster
DEDNPP, em contraste com a reagcdo 0 monoébtePP, acelerada
modestamente pdDFO. A elevada reatividade na quebra do triéster
modelo DEDNPP foi também observada com o pesticida paraoxon
metilico (dimetil 4-nitrofenil fosfato), sugerindpossivel utilizacédo
adicional para o farmacBFO: reativacdo da acetilcolinesterase em
casos de intoxicagdo aguda por compostos orgaoodoisss.(i) Efeito
de grupos espectadores na hidrélise de diésterefostkto. Foram
sintetizados dois novos diésteres: 2,4-dinitroféaiil fosfato e 2,4-
dinitrofenil 4-nitrofenil fosfato, e hidrolisados H00°C. Os dados de
hidrélise de quatro diésteres, com grupo de safdacemum (2,4-
dinitrofenol) e diferentes grupos espectadoresilniehil, 4-nitrofenil
ou 2,4-dinitrofenil), foram correlacionados coma@fgo de Brgnsted
para grupo espectador, que fornece um vVAlgg igual a -0,031 +
0,001, a 100°C. Esses resultados trazem uma ndagioelinear de
energia livre (FER) a literatura, a qual indica que a sensibilidade
natureza dos grupos espectadores na hidroliseédeedis de fosfato é
minima.(iii) Reatividade ddis-2-piridil fosfato OPP). A constante de
velocidade para a reacdo de hidrélise da espéddmiea DPP, na
regido de patamar de perfil de pH a 25°C, é cexcEHDO00 vezes maior
do que o previsto para a hidrélise espontanea deiéster de fosfato
diarilico simples com grupo de saida d€, similar. As evidéncias
computacionais e cinéticas (incluindo o estudo ddrohse do
monoéster 2-piridil fosfato PP, e reacdo d®PP com hidroxilamina),
combinadas em um estudo mecanistico rigoroso, amsjue a reagao
de hidrélise espontédnea dePP ocorre com catalise bésica-geral
intramolecular pelo nitrogénio piridinico do grugepectador.

Palavras-chave: mecanismos, ésteres de fosfatrodamina, relacbes
lineares de energia livre, hidrélise e cataliseamblecular.






ABSTRACT

This thesis includes(i) Kinetic study of the reactions of the drug
Deferoxamine PFO) with phosphate esters 2,4-dinitrophenyl phosphate
(DNPP) and diethyl 2,4-dinitrophenyl phosphateDEDNPP).
Compared with the spontaneous h%/drolysis of thestsate, DFO
promotes rate enhancements of aboutfdld in the dephosphorylation
of DEDNPP, in contrast to the reaction with the monoeddNPP,
which is only slightly promoted b¥pFO. The high reactivity in the
dephosphorylation of the model triesBEEDNPP was also observed in
the reaction with pesticide methyl paraoxon (dirgetf-nitrophenyl
phosphate), which suggests a possible additional aisdrug DFO:
reactivation of acetilcolinesterase in acute parspn with
organophosphorus compoundsgii) Non-leaving group effect in
phosphate diester hydrolysis. Two novel phosphadestets were
synthesized (2,4-dinitrophenyl phenyl phosphate 2dddinitrophenyl
4-nitrophenyl phosphate) and hydrolyzed at 100°GtaDfor the
hydrolysis of four phosphate diesters with the sé&aging group (2,4-
dinitrophenol) but different spectator groups (m&thphenyl, 4-
nitrophenyl and 2,4-dinitrophenyl) were analyzederms of a Brgnsted
relationship depending on the non-leaving groupl, the 5. ¢ obtained
was -0,031 = 0,001, at 100°C. The results introdaceew linear free
energy relationshipLFER) into the literature and indicate a minimal
dependence of phosphate diester hydrolysis uponahge of the non-
leaving group.(iii) Reactivity of di-2-pydridyl phosphatd©PP). The
rate constant for the hydrolysis of the anionicceggeDPP, at 25°C, is
10000 times higher than expected for the hydrolg$ia simple diaryl
phosphate diester with a leaving group of simil&:. pTheoretical
calculations and kinetic evidence (including thérayysis of phosphate
monoester 2-pyridyl phosphateP, and the reaction oDPP with
hydroxylamine), combined with an accurate mechenstudy, show
that DPP hydrolysis occurs through an intramolecular geneese
catalysis promoted by the pyridyl nitrogen of tlem#eaving group.

Keywords: mechanisms, phosphate esters, deferorariimear free
energy relationships, hydrolysis and intramoleco&alysis
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DFO - deferoxamina

DNA — 4cido desoxirribonucléico

DNP — 2,4-dinitrofenol

DNPP - 2,4-dinitrofenil fosfato

DPP —bis-2-piridil fosfato

DV- vetor deslocamento

EA 2192 — 4cido S-(2-diisopropilaminoetil)-metilforotioico
EDNPP - etil 2,4-dinitrofenil fosfato

Glu — &cido glutamico (Acido 2-aminoglutarico)

His — histidina (Acido 2-amino-3-imidazolpropionjco
IGAC — catalise acida-geral intramolecular

IGBC — catéalise basica-geral intramolecular

IMZ — imidazol

INT — intermediario

IRC — Coordenada de Reacéo Intrinseca

K'/KP — efeito cinético isotépico do solvente



kobs— constante de velocidade observada
LaCFl — Laboratério de Catalise e Fendbmenos lateais

LC-MS/MS - Cromatografia Liquidé\coplada a Espectrometria de
Massas

LFER - relacéo linear de energia livre

MANEP — 8-(dimetilamino)-1-natftil fosfato

ME — molaridade efetiva

Paraoxon metilico — dimetil 4-nitrofenil fosfato

PCM - Solvation Model Density

Pi — fosfato inorganico

pK, — logaritmo da constante de dissociacdo de uneies@cida
pK.c — logaritmo da constante de dissociacdo do grematia
pKnuc — logaritmo da constante de dissociagao do nuldedf
PP — 2-piridil fosfato

QST - Quadratic Synchronous Transit

RMN — ressonancia magnética nuclear

RNA — &cido ribonucléico

Ser — serina (Acido 2-amino-3-hidroxipropiénico)

SMD - Solvation Model Density.

TANEP- 8-(dimetilamino)-1-natftil dietilfosfato

TPP —tris-2-piridil fosfato

TS — estado de transicao

VX — etil-S-2-diisopropilaminoetilmetilfosfonotioia

BLc— constante de Brgnsted para grupo de saida

Bnig — constante de Brgnsted para grupo espectador

Bnuc — constante de Brgnsted para nucledfilo
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1 INTRODUCAO
1.1 ESTERES DE FOSFATO

Os ésteres de fosfato compreendem uma classe de
compostos extremamente abrangente e sdo classsi@d mono-,
di- ou triésteres, de acordo com o nimero de sulgéies de grupos
ésteres pelas hidroxilas do acido fosférico. Sema® os mono- e
diésteres de fosfato apresentam reatividades ddfias em fungéo
do pH, j& que estes podem atuar como acidos dieropméticos,
respectivament&(Figura 1)

O Kay 0O Kaz 0
Monoéster P S Pun == P.wA-
-"\"OH -0 -0
RO OH RO OH RO O
(I? Ka1 9
Diéster P.n — P -
-\"OH -0
RO OR RO OR

Q
Triéster P
-N"OR
RO bR

Figura 1 — Estruturas gerais para monoéster, diéster edriést fosfato. O
primeiro K, para um monoéster alquilico e diéster alquilico salores
normalmente entre 1 e 2. O segundiq para o0 monoéster alquilico é em
torno dle 7, aproximadamente 2 unidades maior qua p@noésteres
arilicos:

Os mono- e diésteres fosféricos sado essenciaisistesnas
bioldgicos e estéo largamente distribuidos na eaturOs diésteres
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de fosfato, por exemplo, estdo presentes em devesnzimas e nas
estruturas do DNA e do RNA, onde séo responsawdis igacoes
entre nucleotideos e pela origem da informacao tiganéla os
monoésteres estdo presentes em diversos processosatizacdo e
regulacéo da atividade biolégica. Além disso, adad fosféricos e
compostos organicos contendo ligagcdes N-P serveno @rincipal
reserva de energia, tais como trifosfato de adead#TP), creatina
fosfato, acetilfosfato, fosfoenolpiruvato e polfate inorganicd:

A importancia dos ésteres fosféricos na natureza es
intimamente relacionada a estabilidade da ligag&o Por exemplo,
o tempo de meia-vida para a hidrélise espontanadifeoilfosfato é
de 180 anos a 100%Ce esse valor pode chegar & ordem de bilh&es
de anos para o DNA. Tal estabilidade é coerente egmapel do
DNA na preservacdo da informacdo genéticdale ressaltar que a
propriedade de ionizacdo dos fosfatos também éraamente
importante no meio biolégico. Os metabdlitos fasdais, retidos no
interior das células, encontram-se carregados imagante, o que
faz diminuir a possibilidade de ataque nucleofib@ogrupo fosfato.
Além disso, a evolugcdo dos seres vivos teria faidoemetabdlitos
gue pudessem ser conservados dentro da membranéar.cel
Moléculas eletricamente neutras possuem algumaidade em
lipidios e atravessam a membrana, enquanto mogcqlze
permanecem ionizadas podem seguramente ser madada® da
membrana.

Os triésteres de fosfato ndo sdo formados natunidnmes
sistemas biologicos e, historicamente, o0 interassese tipo de
composto foi primeiramente industrial, seguido dsabbrimento de
compostos organofosforados como o dietil 4-nitribflrsfato. Esse
composto, conhecido como paraoxon etilico, e pidduromo
metabdlito do seu analogo paration (P=S), é usadw derbicida e
inseticida na area agricdld.Na Figura 2 estdo apresentadas as
estruturas de alguns pesticidas e agentes newo$oxi
organofosforado¥’
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g - i
OC3H; OCzHs
Profenofos Paraoxon
I
VX : R= CH(CH5),, R'=C,H

RO—P—S  NR, (CHa)2 2

| N/

CH3 R-VX : R= C2H5 , R'=CH20H(CH3)2

Figura 2 — Estruturas de alguns pesticidas e agentes neigosdox
organofosforado¥,

Esses compostos inibem a agdo de enzimas, primeps
a acdo da acetilcolinesterasAChE) - enzima que catalisa a
hidrolise da acetilcolina, um neurotransmissor.ng, auséncia de
AChE, a acetilcolina liberada acumula-se nas sinapasscélulas
nervosas, levando a um colapso do sistema nenaseat*? A
inibicdo ocorre no interior do sitio ativo, no aodcido serina da
triade catalitica serina, histidina e acido glu@mBer—His—-Glu),
conforme mostrado niaigura 3. A ligacdo ocorre entre o atomo de
fésforo do organofosforado e o 4tomo de oxigénicselna, com
subsequente eliminacédo do grupo de sadado organofosforado.
O "envelhecimento" da enzima fosforilada ocorre gesalquilagéo
do grupo fosfatd®
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Enzima envelhecida Enzima inibida

Figura 3 — Inibicdo daAChE por organofosforadds.

Devido a sua atividade antiacetilcolinesterasapsatesses
compostos foram desenvolvidos para serem usados aommas de
guerra. Como consequéncia da necessidade de anstigatra
venenos organofosforados, e da destruicdo de estaqnormes de
gases de %uerra existe um grande interesse naddgg§o desses
compostos:

O processo de degradacdo desses compostos camsiste
remocdo do seu carater toxico por meio de reagliaivamente
simples, rapidas e com uso de reagentes estéeelsixo custo e
baixa massa molar. Além disso, € necesséario caasidpie 0S
intermediarios e produtos gerados pelo processtesieontaminacdo
ndo apresentem toxidéZ  Diferentes métodos tém sido empregados
ao longo dos anos, mas nenhum com eficiéncia gueitagproduzir
residuos sem efeitos adversos para o meio ambfefiteum
exemplo desse problema esta no etil-S-2-
diisopropilaminoetilmetilfosfonotiolato X), o qual apresenta
diferentes possibilidades de ataque nucleofilicmia estrutura, com
geracdo de varios produtos. Em pH 8, o produtocimah da
hidrélise do VX, o &cido S-(2-diisopropilaminoetil)-
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metilfosfonotioico EA 2192, é muito persistente no meio ambiente
e apresenta significativa atividade antiacetil@steraseEsquema
1. Nesse contexto, reacdes de substituicdo nuckofibm uso de
nucledfilos detentores do efeito alfa, os quaisdprem clivagem
quantitativa da ligacdo P-O, representam uma alti&mpromissora
para degradacdo dessas estruturas. O efeito affadiseutido com
detalhes no iterth.2

9] 0
CHo—P—s  NR % o B¢ g
2hsU—F— 2 = —P— + produtos
| N\ / | 2 p
CH3 CH3
R= CH(CH3), VX EA 2192
Esquema 1

Uma forma de tratamento de vitimas de agentes
neurotoxicos consiste na administracdo de oximes €gemplo, a
pralidoxima) que possuem a capacidade de regeaesdividade
catalitica da enzim@&ChE. No entanto, at¢ o momento, nenhuma
oxima apresentou resultados satisfatorios paravaeah AChE
inibida por todos o0s agentes neurotéxicos, sentl a&sprincipal
deficiéncia atual deste tratamento. Isto demorstnecessidade do
desenvolvimento de novos candidatos a farmacos, sgjam
potentes e eficientes contra g]rande parte dos osgzsiorados e
com baixo perfil de toxicidad:**?*

Enfim, a formacdo e a clivagem da ligacdo P-O sao
processos de importancia elementar para a quimi&avida.
Consequentemente, os detalhes, e em especial oanisraos
guimicos dessas reacdes sdo de grande interessa p&@ncia em
geral. Neste sentido, existe um interesse cresdent@aboratoério de
Catalise e Fendmenos InterfacidiaCFl) pela quimica dos ésteres
de fosfato, principalmente no que se refere & ceemzéo das
reacbes que envolvem a quebra das ligacdes quéteemsesses
ésteres. Os sistemas estudados sdo 0s mais vapadsiveis e
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envolvem desde reacgbes simples de hidrélise e esagie
desfosforilacdo na presenga de nucledfilos de thompequenos,
sobretudo nucleéfilos alfg*’ até reacdes na presenca de farmacos
importante$® Além disso, tem sido realizados estudos em meio
micelaf® e, especialmente, esforcos tem se concentrademtius

de desenvolver polimeros com grupos funcionais rados®
Destacam-se ainda, efeitos bastante complexosiaidifde serem
avaliados, como reagcbes de hidrélise na presenceaceddros
metalicod"* e sistemas modelos utilizando moléculas quimicas
pequenas, que exibem diferentes tipos de catalisgioleculat’**

(0o tema catadlise ser4d abordado no itetid). Diferentes
comportamentos  cataliticos, produtos e, principatme
intermediarios “chaves” tem sido detectados nessgdes.

1.1.1 Reacdes de substituicdo nucleofilica em éstede fosfato

Os dois mecanismos conhecidos para a reagdo de
substituicdo nucleofilica de ésteres de fosfatmlesm: (i) quebra
da ligacdo P-O, que acontece quando o nucledfilcaad atomo de
fosforo; ou (ii) quebra da ligacdo C-O, em que @it de carbono
da ligacdo P-O-C do éster é o eletrdfilo, e todgrupo fosfato é
substituido pelo nucleéfilo mantendo a ligacdo macta’® No
caso da reacdo de hidrdlise, por exemplo, essgaggpodem ser
diferenciadas pela hidrélise em agua marcada, angdeesenca do
atomo de'®0 nos produtos da reacéo indica o local de atanjure ®
fosfato, Esquema 2*° O mecanismo de quebra da ligacdo C-O
geralmente é o caminho principal em pH baixo, e grupo de
saida é o acido fosférico neutro. J& em pH mai@msgue 0 grupo
de saida fosfato possui pelo menos uma carga wegatihidrolise
deve ocorrer preferencialmente via mecanismos degedm da
ligacéo P-O®
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R-18OH + P P_ny *+ R-OH
-"\~OH 18~ '\ OH
HO™ o H™O" oH

Esquema 2

Em linhas gerais, as reacdes de substituicdo cairgwda
ligacdo P-O podem seguir trés caminhos: assocjaligsociativo e
concertado. Eles diferem apenas no momento em qageoa
formacao da ligacdo com o nucledfilo e a quebriigdgdo do grupo
de saidd>*®* O mecanismo associativo ocorre em duas etapas,
adicdo e eliminacdo (A+ Dy, na nomenclatura IUPAY. Neste
caso, o ataque do nucledfilo sobre o atomo de ridsfetraédrico
leva a formacéo de uma espécie pentacoordenadgemmmetria tipo
bipiramide trigonal (intermediario fosforano) e aefra de ligacao
com o grupo de saida ocorre em uma segunda etapecé@nismo
dissociativo também acontece em duas etapgas-(B\), a primeira
etapa é determinante da velocidade de reacédo & lésanacao do
um intermediario metafosfato, o qual é subsequesmianmatacado
pelo nucledfilo. J& o mecanismo do tipo concertg&igDy) ocorre
sem a formagdo de um intermediario, com adicadn@nglcdo em
uma Unica etapa, passando por um estado de tran€igastado de
transicdo pode ser do tipo associativo ou dissecjatlependendo
do sincronismo entre a formacao de ligagdo comabenfilo e da
guebra do grupo de saiddgura 4. Um estado de transi¢&o do tipo
dissociativo € aquele em que a quebra de ligagaoaegntada em
relacdo a formacao de ligacdo, e um estado dddéanassociativo é
a situacao reversa.
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Associativo

?,
Nu—P—X
Ay /\ D
/ o O \
Fosforano
Reagentes N Produtos
Concertado
e
AnDy

Metafosfato

Figura 4 — Trés mecanismos possiveis para 0 ataque nucbeofik Nu
sobre ésteres de fosfato, exemplificado para umogsiar de fosfato. De
acordo com a nomenclatura IUPAC\B\, Ay € Dy, correspondem aos
caminhos concertado, associativo e dissociatiepeetivamenté®

Os mecanismos dessas reacdes podem ser visualizado
claramente no diagrama de More O’Ferrall-Jendékgufa 5).3%°
Nesse diagrama, 0s mecanismos com mais de umassigpam os
caminhos ao longo das bordas, enquanto os mecanimneertados
desviam das bordas do diagrama. Sendo que, os isT@0=N
associativos seguem a coordenaBe&agentes> Fosforano~
Produtos (Ay + Dy) € 0s mecanismos dissociativos seguem a
coordenad&eagentes>Metafosfato>Produtos (Dy + Ay).
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Intermediario

Reagentes Ay Fosforano
formagéo
de ligacéo Estados de
transigéo
. "rigidos"
<
b quebra de 4’%
N ligagdo Dy
Y
Estados de S
transicéo .
"soltos"
LN
Intermediario AN Produtos
Metafosfato

Figura 5 — Diagrama simplificado de More O’Ferrall-Jencks gpama
reacao de transferéncia de grupo fosforila. Undestie transigao “solto” é
aquele em que a quebra de ligacdo esté adiantadalagrfio & formacgédo de
ligacdo, e esta situado no canto inferior esquedldiagrama. Um estado
de transic&o “rigido” é a situacao reversa, esistado ao lado aposto.

As reac0es de transferéncia do grupo fosforilareamo- ou
diésteres geralmente ocorrem via 0s estados desigan no
Esquema 3" As relaces lineares de energia livieFERS)
mostram que a reatividade em ambos os sistem&sagizema 3é
dominada pelo grupo de saida. Os gréficos de Bgngrupo de
saida: gréafico dé&,nsvs pK g ) para reagdes de hidrolise de mono- e
diésteres de fosfato, e reacbes com outros nuogofiornecem
valores deB g perto de -1, consistentes com mudanga na carga sobr
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0 atomo de oxigénio do grupo de saida. A reativddsmbém
depende do nucledfilo, mas a sensibilidade a likzslei do
nucledfilo @Bn), medida pelo grafico de Bregnsted (nucledfilo:
grafico de kyps Vs pKnud Sa0 pequenas para as reacdes de
monoésteres dianidnicos. Essa dependéncia minicoarénte com
pouca ligacdo do nucledfilo com o atomo de fésferm um
mecanismo concertado passando por um estado dgcéiman mais
“solto”, ndo puramente dissociativo. Ja o valor [#ig. para os
diésteres é relativamente maior que para 0os ma@redsto que
mostra que o estado de transicdo para 0s mona@sipresenta
maior carater dissociativg:**

0 o

o 5+ o+ & 0

Nu” JROR —= NG~ ROR| —= Ni—B_ + RO
O O 0 O -O’ \O_

monoéster

diéster

Esquema 3

No caso das reacdes de triésteres de fosfato ossiedricos
publicados recentemente pelo nosso grupo de peasdoiam
fundamentais no esclarecimento do mecanismo desagées. Os
resultados computacionais para reagfbes de hidrddisema ampla
série de triésteres de fosfato, previamente esasdad
experimentalmente, demonstraram que as reacoe®ocatravés de
um mecanismo em duas etapas, passando por um ediarin de
adicdo pentacovalente. Os céalculos mostram que camsno em
duas etapas pode ser favorecido mesmo para reag@ietvendo
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grupos de saida como 4-nitrofenolat&dp 7), conforme mostra o
Esquema 4 Além disso, os calculos mostram detalhes néo
acessiveis aos estudos cinéticos, como 0 envoltimee 3
moléculas de agua na reacdo, com funcdes bem diefiniNa
presenca de 3 moléculas de &gua no estado decianss
resultados tedricos de energia livre de ativac@ieseptam excelente
concordancia quantitativa com os valores experiaien® ataque da
agua ao atomo de fésforo é assistido por uma segunodécula de
agua que atua como catalisador basico-geral noepdnestado de
transicdo. Enquanto que, a terceira molécula assigirocesso de
hidrélise estabilizando o segundo estado de traogi¢r ligacbes de
hidrogénio.*>*°
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-

HO-  H--OH ik wo Y
g o oy
[i H H ?H
O—R----- O@NOQ o
<R — ot

l INT

0
HOH o—lFE
H v
Oy + O Q+ HO@NOZ

Esquema 4

NaFigura 6 estdo mostradas as relacdes lineares de energia
livre para varios tipos de ésteres de fosfato, @mmrespectivos
valores de B normalizados a 25%* (Todos os dados
apresentados sdo para ésteres de fosfato aril@ogdafico mostra
gue a ordem na velocidade de hidrélise é: tri > anordiésteres.
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Sendo que, 0s monoésteres monoanibnicos apresentam
comportamento especial: com inclinagcdo muito mejuer os outros
fosfatos, cruzando a linha de diésteres dianibreoo$aixos valores
de K, E, por extrapolagéo, cruza a linha dos triésteresvalores
elevados delp.. (> 12,3)*

-2 T T T
ArO) P=0: § =-1.00%0.13
3 LG

ArOP(OH)O " : B =-0.32 ]

'
[e2)
T

I}
o)
T

ArOPO ~:p =-1.23"]
3 LG

0

log k /s™ at 25°C

N
o
T

12 +
(Ar0) PO ;B _=—1.21

4 5 6 7 8 9 10

Figura 6 — Relacdes lineares de energia livre para variastie ésteres de
fosfato, normalizadas a 25%.

1.2 NUCLEOFILOS ALFA

O efeito alfa é a reatividade especial mostradaipocentro
nucleofilico que esta vizinho a um atomo contendo par de
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elétrons livres e, em uma correlacdo entre reatiléde basicidade -
grafico de Brgnsted - esses nucledfilos mostrativiéade superior
aguela esperada para um nucledfilo com 0 mesma dalgiK, A
hidroxilamina, o fion hidroperoxido e a hidrazinao salguns
exemplos de nucledfilos que apresentam esse &féitcEste é
visivelmente observado no grafico de Brgnsted par@acio de
nucledfilos comuns e nucledfilos alfa nas reac@s o diéster etil
2,4-dinitrofenil fosfato EDNPP), Figura 7.%°

] . NH, O
1 efeito alfa 2

MeNHOH

B
/(2,M S

Ww'rT——T—T—T T T T T 11
pKa

Figura 7 - Grafico de Brgnsted para a reacao de nucle6fdos EDNPP.
Os pontos abertos correspondem a anions oxigemadosacdo com metil
2,4-dinitrofenil fosfato a 39°¢%°

A origem do efeito alfa é bastante complexa e rd@dio f
totalmente esclarecida até o momefitd.No entanto, ela tem sido
interpretada principalmente em termos de: (i) debdzacdo do
estado fundamental provocada pela repulsdo elaticstentre os
elétrons do centro nucleofilico e do atomo adjagentque torna o
nucledfilo alfa instavel e, portanto, mais reati(i);estabilizacdo do
estado de transi¢do, causada por transferéncikétene estados de
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transicdo adiantados, catalise intramolecular olarjzabilidade do
a-nucledfilo; (iii) estabilidade termodinamica dooguto; (iv) efeito
do solvente, pois embora ndo exista nenhuma evalémee o
solvente desempenhe um papel fundamental na odgesfeito alfa,
estudos mostram que a magnitude do efeito alfapéndiente do
solvente utilizado. Além disso, estudos computairrecentes
mostram a importancia da energia de deformacamidizfcomo a
energia eletrbnica necessaria para transformagamgentes no estado
de transi¢do, no conceito de efeito alfa.

A magnitude do efeito alfa é dependente da elétidfide e
da reatividade intrinseca do substrato. Como measkabela 1, que
relata a magnitude do efeito alfa para reacbeddiexilamina com
duas classes de ésteres de fosfato diferentestades de 2,4-
dinitrofenol @) e 8-dimetilambnio-1-naftol). Ainda que os centros
eletrofilicos dos derivados de 8-dimetilaménio-ftwla sejam
essencialmente muito menos reativos em relacaalesgdos de
2,4-dinitrofenol, esses compostos apresentam igatie similar na
presenca de nucledfilos, em virtude de uma catakisda eficiente
promovida pelo grupo dimetilambdnio. Possivelmergsta seja o
principal motivo da diferenca observada na mageitdd efeito alfa
para as duas classes de compostos que posstsnue grupo de
saida similares (~4): a catdlise intramolecularspaa ser mais
pronunciada que o efeito alfa. Embora o efeito affeja
consideravelmente menor para os derivados de &iiménio-1-
naftol, ele aumenta na ordem triéster>diéster>mstrogéreflexo do
aumento na dureza do centro eletrofilico, que ddpela natureza
dos substituinte®.
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Tabela 1 —Magnitude do efeito alfa da hidroxilamina nas @es;com
ésteres de fosfato derivados de 2,4-dinitrofeldpl g 8-dimetilamoénio-1-
naftol (2).2%°

0
R‘Eoo,«P//o NO, R1Omr.F’,"\ ,H-.+
R,0” o R,O" O "NMe,
Esteres \Q
1 NO, 2
ArO-PO ;> <10% 3°8
ArO-PO,0Me’ 704 5°°
ArO-PO(CH ;)3 700%° 100%*

*Estimativas baseadas na comparagdo com reagdesgamatom aminas
primarias de mesmad<a.

Devido a reatividade extraordinaria apresentadaospel
nucleofilos detentores do efeita, eles tem sido largamente
utilizados na clivagem de compostos extremamentéveis. A
clivagem do diéstetbis-(2,4-dinitrofenil) fosfato BDNPP) vem
sendo estudada em reagfes de substituicdo nuckeafd presenca
de diferentes nucledfilos alfa. Diversos produtis fermados nessas
reacdes, dependendo do nucledfilo, mas em todosaess, a
reatividade € extremamente superior a observadagsanucledfilos
que n&o apresentam efeito &4~

A reacdo de desfosforilacdo ®BDNPP foi estudada na
presenca de diferentes hidroxilaminas metiladas HN@H,
Me;NOH e NHOMe). A hidrolise dBDNPP é extremamente lenta,
com um tempo de meia-vida,4} de aproximadamente 43 dias em
pH 7, mas na presenca de hidroxilamina a clivagem tim
incremento na velocidade em aproximadamente® 6zes,
apresentando umy4 de aproximadamente 1 hora. Segundo os
autores, aN-metilacdo da hidroxilamina causa um pequeno efgito
etapa inicial da reacdo. Nesse caso, apenas d@esesgcundarias
séo afetadas, devido & estabilidade dos internmieslifsrmados na
primeira etapa. No entanto, quando o atomo de pkge metilado,
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0 ataque inicial sobre o fosfato é fortemente @ube entdo o ataque
nucleofilico sobre o anel aromatico passa a caiitrib
significativamenteEsquema 5.64%

NO,

NO,
"Ataque via . .
atomo de Nitrogénio" \A\P‘“ O,N NHOMe O2N OPOQjy
9o

H,NOMe
S/V 02N

- o NO, 0
NO, OZNOOH + MeOHN-P-O NO,
o o
OQNGO P
o

A NO,

NO;,
3 2-
BDNPP %\A\N 0N < ’> NROH T OQNOOPOa

RR'NOH R,R'=H, Me
N - Sp. OzN
'Ataque via Vot NO, p
atomo de Oxigénio" / . 9
O,N OH RR'NO*!ILO NO,

O
R=HeR'=Me

Esquema 5

Dentre esses nucledfilos de reatividade inusitatadam-
se os estudos que envolvem o mecanismo de atagleofilico da
hidroxilamina, principalmente porque a seletividgde um de seus
centros nucleofilicos (Nitrogénigs Oxigénio) é dependente do tipo
de substrato. As reacdes de alquilagdo ocorremataao de
nitrogénio, enquanto que, em reagcdes envolvenduedstle acila e
fosforila o ataque nucleofilico acontece preferainoénte pelo
atomo de oxigénio, mesmo o atomo de nitrogénio send
consideravelmente mais basféo.

Segundo Jencks, a extraordinaria reatividade da
hidroxilamina mostra que o oxigénio anidnico dardwdamina é a
verdadeira espécie nucleofilica reativa. De aceaio o autor, essa
reatividade excepcional deve-se a uma catélisenmtlecular (acida
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ou basica), em que a hidroxilamina reage pelo atde@xigénio
com assisténcia de transferéncia intramolecularpditon para
substrato. Provavelmente, por esse motivd)-alquilacdo n&o é
observada, ja que a catalise ndo é importante nasee

Estudos computacionais e cristalograficos mostram @
forma zwitteribnica é preferida no cristal de (@MHH),.HCI
(Esquema 6.%° Resultados determinantes nessa discussao, a partir
de estimativas indiretas com base em correlagbesstiitura-
reatividade indicam que cerca de 20% de hidroxilarexistem em
solucdo aquosa na forma dipolar i6nitaNO".%® Provavelmente a
forma zwitteribnica é preferida em algumas reacdesido a
transferéncia de préton do grup@N para uma carga negativa no
substrato, por exemplo, o atomo de oxigénio entatiés de fosfato,

confirmando a proposta de Jencks.

+ — 0"
KaOH/ NH;—0 /\o‘ OR +H3N0\P,OR
P~ )
5 OAr —> O/\ +  -OAr
*NH,—OH Ko o
KN NH,—OH
Esquema 6

Além disso, resultados publicados recentemente ramst
gue o ataque nucleofilico da hidroxilamina ao teéégle fosfato
DENDPP ocorre via a&tomo de oxigénio fornecendo o proddto
fosforilado, e devido a sua elevada instabilidaglerapidamente
convertido em diimina. Esta reage com outra diiggemando g e
hidrazina,Esquema 7 O mecanismo foi proposto com base na
identificagdo da hidrazina por métodos colorimésie na captura
do intermediario diimina, através da reducdo ddabéimarico para
succinico. Esses resultados constituiram uma esigé&uimica do
ataque nucleofilico via atomo de oxigénio em éstate fosfato,
fortalecendo a hip6tese de que a forma zwittergda@ja responsavel
pelo ataque nucleofilico nesses compogfos.
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Esquema 7

1.3 A QUIMICA DAS REACOES |INTER- E
INTRAMOLECULARES

A catdlise em reacfes intramoleculares ocorre @utngos
reativos préximos ligados na estrutura de uma mesmkécula,
diferindo das reacgOes intermoleculares onde os ogrugativos
encontram-se em moléculas diferefifeEm geral, as reacdes
intramoleculares sdo mais rapidas que as reacfimoleculares, e
sua eficiéncia é definida de maneira simples enmdsr da
molaridade efetivaME) do grupo catalitico. A molaridade efetiva é
definida como sendo a razdo entre a constante lbeidede de
primeira-ordem da reacao intramolecular e a cotestda velocidade
de segunda-ordem da reacdo correspondente inteutarle que
seguem 0 mesmo mecanismo, sob as mesmas condig@emais.
O conceito deME é simplesmente a concentracdo de catalisador
necessaria para que a constante de velocidadegkorbimolecular
seja igual & intramolecult.O Esquema 8mostra um exemplo
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classico de catélise basica geral intramoleculezagéo de hidrdlise
da aspirina, na qual o grupo carboxilato ativa aga¢ de uma
molécula de agua sobre o grupo carbonila do ésteretapa
determinante da velocidade da reagdo. A comparagio um

sistema intermolecular indica que a reacdo apr@ddBkt do ion

carboxilato igual a 13 M*"

Catalise Intra- vs Intermolecular

O
Kintra Kinter O
O"\‘ '/- _O)J\ ME = kintrax s-1
H Kinter, M-1 -1
Or‘ g
mn \
o)\ H
Esquema 8

As reacles inter- e intramoleculares ainda podem s
divididas em basica, acida (gerais ou especifieasiicleofilica. O
Esquema 9apresenta o mecanismo geral para a quebra de uma
ligacdo X-Y, no qual acontece a combinacdo de isatal
nucleofilica, basica geral e &cida geral. Emboreusto entrépico
desse tipo de mecanismo seja muito grande parabservado em
solucédo, este ndo é um problema para um substfatiolem estreita
proximidade com o0s grupos cataliticos no sitio catde uma
enzima’*

B Y BH*
base geral H_
° Nu x=Y — Nu—X-Y<
H
ey
~ -
A A
acido geral

Esquema 9
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Um exemplo classico é o mecanismo utilizado poitasu
serinas protease€squema 10 Essas enzimas sdo capazes de
hidrolisar ligacBes peptidicas intrinsecamentetésede proteinas,
utilizando um grupo hidroxila de um residuo seriltasitio ativo
como um nucledfilo. Uma forma bastante apropriaglaxhminar os
mecanismos envolvidos nas enzimas € o desenhatéenas onde
0s grupos funcionais reagentes estdo conectadosegmita
proximidade na mesma molécula. Assim, a reacdoedfilita
central pode ser modelada pela ciclizacdo de umoXiamida
adequada, a qual pode ser muito mais rapida quér@ise neutra
do grupo amida sob as mesmas condi¢bes, permitndso de
grupos pouco ativados do substr4to.

Catalise /\« Modelo para

Nucleofilica A Catalise Nucleofilica

H % Catalise
Acida Geral

Catélise
Basica Geral

Esquema 10

E importante ressaltar que as reagfes intramaelesilem
sistemas modelos sdo apenas reacfes simples quemexi
determinadas caracteristicas de enzimas em cosdiigeldgicas.
No entanto, através desses sistemas, grupos ertegit& estaveis
da estrutura biolégica podem ser clivados em seggjndomo
amidas e ésteres de fosfato. Consequentemente|anatiereacdes
inter- e intramoleculares constituem ferramentasr@ssantes para
esclarecer as diferentes formas de catalise.
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1.3.1 Catélise acida e basica

O aumento de velocidades de reacdes via mecanidmos
catalise 4cida ou basica constituem um comportambastante
importante em reacdes de varias classes. Panailast mecanismos
de catdlise 4cida e bésica, gerais e especifiegge £omo exemplo
as reacoes deidratacdo do grupo carbonila nBsquemas 11e 12.

Esses mecanismos ndo sS80 necessariamente 0S mecanismos
verdadeiros para essas reacfes, sdo apenas mmddsl para
ilustrar os conceitos de catélise acida e b4sica.

A catélise 4cida ocorre com a transferéncia de nd@top do
acido para o substrato e, de acordo com as cdsdicias dos estados
de transicdo, pode ser classificada em geral cecéam. Na catalise
geral, a transferéncia do préton ocorre na etaperrdmante da
velocidade de reacdo, sendo diretamente dependenferca do
acido. Ja a catdlise do tipo especifica ndo apesependéncia
com relagdo a forca do acido, pois a transferéaeigréton ocorre
em uma etapa de pré-equilibrio, antes da etapaniesmte da
velocidade. Esquema 1} °
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Acida geral
T A@ ( T RAT RO
5  H—A OH + OH o
( pomn @/C&)\ —_— /Ct * H3;0
5 lenta H’\}\H
H Y H C
: OH,
Acida especifica
LT @ ®H
5 HOH O stapa OH OH o
Qe = S
. @ 0.
/ :OH, H\} H OH
----------- { OH,

Esquema 11

A catalise basica possui 0 mesmo tipo de class#izaO
mecanismo do tipo catalise basica geral envolvesprdtonacéao do
substrato na etapa determinante da velocidade. aBtmwque, na
catalise béasica especifica, a desprotonacédo dentagcorre antes
da etapa determinante da velocidade de reacaomepnésequilibrio

rapido. Esquema 12 "°
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Esquema 12

As catédlises acidas e basicas gerais sdo impatarte
sistemas limitados, como os sitios ativos e as Oesag
intramoleculares. Elas tém sido continuamente denasdas na
catalise enzimatica, no entanto, sua eficiénciaedatdo aos demais
fatores cataliticos tem sido considerada pequenaleownatureza
especulativa, principalmente porque a maioria dosdeios
intramoleculares que consideram esse efeito sato rdeficientes,
com valores d&/E inferiores a 10 M? Exemplos significativos de
catalise &cida-basica geral em reacbes de desfaghur estdo
baseados em modelos intramoleculares, que aproximam
eficientemente os grupos reativos. Em especiatadas-se dois
modelos, aqueles derivados do anion salicil®o g do 8-N,N-



47

dimetilamino)-1-naftol 4), Esquema 13 No primeiro, 0 grupo
carboxilato € desenhado como um catalisador aade/lgeral,
enquanto o segundo, como um Aacido-g&tdl.

N o :, .H\
Osg© H Me,N~ ~O
T aC
3 4

Esquema 13

Os derivados de 8-dimetilamino-naftil-1-fosfaldANEP,
DANEP e TANEP no Esquema 14 sdo ativados em virtude da
catalise &cida geral intramolecular, promovida pgltapamento
dimetilamonio, que envolve transferéncia de prdtara o atomo de
oxigénio do grupo abandonador, o qual é inicialmmaiuco reativo.
Nesses compostos, a transferéncia de hidrogéniealizada em
pequenas distancias, evitando a forte solvatac8@ugos reativos
e impedindo a diluicdo da catalise acida-geralamblecular. Os
resultados sugerem que a catalise acida geralmokegular
contribui com incrementos nas constantes de veldeidde
aproximadamente f@ezes?%%"®
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Catalise acida geral

(Ip? Nu:™ ] |C:>) ok
R»]O“‘ O"‘
Rzo’ ~0 NMe, RQO e LNMez
0 — o
MANEP: R1= R2= H l
DANEP: R;=H e R,=Me H.
TANEP: R;= Ry= Et O NMe,
Nu. ORi
+
I Pon
Esquema 14

1.3.2 Reacdes nucleofilicas

A catalise nucleofilica decorre quando o nucledlida-se

ao substrato, e como consequéncia, provoca um &
velocidade da reag&o. Ou seja, um dos componeatsistdma, com
maior poder nucleofilico que a dgua ou hidroxidaca o substrato
formando um intermedidrio que a seguir é hidrolisain uma
velocidade maior que o reagente de partida. Moddlssicos de
catalise nucleofilica em ésteres de fosfato enwolveeacdes
intramoleculares com o grupo carboxilato. Por eXengreacéo de
guebra do diéstel'5 apresenta um tempo de meia vida de
aproximadamente 10 minutos a 39°C, na regido maxima
velocidade (pH 4,5) do perfii de pH. Essa reagdo é
aproximadamente 10 vezes mais rapida que aquela do difenil
fosfato nas mesmas condi¢des. A catalise nuclesfdi dominante,
comparada com a contribuicdo de catdlise acidd,gera reacao
envolve um pré-equilibrio com a g)rovavel formacaardermediario

6, conforme mostra Bsquema 15.
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Esquema 15

Nem sempre é facil distinguir se uma reacdo ocuide
catalise nucleofilica ou catalise basica geral, gae esses
mecanismos sdo cineticamente equivalentes. Em, gaiiatem trés
estratégias, sendo que as duas primeiras sdo igavais: (i)
identificacdo de intermediarios, (ii) medidas deitef isotopico, e
(iii) analise do grafico de BronstétApesar da identificacdo de um
intermediario confirmar o mecanismo nucleofiliceteendo pode ser
excluido quando um intermediario ndo é observag@ue muitos
intermediarios sdo extremamente instdveis. Nestetidee a
identificag@o ou captura de intermediarios coristitna ferramenta
importante na distingdo mecanistica dessas reacdes.

Por exemplo, foi estudada a reacgéo hisf2-(1-metil-1H-
imidazol-3-inio-2-il)fenil) fosfato (BMIPP), Esquema 16 Esse
modelo permite a existéncia de dois mecanismosticameente
equivalentes: (i) Catalise intramolecular 4cideabeom bésica geral
(Caminho A), ou (ii) catalise intramolecular acida geral com
nucleofilica Caminho B). Inicialmente, evidéncias cinéticas e
experimentos de RMN favorecem um mecanismo ondeupog
imidazol neutro atuaria como catalisador basicagativando uma
molécula de agua enquanto que o proton do imidpmutonado
estabilizaria o grupo de saida. Além disso, alisatéucleofilica
pelo grupo imidazol forma um intermediario cicliaparentemente



50

instavel®® No entanto, resultados mais recentes de célculos
computacionais e ESI-MS mostraram que o intermiedi@Eclico é
formado durante a reagdo. Sugere-se que, na reachigrolise do
BMIPP, o grupo imidazol neutro pode promover uma caalis
nucleofilica simultanea, ou n&o, a catalise b&Sica.

Me \
N7/© H*‘N@ Caminho |\N/|E‘ N _NMe
Q\/' W NZ‘NMe  (4) 3

N O I+
C,oon Lo .~ NENH O ¥ Ho
Ho Py IGAC+ IGBC ~p-OH
I o_‘o | o)
H O -
BMIPP Hz0 7
O\ K‘HCNﬁ Caminho (@]
MeN™ “N:"*P—0O “NMe (B) | + 7
—/ ok —— MeN “N-FE=qo
-'0 IGAC+NUC == O

Esquema 16

Vale lembrar que nem todas as rea¢des com nucle&@o
do tipo catélise nucleofilica, pois para que umacde seja
considerada catalitica, o catalisador deve semezgdo ao fim da
reacdo. As reagbes de ésteres dietil 2,4-dinitobfefosfato
(DEDNPP) e etil 2,4-dinitrofenol fosfatoHDNPP) na presenca de
imizadol (MZ) e &cido benzohidroxamic®KA) constituem um
exemplo tipico. Nas reagdes entrédM¥ e os fosfatoDEDNPP e
EDNPP foram detectados o0s intermediarios de imidazol
fosforilados. Estes se decompdem lentamente regyeai@iolMZ de
partida e formando os respectivos ésteres fosfrios quais sao
poucos reativos. Além disso, nessas reacdedMZ@ ataca
exclusivamente o atomo de fésforo, pois o ataquaentilico no
carbono aromatico é extremamente desfavoravel em atgioso
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formando um intermediario insta&lDessa maneira, essas reacdes
constituem um verdadeiro ciclo cataliticBs@uuema 17

R10. L
Py
" Regeneragéo do Ro0
catalisador "
ON y O,N
2
(':‘) Ny N Q\ [\
of~orR, T RoR—N_N + o
OR, OR,
NO, NO,
DEDNPP: R;=R,=FEt Imizadol
EDNPP: R,=H e R,=Et fosforilado

Esquema 17

Nas reacBes com &cido benzohidroxamiB&iA) ocorre
ataque nucleofilico dBHA ao atomo de fosforo, pelo caminfi e
ao anel aromatico, pelo caminffij), Esquema 18 Os resultados
mostraram que o intermediario fosforilado, quesseé pelo ataque
no fésforo, sofre rearranjo de Lossen formando ytaxl como
fenilisocianato, difenilureia, anilina e um derivadarbamilico.
Resultados de ESI-MS permitiram detectar o interanied
aromatico e os produtd@a e b), DNP, 10, 11, 12 e 13ef Esses
resultados mostram que reacdes de desfosforilaiygco®HA né&o
sdo mecanisticamente simples e constituem uma iespécataque
nucleofilico “suicida”, pois o nucledfilo alfBHA é completamente
destruido, formando produtos que s&o nucledfilasos. O mesmo
mecanismo foi previamente observado para a reagadlidbter
BDNPP comBHA .*°
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I Rearranjo de Lossen
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Esquema 18

14 ESTERES DE FOSFATO DERIVADOS DE 2-
HIDROXIPIRIDINA

Recentemente foi reportado na literatura que detibss-2-
piridil fosfato DPP (Esquema 19 ndo pode ser preparado devido a
sua elevada instabilida8®Essa afirmacdo despertou a atencéo do
grupo LaCFI, uma vez que, diésteres de fosfato sdo compostos
conhecidos por sua elevada estabilidade. E prilmgyde, gerou um
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grande interesse pelas possiveis propriedadesticataldos ésteres
de fosfato derivados da 2-hidroxipiridina.

\eof -
A-0~p o)

Esquema 19

O grupo de saida 2-hidroxipiridin&Egquema 20, o qual
existe em agua exclusivamente como 2-piridodd), (€ um
interessante modelo de catalisador bifuncionakmponédo é um bom
grupo de saida Kp=9,1)3*% Além disso, a geometria ndo é
favoravel para catélise nucleofilica pelo nitrogépiridinico, a qual
envolve a formacdo de um anel de quatro membrdset&nto, em
principio, o sistema parecia bastante interesgzarte catalise basica
geral intramolecular.

K,=3,28 o pK,=0,75
S (L, <

SN”oH
x H | X (\l
| A |
N” “OH +E N N“To
AN B / 14
0K,=9,09 . pK,=11,62

Esquema 20
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Os estudos dos fosfatos derivados da 2-hidroxipaid
foram iniciados pelo triéster corresportds-2-piridil fosfato (TPP,
Esquema 2).%° Os triésteres de fosfato oferecem vantagens bem
interessantes para esse estudo inicial, em retagdmno- e diésteres
de fosfato. Por exemplo, a hidrélise de triésteresfuncéo do pH
fornece resultados descomplicados pela ioniza¢&xidio fosforico
(Figura 1), o qual seria provavelmente na mesma regiaokdadp
nitrogénio piridinico (aproximadamente 1M de HCI).

02 Q 0p?lz
@’ -0 H,0 O/ | "0 _~_0
N 0 +
2500 . NH
N DPP- 7N

Esquema 21

O perfil de pH para a reacao de hidrélise TdP mostra
uma velocidade minima perto de pH 8. Este é saatifiamente
maior que os minimos observados para triésterdgudiaos sem
funcionalidade no grupo de saida, que normalmecdenfperto de
pH 5. Sugeriu-se que essa mudanca seria resultagmtbnacdo do
nitrogénio piridinico: a diminuicdo doKp do grupo piridinio em
varias ordens de magnitude (9,1 para 0,75, confarBsquema
21), torna este um melhor grupo de saida, comparamo o
respectivo grupo neutro. As reacgdes de hidrolsdRP em pH
neutro apresentaram um efeito isotopico elevada pasolvente,
K> = 3, e o inventario de prétons mostra que esser vél
produzido por 2 ou 3 prétons no estado de transi¢zssas
observacgfes sugeriram que, em pH neutro, os dgmgipiridinicos
no triéstelTPP atuam simultaneamente, na direcdo da coordenada de
reacdo, “retirando” prétons da dgua e aumentarmdeckeofilicidade
do a&tomo de oxigénion{ecanismo 15n0 Esquema 22. Esse
mecanismo justificaria um incremento éggs de aproximadamente
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10° vezes em relacdo a hidrélise de fosfatos dialgdiicas,
constituindo o primeiro sistema de catdlise bésigaral
intramolecular altamente eficiente em uma reacaohidiedlise,
reportado na literatura. Além disso, se@canismo 1% favorecido

na hidrélise dor'PP, com um grupo de saida relativamente pobre, o
mesmo mecanismo também poderia ser valido pararaliee do
monocationTPPH" (pKs= -0,22), conforme amecanismo 16no
Esquema 22°

e W, S "
N HoH N7 Y N' Hg-H N7
N o) == A o =
o >
N N
_N 15 ,NtH 16

Esquema 22

No entanto, estudos posteriores com o triési&P
mostraram que a estimativa de que a hidrélise aaldTPP seria
mais rapida do que o esperado “"por um fator danorde 18 a
25°C" precisaria ser revista.Portanto, para esclarecer porque esta
estimativa ndo estava correta, no proximo item sdi@dado um
pouco do tratamento que até entdo foi realizadorelagdo a
reatividade de ésteres fosforicos.

1.5 RELACOES LINEARES DE ENERGIA LIVRE

Diversas ferramentas tém sido desenvolvidas parstuao
de mecanismos de reacgdo e, especialmente, pastira;d@h entre
caracteristicas de estados de transicdo. Entre edtfo, por
exemplo, efeito isotépico cinéticKIE ), parametros de ativacao,
estudos computacionai® relagbes lineares de energia livre
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(LFERs).”” Relagbes lineares de energia livie sdo medidas da
dependéncia da velocidade da reacdo em relacaaractaristicas
eletrbnicas do nucledfilo ou grupo de saida. Nacée linear de
energia livre de Hammett, o logaritmo da constaeterelocidade é
relacionado com constantes sigma, que sdo assscadzeitos
elétron-retirador ou elétron-doador do substituilMe grafico de
Bronsted, o logaritmo da constante de velocidad®agionado com

0 pKydo nucledfilo e do grupo de saida, fornecendo galdes,,c e

B, respectivamente. A magnitude desses parametiteterea
guantidade de mudanca de carga entre reageni@de ek transicao.
Um valor alto defy indica um estado de transi¢éo no qual a ligagao
com o grupo de saida esta substancialmente romeidba
consideravel desenvolvimento de carga nesse g&ipolarmente,

um elevado valor def, reflete um estado de transicdo com
consideravel formacéo de ligacdo com o nucledtil8.

Relacbes lineares de energia livre sdo extremamente
utilizadas no estudo de mecanismos de reacdesatesfosforicos.
Nos proximos itens serdo mostradas as relacOesmrdimele energia
livre que correlacionam a reatividade de ésterdsgfato em funcdo
da estrutura do grupo de saida.

1.5.1 Relagdes lineares de energia livre para triéses de fosfato

A maior parte dos dados disponiveis na literatt#al@70,
referente aos ésteres fosfoéricos, envolvia nudtedfe substratos
atipicos. Trabalhos sisteméticos envolvendo triésteestavam
limitados a hidrélise de varios fosfatos dialquilli@os, na faixa
alcalina ou em Unica concentracdo de tampao emegalmixos de
pH. "8 A hidrélise neutra ndo havia sido medida com géecipara
um triéster simples. Bunton e colaboradores haviaedido a
hidrélise de alguns triésteres e obtiveram constde velocidade
para a hidrolise neutra do trifenil fosfato a 1Q0°@orém,
aparentemente sem controle de®3Ff.

Estudos de extrema importancia nesse sentido foram
publicados por Khan e Kirby em 1970, relatando emcdes de
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hidrélise de uma ampla série de triésteres detfmsialquil arilicos,
Figura 8.%° Os perfis de pH para a hidrélise desses compestés
apresentados reigura 9; e os valores obtidos para a constante de
hidrélise knq), naTabela 2 No caso dos compostos menos reativos,
as reacdes catalisadas por acido e base sao nmEs®Exas e a
reacdo de hidrélise, na regido independente de épldbservada
apenas perto de pH 4. A reacdo de hidrélise edpeattorna-se
mais importante para 0s compostos mais reativas, o@lhores
grupos de saida: para o derivado de 2,4-dinitrdfépid,~4), a
regido independente de pH ficaemtornode pH2 e 7

17b 0o

Ar=
O
A/F’\
17d 17e 17f 17g
/Cf IO
NO,
NO,

17
Figura 8 — Estrutura geral do triéster de fosfato dialquil €t7), onde os
grupos Ar séo: (a) 2,4-dinitrofenil; (b) 4-acetihzrofenil; (c) 4-cloro-2-
nitrofenil; (d) 4-nitrofenil; (e) 2-nitrofenil; (fB-nitrofenil; (g) fenil.
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log (4, min™)

10 12

o -
N
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Figura 9 — Constantes de velocidade para hidrélise de trigstde fosfato
(17), a 39°C e forga idbnica 1,0 M, com grupos AK:)( 2,4-dinitrofenil, )
4-acetil-2-nitrofenil e §) 4-nitrofenil

Tabela 2 —Constantes de velocidade para hidrélise de treste fosfato
(17), a 39°C e forca idnica 1,0 1.

Ester de fosfato pK, do fenol Knid (min'l)
2,4-dinitrofenil fosfato 4,07 6,86 x 10°
4-acetil-2-nitrofenil fosfato 5,09 4,29 x 10*
4-cloro-2-nitrofenil fosfato 6,36 2,30 x 10°
4-nitrofenil fosfato 7,15 3,78 x 1¢

Um grafico do logaritmo da constante de velociddee
segunda ordem para hidrélise espontansao K, do &acido
conjugado do grupo de saidédgura 10) fornece aEquacao 1 que
tem uma inclinacdo de -0,99. O mesmo grafico patadedlise
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alcalina tem uma inclinacdo de aproximadamente:0d&s reacoes
com agua sdo muito mais sensiveis a natureza gm gle saida.
Esses compostos séo altamente reativos com iabxtddy e mesmo
grupos de saida relativamente ruins sédo deslocados.

-3.0

354 17a

-4.0
17b

-4.5

’5,0—
17c

log (&, min™)

5.5

17d
-6.0 -

-6.5 T T T T T
4.0 45 5.0 55 6.0 65 7.0 75

pKa do ArOH

Figura 10 — Relacao linear de energia livre entre constantgettecidade
para as reagdes de hidrolise de triésteres dedasii, do grupo de saida,
39°C e forca idnica 1,0 .

logkpiq = —0,82 — 0,99 pKa (@)

Os trabalhos anteriores a 2011 sobre reacbBes de
transferéncia do grupo fosforila dedicaram-se astribmicbes do
nucledfilo e do grupo de saida na reatividade htsrsas estudados,
tal como aFigura 10 que representou (até 2011) a mais importante
correlagdo para hidrolise de triésteres de fosféto. entanto,
resultados experimentais e tedricos, ambos recentenpublicados
pelo LaCFl, mostraram que os efeitos dos grupos espectadores
nessas reacdes sdo surpreendentemente impoftafit€s grupos
espectadores sdo aqueles que ndo estdo envolrdtarente na
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formacédo e quebra de ligacéo, por exemplo, osgtafos fendis no
Esquema 4 Essa conclusdo surgiu muito claramente a paatir d
estudo da reacdo dd®PP, conforme mostrado no iterh.4 a
estimativa inicial de k;=1,5x10"min™, a 39°C, para a hidrélise
espontanea de um triéster derivado de um fenoKd® g foi feito
com base na relacao linear de energia livre de Khidinby, Figura

10 e Equacao 1°° O efeito dos dois grupos arilas espectadores do
TPP foi considerado relativamente pequeno: a compardigéta de
triésteres com grupos espectadores dialquilisasarilicos, em uma
reacdo de substituicdo endociclica de um salicdataum triéster de

fosfato salicilico {8), fornece uma diferenca de apenas 60 vezes,
Esquema 23

o
0.1 _OAr o)
F,"OPh kendo
0 —_— 0. /OAr
P~0Ph
CO, 0O CO, 0 o]
18 l rapida
OH PhO. /7
/y
_+ TP
© AC ©
CO, O

Esquema 23

A primeira indicacéo foi a evidéncia experimentalglie a
reacdo € catalisada por tampéo. Sistemas comseaitdtiamolecular
altamente eficientes, como sugerido para a hidrétie TPP,
envolvem valores dBIE para os grupos cataliticos vizinhos tao altos
gue as reacdes com as concentragdes limitadasgkentes externos
em solucdo ndo podem ser competitit’as.
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Certamente este composto é mais reativo que asfoev
pela relacdo linear de energia livre reportadaiiman e Kirby, os
guais eram os dados disponiveis na literatura atéroento. De fato
€ o que foi feito durante mais de quarenta anosestisdos de
mecanismos de reacdes de triésteres de fosfatoet&mb, essa
correlacdo foi feita para triésteres de fosfatdqdih arilicos, e o
TPP é um triaril fosfato. Nesse sentido, estudos cora g#rie de
triésteres de fosfato foram realizados para coafirenquantificar o
efeito dos “grupos espectadores” na reatividadsegesompostd$.

A Figura 11 mostra as correlagfes lineares de energia livre
para trés séries de triésteres de fosfato, mostrae tanto os
grupos de saida como os “espectadores” apresemtgrortante
influéncia na velocidade da reacdo de hidrélise wigsteres de
fosfato. Claramente, os coeficientes angulares do&ficos
mostrados nédigura 11 estdo compostos por dois termdBic +
2Bne- O Bas foi obtido das medidas das constantes de velogidad
de uma série de compostos, sendo variado o grigpeceador” e
mantido o grupo de saida constante (4-nitrofenpl&ta Figura 12
esta apresentado o grafico de Brgnsted para alibiide diaril e
dialquil 4-nitrofenil fosfato® Os dados disponiveis, mesmo que
limitados, mostram que o efeito dos grupos “espieces” € muito
importante: com valores de -0,28 para os fosfataslicos e -0,61
para os dialquil aril fosfatos (com o grupo de aa#ttnitrofenolato),
Figura 12. Os resultados indicam que a hidrélise TP ndo é
significativamente mais rapida do que o esperada pm éster de
fosfato triarilico derivado de um fenol d&40,1. E, principalmente,
ficou claro que o termo "grupos espectadores” @guivoco para as
reacdes de triésteres de fosf&to.
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Figura 11 —Relacdes lineares de energia livre para 3 séri¢sé&dteres de
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NLG

B =-0.61%0.13

NLG

log k Is”

10 15 20 25 30 35

Z(pK )

Figura 12 —Grafico de Brgnsted (log deps em funcdo do somatério dos
pK.s dos grupos espectadores) para a hidrolise deetgs diaril (circulos
abertos) e dialquil (circulos fechados) 4-nitrofémsfato:"*°
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1.5.2 Relagdes lineares de energia livre para diésts de fosfato

Anions de diésteres de fosfato sdo, em geral, cstopo
extremamente pouco reativos. Por exemplo, a rededndrélise do
bis-fenil fosfato é tdo lenta que apenas 0,1% da ceagile ser
acompanhada em pH 10 a 100°C, e o tempo de meiaduiblis-4
nitrofenil fosfato em pH 3-4 é maior que 4 mese$08°C. J4 o
tempo de meia-vida dois-2,4-dinitrofenil fosfato é apenas 75 min,
nas mesmas condicbes de pH e temperatura, mostmguneoa
reatividade desses compostos depende fortemerivasiidade do
grupo de saida. Estudos muito importantes sobee tigms de efeito
em diésteres de fosfato foram reportados por Ké&byounas, em
1970% Os autores mostram a hidrélise de uma classe esnyf#
diésteres de fosfato simétricé&squema 24 Os graficos de perfil de
pH para os diversos fosfatos diarilicos estdoFigura 13; e os
valores obtidos para a constante de hidroksg (min'), naTabela
3. O gréfico de logaritmo de constante de velocidaloleervadars
pKa do grupo de saida para a hidrélise dos diésteiérieos esta na
Figura 14, e fornece uma excelente relacao linEgyacéao 2

19a: 2 4-dinitrofenil

0
X @o} 57~ 19b: d-acetil-2-nitrofenil
_ \b' 19c: 4-cloro-2-nitrofenil
2 19d: 4-nitrofenil
19e: 2-nitrofenil

19 19f: 3-nitrofenil

Esquema 24

logkpq = 1,57 — 0,97 pK, 2
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Pt
log (khyd, min™)

Figura 13 — Logaritmo das constantes de velocidade para lsérde
anions de diésteres de fosfato diarilicos em funigEipH, a 100°C e forca
ibnica 1,0 M: @) bis-2,4-dinitrofenil fosfato, ¢) bis-4-acetil-2-nitrofenil
fosfato, (¥) bis-4-cloro-2-nitrofenil fosfato,f) bis-4-nitrofenil fosfato e ¢)
bis-3-nitrofenil fosfato!

Tabela 3 —Constantes de velocidade para hidrélise de ardendiésteres
de fosfato diarilicos, a 100°C e forga idnica 1,0 M

Ester de fosfato pKs, do fenol  Knigrslise (min'l)
Bis-2,4-dinitrofenil fosfato 4,07 6,86 x 10°
Bis-4-acetil-2-nitrofenil fosfato 5,09 4,29 x 10*
Bis-4-cloro-2-nitrofenil fosfato 6,36 2,30 x 10°
Bis-4-nitrofenil fosfato 7,15 3,78 x 1¢°
Bis-2-nitrofenil fosfato 7,23 3,40 x 1¢°

Bis-3-nitrofenil fosfato 8,35 3,02 x 10/
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log (&, min™)

pK, do ArOH

Figura 14 —Relacdo linear de energia livre entre constantgelfecidade
para reagGes de hidrélise de anions de diésterésstito diarilicos e I§,
do grupo de saida, a 100°C e forca i6nica 1.0 M.

As estimativas de valores #gpara a hidrélise de diésteres
de fosfato disponiveis atualmente na literaturafeii@s com base na
relacdo linear de energia livre de Kirby e YounBigura 14 e
Equacdo 2 Sobretudo porque as reagdes de hidrélise desses
compostos sdo extremamente lentas, tornando o cestimético
bastante complexo. Estimativas de efeito catalitoo sistemas
modelos que exibem algum tipo de catdlise sdosfaitan base
nessas correlagbes. Por exemplo, a reacdo deisedda diéster de
fosfatoBMIPP (Esquema 16 é reportada na literatura como sendo
aproximadamente 10vezes mais rapida que o esperado para um
simples diéster de fosfato com grupo de saida Kg gmilar
(~7,85)%" Até 0 momento, ndo ha na literatura nenhum estmo
relacdo a influéncia dos grupos espectadores nessasostos. A
importancia que constituem essas correlagfes nwotivestudo da
influéncia dos “grupos espectadores” nesta tesgodéramento, o
qgual ja foi investigado para triésteres e mostresultados que
adicionam importantes informacdes a literatura.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram avali@:a reacdo do
farmaco deferoxamina com mono- e triéster de fodativados do
2,4-dinitrofenol;(ii) o efeito de grupos espectadores na hidrélise de
diésteres de fosfato;(#) reacéo de hidrélise do diéstbis-2-piridil
fosfato DPP).

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

(i) Estudo cinético das reac¢fes da deferoxarid&D) com
0 monoéster 2,4-dinitrofenil fosfatdPP) e triéster dietil 2,4-
dinitrofenil fosfato DEDNPP), em diferentes pHSs;

(i) Sintese e caracterizacdo dos diésteres detfost,4-
dinitrofenil fenil fosfato e 2,4-dinitrofenil 4-nitrofenil fosfato; e
estudo cinético da reacgdo de hidrolise desses ioya 100°C;

(iii) Correlacdo de Brgnsted para efeito de grugmeetador
em reacdes de hidrolise de diésteres de fosfato;

(iv) Sintese e caracterizacdo ls-2-piridil fosfato OPP),

(v) Avaliacdo da reacéo de hidrélise DBP em diferentes
pHSs, solventes (30 ou D,O) e temperaturas;

(vi) Estudo cinético da reacdo de hidrolise do néster
analogo 2-piridil fosfatoRP);

(vii) Estudo da reacédo enti@PP e o o nucledfilo alfa
hidroxilamina;

(viii) Realizacdo de calculos tedricos para a reada
hidrélise doDPP e para reacdo com hidroxilamina.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 REAGENTES

O dietil 2,4-dinitrofenil fosfato MEDNPP) foi preparado de
acordo com a metodologia descrita na literattiras sinteses dos
demais ésteres de fosfato seguiram métodos coVeENEi
encontrados na literatura, os quais foram adaptel@ordo com o
necessario, conforme descrito a sefifif. O monoéster 2,4-
dinitrofenil fosfato PNPP) foi sintetizado pelo Doutorando Tiago
Pacheco de Camargo, sob orientacdo do Prof. Adeewes, no
Laboratdrio de Bioinorganica e Cristalografia dopBeamento de
Quimica da UFSC. O acido benzohidroxamiBélf) foi preparado
de acordo com a metodologia descrita na literdfuf. farmaco
deferoxamina@FO) foi obtido da empresa Novartis, na forma de sal
de mesilato (PM =560g/mol). A hidroxilamina (MBH) foi obtida
da Aldrich, na forma se cloridrato (PM=69,90g/mdDs demais
reagentes foram adquiridos comercialmente e padfis
previamente quando necessario

3.2 SINTESES
3.2.1 Sintese do metil di-2-piridil fosfato (MeDPP)

Adicionou-setrietilamina (12 mmols) a uma solugédo de 2-
piridona (12 mmols) em CHgIlseco (15 ml) sob atmosfera de
argbnio e agitacdo magnética. A mistura reaciooiahfantida em
banho de gelo para adicdo, gota a gota, de umadsolde
diclorometilfosfato MeOPOGI6 mmols) em CHGIlseco. Manteve-
se agitacdo magnética por 10 minutos a 0°C e, rpmrstente, por
mais 2 horas a temperatura ambiente. O cloretoigtéamonio foi
removido através de filtracdo por gravidade etoafilo foi extraido
com solucéo saturada de NaH{®solugdo salina (NaCl saturada).
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A fase orgénica foi seca com §$&, anidro e o solvente foi
removido a pressdo reduzida, obtendo-se um Oleoretoma
(Esquema 2% A caracterizacdo do produto foi realizada por
RMN'H e®P. RMN'H (200 MHz, CDC}) : 5= 8,31 ppm (2H, ddd,
J=4,7, 2,0 e 0,8 Hz), 7,76 ppm (2H, m), 7,16 ppH, @d, J=5,9 e
5,1 Hz), 7,11 ppm (1H, dd, J=8,2 e 0,8 Hz), 4,1tpd, J.-=12,1
Hz). RMN*!P (CDCL): 8= -11,85 ppm.

OH

9 2eqEwN.CHCL N _o_ e |

2eq. NTXYy * CI’P ~ oM —_— U ,I_—r | X
- o OV Z 0 7

MeDPP
Esquema 25

3.2.2 Sintese dbis-2-piridil fosfato (DPP)

Em 50 ml de acetona foram dissolvidos 4 mmolM&®PP
e 4 mmol de LiBr. Todos os reagentes foram previdaene
purificados. A mistura foi deixada sob refluxo paroximadamente
3 horas, a 70°C. Ap0s esse tempo, a solucéo tieidd a vacuo e um
solido branco foi obtido.E(squema 26 A caracterizacdo do produto
foi realizada por RMRH e *P. RMNH (D,O, 200 MHz):8= 7,24
ppm (ddd, 1H, J= 8,2; 2,0; 0,8 Hz); 7,29 ppm (did, J= 7,4; 5,1;
0,8 Hz); 7,91 ppm (ddd, 1H, J= 8,2; 8,2; 2,0 Hz248ppm (dd, 1H,
J=5,0; 2,0 Hz). RMN'P (D,0): 6= -11,22 ppm.

oM OL
N ° LiBr, acetona I

o/
I K \P,O I N\ P,O
= g = refluxo

MeDPP

Esquema 26
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3.2.3 Sintese dos diésteres 2,4-DNPO—(PRO0Ar.

Uma solugédo de 2,4-dinitrofenol (10 mmol) e tratiina
(20 mmol) em 20 ml de CHg3eco foi adicionada gota-a-gota & uma
solucéo resfriada do fosfato apropriado (10 mmetjtebfenil ou
fenil-OP(O)C}) em 30 ml de CHGIlseco. A mistura reacional foi
deixada sob agitagdo durante uma noite a temparatabiente. O
cloreto remanescente foi hidrolisado em uma mistura
agualtrietilamina. Essa solucéo foi extraida dees com CHGle
a fase organica seca e evaporada. O diéster ftipjteelo como sal
de ciclohexilamina e recristalizado, resultando em sdlido de
coloracdo amarela clarcegquema 27

2, 4-dinitrofenil fenil fosfato: RMN*H (CDsCN, 200 MHz): 6= 8,68
ppm (d, 1H); 8,45 ppm (dd, 1H); 7,85 ppm (d, 1HB17(m, 2H);
7,14 ppm (m, 3H); RMRIP (CD,CN): 5 = -13,6 ppm. ESI-MS modo
ion-negativo: m/z=339,1 (EHgN,OgP). 2,4-dinitrofenil 4-
nitrofenil fosfato: RMN3!P (CDCN): 8= -14,9 ppm. ESI-MS modo
ion-negativo: m/z=384,0 (@H/N3O10P).

Q 0
P O“P/’
Cl— gCI NOz 1, Et3N em CHClg | TOH NH,
A T OoN 0 O/
r 2. EtzN/ H,0 Ar

2,4-dinitrofenil fenil fosfato: Ar= ‘@
2,4-dinitrofenil 4-nitrofenil fosfato: Ar = —@—NOZ

Esquema 27



72

3.3 MEDIDAS CINETICAS

As medidas cinéticas foram realizadas em um
espectrofotdbmetro de UV/VIS Cary 50 acoplado a wmputador
contendo sistemas de aquisicdo e tratamento de @2y WinUV
3.00. Em todas as medidas foram utilizadas culsktagiartzo com
capacidade de 3,5 ml e 1,0 cm de caminho oticaeAsbes foram
iniciadas pela adicdo de uma aliquota dgl2fa solucdo estoque
0,01 M de substrato (estocada em freezer) a 3 mbaacdo
tamponada. Os pHs das medidas cinéticas foram aoantiom os
seguintes tampdes: CIGEIOOH (pH 2,00-3,00), C¥OOH (pH
4,00-5,00), BIS TRIS (pH 6,00-7,00) e TRIS (pH 8300). As
medidas de pH foram realizadas com um pHmetroaliglanna,
calibrado com solugbes padrbes pHs 4,00, 7,0008 XCarlo Erba).
Em experimentos acima de 25°C, as medidas foralmagas com
compensacao de temperatura, em cela acoplada a amho b
termostatico. Para as medidas esODa 25°C, os valores de pD
foram corrigidos considerando: pD=pk+0,4%° A forca idnica foi
mantida em 1,0 M em todas as medidas cinéticas quiitsio de
guantidades adequadas de solugéo de KCI.

As reacdes foram acompanhadas pela formagédo dotpro
no comprimento de onda adequad@) 2,4-dinitrofenol em
aproximadamente 360 nm (nas reacoesDi#® com DNPP e
DEDNPP); e (i) 2-piridona em aproximadamente 294nm ( nas
reacdes do diéstdDPP e monoéster analogeP). Na Figura 15
estdo apresentados 0s espectros sucessivos de &JWpidos para a
reacdo ded) hidrélise doDPP em fungédo do tempo em pH 4, a
25°C; ) DFO comDNPP, a 25°C.
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Figura 15 —Espectros sucessivos de UV-VIS tipicos para a ccdedg)
hidrélise doDPP em fungéo do tempo em pH 4, a 25{8) DFO com o
monoéster 2,4-dinitrofenil fosfat®NPP, a 25°C. As figuras no canto
superior direito sdo os graficos de absorvanciafemgdo do tempo em
294nm e 360nm, para 2-piridona e 2,4dinitrofemekpectivamente.

As reag6es foram monitoradas por no minimo trépdsne
meia-vida e as constantes de velocidade observigas foram
calculadas do ajuste iterativo dos graficos lineae Inf\, - A) em
funcdo do tempo, sendo que para todas as medidaefisientes de
correlagBesr]) foram superiores a 0,999. J4 as reacfes extrem@ame
lentas (5%, > 5760 horas) foram acompanhadas por velocidades
iniciais e os coeficientes angulares dos gréaficesatisorvancia
versus 0 tempo, do inicio das reacgbes, foram divididosape
absorvancias finais calculadas. Neste caso, entiakpereacao de
hidrolise do DPP em pH=9, foram utilizadas elevadaxentracdes
de substrato (5mM). As regressdes lineares e néaerkes para
ajustes de dados cinéticos foram realizadas coragrgma ORIGIN
versao 8.
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3.4 CALCULOS TEORICOS

Os calculos computacionais foram realizados peloJDsé
Ramoén Mora, no nivel de teoria B3LYP/6-31++G(d,pM86/6-
31++G(d, p) utilizando o programa GAUSSIAN 09 lempentado
para o sistema operacional Linux. Os minimos gkkagéstados de
transicdo foram identificados, em cada caso, euas sstruturas
caracterizadas por calculos de frequéncias a 1aa2%PC e 100°C.
Os efeitos do solvente séo essenciais quando a@sigvente é um
reagente, e pode afetar de forma significativa amgdria das
estruturas, foram otimizadas as estruturas dodratdss utilizando o
modelo PCM (do inglés, Solvation Model Densitlye SMD (do
inglés,Solvation Model Densily® Os efeitos de adicdo de uma série
de até 5 moléculas de agua foram examinados delcacam o
reportado recentemente para ésteres de foSfaBs estados de
transicdo foram obtidos usando o protocd)ST (do inglés,
Quadratic Synchronous Trankite identificados por uma Unica
frequéncia imaginaria, que caracteriza um pontoede ou estado de
transicdo de primeira ordem. Célculos de Coordemmd&eacdo
Intrinseca IRC) foram realizados para confirmar o caminho de cada
reacao.

3.5 TITULACAO POTENCIOMETRICA

A titulacdo potenciométrica doPP foi realizada em célula
de vidro com a temperatura controlada por um bastmostatizado
a 25°C, agitacdo magnética e fluxo continuo degénio. A acido
utilizado (HCI) foi bombeado para a célula de vidtcavés de um
DOSIMAT 765. O pH foi medido através de um equipatme
METROHM (modelo713). O tratamento dos resultados
experimentais foi feito com os programas BESTSPECIES. Estes
permitem determinar as constantes de dissociaghstréduicdo de
espécies, respectivamente.
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3.6 EXPERIMENTOS DE RMNH E 3P

As medidas de RMN d&H e *'P foram realizadas em um
espectrémetro de ressonancia magnética nucleaeBmodelo AC
200 MHz, disponibilizado pela Central de Analise UBSC. Em
todos os casos, foram utilizados 3-(trimetilsilpgionato de sédio
(TMSP) como referéncia interna para RMN'tke acido fosférico
85% como referéncia externa para RMN ke

As cinéticas de hidrélise dBPP por RMN de’H e *'P
foram realizadas em D com uma concentra¢do de 10 mg/mL do
substrato. Os experimentos em pD=4 e 14 foranzesds a 25°C, e
as medidas de RMN em cada tempo foram feitas eminico tubo
de RMN. J& no caso da reagdo de hidrélise em pBs3eacdes
foram realizadas a 100°C. Neste caso, foram prégsu@erca de 20
ampolas, que foram mantidas em banho de 6leo,aegaaa leitura
foi preparado um novo tubo de RMN.

As titulacbes doDPP por RMN de'H e 3P foram
realizadas em @ (10% ou 100%), a 25°C. Cada titulacdo foi
realizada com 10 mg/mL dgPP. Os deslocamentos quimicos foram
registrados apés cada pequena adi¢do de DCI ealelitupH.

Os espectros foram manuseados pelo programa MestaeC
representagdo quantitativa e ajustes tedricos forealizados
utilizando o programa Origin8.0.

3.7 EXPERIMENTOS DE LC-MS/MS

Os experimentos de LC-MS/MS foram realizados com o
auxilio do Prof. Gustavo Amadeu Micke e doutorakfddina Heller.

Os experimentos foram realizados em um equipan@égto
cromatografia liquida Agilent (Agilent Technologied/aldbronn,
AL) modelo 1200 equipado com bomba quaternariatersis
degaseificador, amostrador automatico com contteléemperatura
e capacidade para 96 frascos de amostra de 2,0 forhe para
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coluna analitica. Foi utilizada uma coluna cromeitfiga da marca
Agilent modelo Zorbax Eclipse XDB-C8 com comprinemte 150
mm, didmetro interno de 2,1 mm e tamanho da pé#atigual a 3,5
pm; com a temperatura ajustada em 30°C. Taxa de fia fase
mével: 200 uL/min. Em todas as andlises, o volumjetado foi 10,0
ML e o tempo total de andlise 10 min, com pré-asadamento de 5
min. A fase moével foi constituida de 25%0He 75% metanol,
utilizando o modo de eluigdo isocratico.

O cromatdgrafo liquido foi acoplado a um espectiéonge
massas com fonte de ionizacdo por electrospray0(3Q0ap;
Applied Biosystems/MDS Sciex, Concord, Canada) ieukado o
modo negativo de ionizagdo com o0s seguintes pardsnga fonte: a
interface ion-spray foi mantida em 400°C; voltaggmion-spray -
4500 V; cortina de gés de dessolvatacao (Curtagi"3al0 psi; gas
nebulizante (GS1), 40 psi; gas secante (GS2), #@#&s de colisdo
(CAD Gas™), médio; sendo que, ar sintético foizdillo como GS1
e GS2, assim como, nitrogénio foi empregado consodgacoliséo.
O software Analyst (versao 1.5.1; Applied Biosystgrioi utilizado
para o registro e tratamento dos dados. Os pareg#taramos no
modo MRM (Monitoramento de Reacdes Mudltiplas) e ramit
parametros referentes a energia do cone e de @aslisilistados na
Tabela 4

Tabela 4 —Massas monitoradas e energias de ionizacdo deatespetro
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 PontCE - Collision Energy;
CEP - Collision Energy Potencial.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os temas que foram estudados nessa tese estazadgsan
da seguinte maneira:

4.1) Estudos cinéticos das reacdes do farmaco defenoag®FO)
com mono- e triéster de fosfato derivados do 2ptrdienol;

4.2) Efeito de grupos espectadores na hidrélise detediss de
fosfato;

4.3)Reacédo de hidrdlise do diéskes-2-piridil fosfato OPP).

4.1 ESTUDOS CINETICOS DAS REACOES DO FARMACO
DEFEROXAMINA (DFO) COM MONO- E TRIESTER DE
FOSFATO DERIVADOS DE 2,4-DINITROFENOL

Parte dos esfor¢cos do grupo de pesquis@&Fl tem se
dedicado as reagdes de ésteres de fosfato condfilasleDentro de
conjunto de reacdes estudadas, destacam-se aqoeta® acido
benzohidroxdmico BHA): reacbes de desfosforilacdo de di- e
triéster de fosfato derivados do 2,4-dinitrofermiafm avaliadas na
presenca ddHA e resultados surpreendentes foram obtidos. Por
exemplo, reacdo d@HA (0,05 M) com o diéstdBDNPP é cerca de
10° vezes mais répida que a hidrélise espontaneaBBIbIPP
(ko=1,9x10" s1).° Nesse contexto, a quimica do farmaco comercial
deferoxamina nos despertou a atencB&0O é um sideréforo
bacteriano que contém trés grupos de ligantes taides contendo
oxigénio, que constituem em sua esséncia gruposacido
hidroxamico?’ A estrutura da deferoxamina esta apresentada no
Esquema 28 0s valores deKy, foram obtidos da literaturs.

A deferoxamina DFO) tem sido utilizada como agente
guelante de metais para fins terapéuticos em di8gémde excesso
de ferro e aluminig?'lo0 Por mais de 40 anos, tem sido um
tratamento padrdo para pacientes que recebem uséesf de

sangue?* Esse tratamento possui inimeros efeitos colatEfaigie
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incluem a inibicdo da sintese de DNA em linfécitmsnanos® o
gue ampliou a aplicagdo doFO no uso clinico como uma droga
antlprollferatlva na quimioterapia do can¢&r'®

H me 8,32
H3N? ~(CHy)s_
(CHz)fIKQL N “(CHy)s~ CH3 PKaz= 8,96
° PKaa= 9,55
Deferoxamina (DFO) pKa4= 10,79

Esquema 28

Recentemente foram realizados, raCFl, estudos
detalhados para reacaol@EO com o diésteBDNPP. Os resultados
mostram que as constantes de velocidade de seguuela-para a
reacdo de quebra dBDNPP na presenca dBFO sdo apenas 1
ordem de magnitude menor que aquelas obtidas Bbié.
Lembrando que, estudos anteriores mostram qgBélA é um dos
nucledfilos mais poderosos conhecidos frente gseaties de fosfato
como BDNPP (ke+a=0,108 M's%).?* E, apesar da complexidade da
reacdo, através da técnica de ESI-MS(/MS) foi petsdentificar
intermediarios fosforilados consistentes com o waqucleofilico
dos grupos hidroxamatos @0 ao &tomo de fésforo dBBDNPP.2
Esses resultados levaram-nos a estender os egtadmsnono- e
triésteres de fosfato derivados de 2,4-dinitrofen@,4-dinitrofenil
dietil fosfato DEDNPP) e 2,4-dinitrofenil fosfatolNPP).

As reacfes foram acompanhadas por UV-Vis pela fpiima
do produto 2,4-dinitrofenolato em 360 nm, a 25°Cpedfil de pH
obtido para a reacdo conDENDPP esté apresentado Raura 16,
juntamente com os dados para as reacdes em aguaBRHA , para
fins comparativos. O incremento globalE@IBO na reacéo do triéster
DEDNPP chega a 10vezes, comgarado com a reacdo de hidrolise
espontaneak§ =1,4 x 10’ M's Em contraste, as reacdes do
monoésteDNPP com DFO, sob as mesmas condi¢bes cinéticas do
DEDNPP, sédo aceleradas modestamente na presendaF@e e
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BHA, com um aumento na velocidade de apenas 20% agécch
hidrélise:kyps =1,80x10°s* a 25°C, pH 9 e forca iénica 1,0M°

Os dados cinéticos obtidos neste trabalho paresgdes de
BHA e DFO com DNPP estdo naTabela 5 Essa reatividade
limitada do monoésteDNPP frente ao BHA e DFO, em
comparacédo ao triést&ENDPP e diésteBDNPP, deve-se: (i) ao
impedimento eletrostatico de nucledfilos aniénisolre um dianion
de fosfato, e (ii) ao efeito alfa em didnions denoésteres de fosfato

ser minimo”’

014 BHA
0.01 4

— 3 DFO

‘0

X 1E34
o 3
g 3
1E-4
1E-5 4

k T T T T T T T T

7 8 9 10 11 12
pH

Figura 16 — Perfil de pH para a reacdo @EDNPP comDFO 0,01M
(m)a 25°C eu=1,0M. As reagOes de hidrélise espontangae(reacdo com
BHA 0,05M () foram obtidas da literatu¥d®’ e estdo mostradas para
comparagdo. Os dados para a reacAdHE®NPP com DFO estdo no

ANEXO 1.
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Tabela 5— Constantes de velocidade observada em funcadiduam as
reac6es d®NPP comDFO eBHA 0,01M, a 25°C e forga idnica 1,0 M.

DFO BHA

pH 10%Kope, S* pH 10K gpe, S
6,9 2,09 6,9 2,09
7,5 2,22 75 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 1,08

11,0 2,29

11,3 2,07

11,5 2,20

Os dados experimentais R&ggura 16 foram ajustados pela
Equacao 3 ondex, X2, X3 € X4 Correspondem as fracbes molares das
espécies neutra, anibnica, dianibnica e trianibd@cBFO (baseado
nos Kas do Esquema 28, e ki, k, ks e ky, sdo as constantes de
velocidade das reagBes das respectivas espécigeagao com
DEDNPP. A Equacao 3foi deduzida a partir dBsquema 2% os
parametros cinéticos obtidos estdo apresentadbsbwa 6

kobs = ko + kou[OH]+ (kix1+ kaxo+ ksxs + kaxs)[DFO]  (3)
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DNP + Produtos

k,, DFO
________ oMo K2
1 O-
1 OoN ' ko, DFO"
:02 \©\ 0 ! 2 > NO,
! P i ‘L
E 0" 4PEL Ks + Produtos
! NO : 2
i DEDNPP ' i
s - L K, DNP

DNP + Produtos

Esquema 29

Tabela 6 — Constantes de velocidade e dissociacdo para aorebgad
DEDNPP comDFO, a 25°C e for¢a idnica 1,0 M.

Resultados Cinéticos

ko, s*2 (8,00 + 0,50 10°
kon, M'st? (4,20 + 0,20 10*
ky, M7t (1,65 + 0,51 10™
ko, Ms? (3,48 + 0,55) 10*
ks, M's? 1,40 £ 0,03
ks M7t 1,38 + 0,03
PKaz 8,96
PKaz 9,55
PKaa 10,79

2/alores obtidos da literatur.
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A constante de velocidade de segunda-ordenTébela 6
para reacdo de desfosforilacaolREDNPP comDFO € menos de 2
vezes menor que aquela obtida para o nucledfilomalhte reativo
BHA (k;=2,74 M's1)'®" O centro nucleofilico dBHA é mais
exposto, enquanto MAFO os grupos hidroxamatos sdo cercados por
uma extensa estrutura que possivelmente representaefeito
estéreo significativo para a reacgéo.

O estudo cinético completo foi realizado com ostgé
modelo DEDNPP, além das facilidades cinéticas proporcionadas
pelo seu bom grupo de saida (2,4-dinitrofenkl,#4,07), ja haviam
sido estudadas, em nosso grupo de pesquisa, d@esepgdroes a
25°C (hidrélise espontéanea e reacdo &mA). No entanto, uma
vez que ADFO ja é utilizado como um farmaco, os resultadosltde a
reatividade em reacdes com triésteres de fosfatalasb nesse
trabalho sugerem possivel utilizacdo adicional par®FO: na
reativacdo da acetilcolinesterase em casos deidatg@o aguda por
compostos organofosforadd&squema 30°

Com o objetivo de reforcar essa hipotese, foi zadh a
reacdo de desfosforilacdo do paraoxon metilicatidlenitrofenil
fosfato, pKg = 7,14) na auséncia e presen¢aDé© 0,01 M a 25°
C, pH 11 ex=1,0 M. Os dados mostram que, nas condi¢des
estudadas, a reacdo de quebra do organofosforato uta
incremento na constante de velocidade de segud@soem torno
de 8x18 vezes, Tabela 7. Os dados da reacdo com paraoxon
metilico sdo suficientemente importantes para ooafi que as
conclusBes com relacdo ao triéster de fosfato moB&DNPP
podem ser estendidas para pesticidas organofosforad
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Esquema 30

Tabela 7 — Resultados cinéticos para a reagcdoDfeOD com Paraoxon
Metilico a 25° C, pH 11 g=1,0 M.

Constantes de

IOFOO  OoN o
Segunda-Ordem @\ T
0~ I?\OI\/Ie

H,O 1,44x10 M*s?

8,3x 1d -
DFO 1,20x 10 Mst Paraoxon metilico

Mesmo que ainda iniciais, os dados desse trabaoo s
extremamente relevantes, pois sugerem que o farBbaE pode
ter uma aplicagdo terapéutica como antidoto enmsaesdintoxicacao
aguda por agentes organofosforados. Os resultaekis trabalho
trazem muitas perspectivas, pois despertam o gserdoLaCFl,
gue durante muitos anos vem se dedicando aos ssnelanisticos
de reacbes de ésteres de fosfato na presenca t&fibos, no
desenho e estudo cinético de novas estruturasafilickes que, em
longo prazo, tenham aplicacdo de grande impaciifiie.
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4.2 EFEITO DE GRUPOS ESPECTADORES NA HIDROLISE
DIESTERES DE FOSFATO

Os dados publicados recentemente na literatuearpacdes
de hidrélise de triésteres de fosfato, os quaistramsa grande
dependéncia dos grupos espectadores desses cosngobt@ as
constantes de velocidade de rea‘iféoonforme mostrado no item
1.5.1 da Introducdo, motivou o estudo de efeito de gsupo
espectadores em diésteres de fosfato.

Até o momento, ndo havia na literatura nenhum esam
relacéo a influéncia dos grupos espectadores estedi§ de fosfato
e, implicitamente, assumia-se que os efeitos dpogrespectadores
sobre as reacdes desses compostos eram minimasid€rama-se,
por exemplo, que o efeito de troca de um grupan2rdfenil por um
grupo metila no diéstdris-2,4-nitrofenil fosfato fosse basicamente
estatistico: dis-2,4-dinitrofenilfosfato é hidrolisado a 39°C apgna
2,88 vezes mais rapido que o 2,4-dinitrofenil mietiifato - pouco
mais do que o fator de'®

Os efeitos dos grupos espectadores na velocidade de
hidrélise de ésteres de fosfato podem ser queadific através das
medidas de constante de velocidade para uma sgreordpostos
com um grupo de saida comum e diferentes grupcscesiores,
conforme mostra &squema 31 O grupo de saida mais apropriado
para esse estudo é o 2,4-nitrofendlfp},07), pois 0 mesmo permite
a utilizacdo de diversos grupos espectadores, seaiquer
interferéncia relacionada a perda de outros grufosaida mais
basicos. Além disso, ja estédo disponiveis na tilesizos dados para a
reacdo de hidrélise dbis-2,4-dinitrofenil fosfato BDNPP) e 2,4-
dinitrofenil metil fosfato, que tem grupos espeotad com K.S
iguais a 4,07 e 15,54, respectivamente. Essesegal@presentam
uma faixa representativa d&g e na auséncia de outros dados da
literatura, foram sintetizados novos ésteres datmsom valores de
pKss intermediarios. Foram sintetizados os diéstessimatricos
2,4-dinitrofenil fenil fosfato (Knc=9,95) e 2,4-dinitrofenil 4-
nitrofenil fosfato (iKn.g=7,14). As reacdes de hidrolise dos diésteres
foram acompanhadas por LC-MS/MS e estdo mostras@guar.



86

NO,

O- 0. NO,
O<p = Hy0,100°C HO— 7=
@’ o S e
O,N R R

N NO,

Grupo espectador (NLG) Grupo de saida (LG)
DNP (pKa=4,07)
pKa= 15,54 9,95 7,14 4,07
R= MeO

ar
ar
QQ

Esquema 31

4.2.1 Hidrélise dos diésteres 2,4-dinitrofenil 4-tvofenil fosfato e
2,4-dinitrofenil fenil fosfato por LC-MS/MS

A reacdo de hidrélise dos diésteres foi acompantada
100°C em pH 5,5 regido de patamar do perfil de pH para diésteres
de fosfato comuns- através da técnica de LC-MS/MS pelo
desaparecimento dos reagentes no modo ion negaifze=339 e
m/z 384, para 2,4-dinitrofenil fenil fosfato e 2jipitrofenil 4-
nitrofenil fosfato, respectivamente. Os graficosapas reacbes de
hidrélise dos diésteres estao guras 17e 18 e as curvas foram
obtidas do ajuste n&o-linear utilizand&guacéo 4.Esta descreve o
decaimento exponencial da concentracdo de reagenteincdo do
tempo para uma reacdo de primeira ordem, ondg E\]a
concentragdo inicial de reagentek,ea constante de velocidade de
primeira-ordent® E importante salientar que, através da técnica de
LC-MS/MS, nao foram observados a formacédo de sutatores de
m/z para produtos referentes a reacfes paralaasjtimdo afirmar
gue a reacdo ocorre exclusivamente pelo ataquedfilido da agua
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ao atomo de fésforo com deslocamento do grupo tia sa4-
dinitrofenolato. Os dados obtidos estaoTadela 8e discutidos no
préximo item por meio da correlacdo linear de eiaetiyre de
Brgnsted para grupo espectador.

[drea] = [4rea] e "ot 4)

1.5x10"

1.2x10"

NO,

02
o
O,N 0

9.0x10°

6.0x10°

Area (m/z 339)

3.0x10°

m/z = 339

0.0

T T T T T T T
0 300 600 900 1200 1500 1800 2100
Tempo, min

Figura 17 —Area de m/z 339 em funcéo tempo para a reacadrékse do
2,4-dinitrofenil fenil fosfato a 100°C. Os pontd@osexperimentais e a linha
corresponde ao ajuste tedrico segundeqaacdo 4.0s dados de &rea de
m/z 339 em funcdo do tempo estacAMEXO 2.
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1.5x10°

1.2x10°

NO,

o 2
o
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m/z = 384

NO,
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Area (m/z 384)
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0.0 w

[’J 360 6[’)0 9[’)0 12’00 15’00 18'00
Tempo, min
Figura 18 —Area de m/z 384 em funcéo tempo para a reacaadsise do
2,4-dinitrofenil 4-nitrofenil fosfato a 100°C. O®mos sdo experimentais e

a linha corresponde ao ajuste tedrico segunémuacio 4.0s dados de
area de m/z 384 em fungdo do tempo estaaNIBXO 2.

4.2.2 Gréfico de Brgnsted para diésteres de fosfato

A partir dos valores de constantes de velocidadalax)
foram correlacionados dados das reacdes de hirdiés regido de
pH-independente, de quatro diésteres do R&PO,)-0-2,4-
DNP com um grupo de saida em comum (2,4-dinitroferel)
diferentes grupos espectado@€©{): metil, fenil, 4-nitrofenil e 2,4-
dinitrofenil. Os valores de constantes de velatgdabtidos foram
correlacionados com a equacédo de Brgnsted, que nass, faz a
correlagdo entre a constante de velocidadé,alp acido conjugado
do grupo espectado@s dados dég a 100°C estdo n@abela 8,
juntamente com os valores di§;mbtidos da literatura. O grafico de
Brgnsted de grupo espectador para as reacdes d@ideidde
diésteres de fosfato esta Riggura 19.
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Tabela 8 —Constantes de velocidade para as rea¢fes deisedddls anions
de diésteres de fosfaRO(PO, )-0-2,4-DNPem fungéo do g, do acido
conjugado do grupo espectador, a 100°C.

Grupo espectador RO pK, deROH 10° ko, s*
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*k,calculado a partir da constante de
velocidade a 39°¢°® assumindo que a reacdo possui a mesma entropia de
ativacdo que a hidrélise ®DNPP.

-3.8

30
4.0 Buc= -0,031 + 0,001
© 7 24-DNP
S 424
o 4-NP
W fenol
3 444
X ]
§ 454 MeOH
46
47
-4.8 - T T T T T T T T T T T T T
4 6 8 10 12 14 16
pK

NLG

Figura 19 — Constantes de velocidade para as reagdes de idéddds
anions de diésteres de fosf®@(PO,)—0-2,4-DNPem fungéo do g, do
acido conjugado do grupo espectador, a 100°C.
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A relacdo linear de energia livr&igura 19, fornece o
parametro de Brgnsted do grupo espectafigrs = -0,031 + 0,001,
a 100°C. Esse valor indica que as reacdes de iseld# diésteres de
fosfato possuem minima sensibilidade com relacaatareza dos
grupos espectadores. Esse valoBdecerca de 10 vezes menor, em
relacdo ao obtido recentemente para triésteressaté triarilicos,
que apresentam um valor g igual a -0,29+0,003, & 25%€.
Além disso, conforme mostrado na Introducéo, no ces reacdes
de hidrélise de triésteres de fosfato, os resutachmstram que
existem diferencas claras entre triésteres de ttodféarilados e
dialquil arilados, em relagdo a sensibilidade dggs de saida e
espectadoresB(z € Pnc), © foram correlacionados de forma
independente. Os sistemas triarilados sdo maisosa apresentam
menores valores dic € Pnic. ref

A diferenca consideravel de dependéncia da comsiamt
velocidade em relacdo ao grupo espectador entre wliésteres de
fosfato seguramente esta relacionada a diferetidasieca entre os
mecanismos que seguem essas duas classes desfosfait@acdes
de hidrdlise de triésteres de fosfato (considerangupo de saida 4-
nitrofenolato, K;=7,14) ocorrem via formacdo de intermediario
pentacoordenado em um processo em duas etBpgaema 4%,
enquanto que reacbes de diésteres de fosfato pagsanum
mecanismo de carater concertado. Consequentemastseacdes de
triésteres de fosfato a dependéncia & naturezadies s grupos
ligados ao atomo de fésforo torna-se mais impagtant relacdo aos
diésteres de fosfato. Provavelmente esse é o mptingipal para
gue o efeito de grupos espectadores seja importamteaso de
triésteres e minimo para os diésteres de fosfato.
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4.3 REACAO DE HIDROLISE DO DIESTERBIS2-PIRIDIL
FOSFATO DPP)

Nesse item foi estudado o comportamento do diédter
fosfatoDPP, o alvo original dd-aCFl acerca da quimica de ésteres
de fosfato derivados da 2-hidroxipiridina, confordescrito no item
1.4 na introducdo. Foi confirmado que a hidrélisel@@P é muito
lenta, de acordo com aquilo que havia sido reportzal literatura
por Brown e Zamkan&® o DPP n&o é hidrolisado sob condi¢des
brandas (pH 6 — 8 a 37°C, na presenca ou auséaciadd ou
complexos selecionados). Os resultados deste li@babstram que
o0 DPP exibe reatividade substancialmente elevada, ctereom
catalise intramolecular significante na reacéoideblise. Discute-se
0 mecanismo de reacdo de hidrélise@@P através de resultados
cinéticos, tedricos e da reacdo do monodé¥eEsquema 32

O.

-

A O‘llﬂ';‘()' H,0 @'\+ . PF°
~N o T “opog2z s NH
ppt

ND o

7 O
HOPOg> +

. NH

4.3.1 Titulacdo potenciométrica e espectrométricacdDPP

Esquema 32

Na Figura 20 estdo apresentados os resultados da titulacédo
potenciométrica d®@PP. A linha corresponde ao ajuste teérico com
0 programa BEST7. Na faixa de pH estudada (2 @i5)dservado
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um K, igual a 2,73+0,01, que permitiu a constru¢éo ddigy de
distribuicdo de espécidsigura 20.

pH

Figura 20 — Titulagdo potenciométrica de 0,05 mmol BEP a 25°C, e
diagrama de distribuicdo de espécies de acordo @@, calculado de
2,73+0,01 (eixo Y, ao lado direito).

Com a finalidade de confirmar o valor d&,pobtido, foi
realizada a titulagdo espectrométrica utilizand¢éaricas de RMN
de*'P e'H. Os dados experimentais de deslocamento quinmito e
funcdo do pH, obtidos por ambas as técnicas, est&igura 21 e
22, e foram tratados teoricamente utilizand&guacao 5.Nesta,
Oppp € Oppp. representam, respectivamente, os deslocamentd®Eo
nas formas protonada e desprotonadg, representa a constante de
dissociacao acida.

H* K, 5
8(ppm) = Sppp (ﬁ) + 8ppp- <—]) B
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A titulacdo por RMN déH foi realizada em BD e foram
acompanhados dois hidrogénios do anel aroméatico D&,
fornecendo um valor médio d&a igual a 2,67+0,01F{gura 21).
A titulacdo por RMN de®P foi realizada em fD puro e em
H,0/D,0(10%) e os valores obtidos foram igual a 2,86+0g01
2,37+0,01, respectivamenté&igura 22) Em D,O, os valores obtidos
por titulagdo espectrométrica sdo bem similareslagabtido na
titulacdo potenciométrica. Provavelmente, o valer g, obtido
refere-se a protonacdo do nitrogénio piridinicoauraz que para a
protonacdo de oxigénio fosforilico de diésteresfafato arilicos
devem ser observados valores menores que diéstergicos, os
quais tem s na faixa entre 1 e'2.

8.20

8.154

8.10

8.05 4

8.00

7.954

61H, ppm

7.90

7.854

7.80

7.75 . ; . ; . ; . ; .
2.0 25 3.0 35 4.0 45

pD

Figura 21— Deslocamento quimica(RMN de'H) em funcdo de pD para
DPP em DO, a 25°C. Os dados estaoANEXO 3.
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-12.6
-12.8

-13.0

-13.2
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Figura 22 — Deslocamento quimicod( RMN de *P) em funcédo de
pD(100% BO) ou pL (10% DO) paraDPP em DO, a 25°C. Os dados
estdo nAANEXO 3.

4.3.2 Reacao de hidrolise do DPP: Estudos Cinéticos

Diésteres de fosfato sdo bem conhecidos por seem o
ésteres de fosfato menos reativos na ausénciaidie ég base: a
hidrélise esponténea do difenil fosfato é tdo lenta ndo pode ser
medida a 100°¢° Neste trabalho foram feitos grandes esforcos para
medir a constante de velocidade da reacéo de iselrdd diéster de
fosfato DPP a 25°C, utilizando o método das velocidades iisicia
Inimeras medidas de constante de velocidade fogdas fao longo
de dois anos, em parceria com os pesquisadoresiynth Kirby da
Universidade de Cambridge, Nicholas H. Williams lmm&hdi Amer
da Universidade de Sheffield, na Inglaterra. Naallndidas de que
os valores mostrados acgéio os melhores que puderam ser obtidos
sob essas condicfes, e a validade desses numsusteétada pela
excelente coeréncia com os dados obtidos em altgssraturas.
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A reacdo de hidrdlise foi estudada em funcdo deHgHd
25°C, e os resultados experimentais estdo apressmaFigura 23.
A escala deH, esta de acordo com a funcdo de acidez de
Hammett*** Os valores d&,s naFigura 23 foram obtidos com base
em observacdes extremamente cautelosas dos resultdd
experimentos de UV-Vis: as medidas cinéticas deMiB/mostram
claramente que, dependendo do pH, 2 equivaleme-mridona
séo formados em 294 nm. De fato, conforme relatedbteratura,
em algumas regifes de pH as reacdes de hidrolis®deésteres de
fosfato podem ser mais rapidas que as reacdes daterds
correspondente8® Nesse caso as reacdes séo do tipo consecutivas e
0 estudo da reacdo de hidrolise do monoéster pomdente é
essencialmente importante para o calculo ldgspara a reacdo de
hidrélise doDPP. A reacdo de hidrdlise dBP foi estudada em
funcdo do pH e seréa descrita em detalhes no4t8rf

Basicamente, foi observado que abaixo de pH 1agicede
hidrélise do monoésterPP é mais rapida que a hidrolise do diéster
DPP. A hidrélise doDPP, exceto em meio fortemente basico, leva a
formacdo de 2 equivalentes de 2-piridona e fosfaigyanico Pi),
Esquema 33 Esses resultados foram confirmados com os
experimentos de identificacdo de produtos, queoeditcutidos no
item 4.3.4 a seguir. As constantes de hidrélise do monoéstam
utilizadas nos calculos das constantes observaddgster para pH
< 4, através d&quacdo § que é uma adaptacdo da equacgédo geral
para reacdes consecutiV%® considera a formacao de 2-piridona na
primeira e segunda etaph; € k, respectivamente), conforme o
Esquema 33 As constantes de velocidade obtidas para uma@aoeac
de primeira ordem s@o bem similares as constaetésdas a partir
da equacéo apropriada para reacfes conseclEigaag¢ado §, dados
no ANEXO 4. Na faixa de pH 5-14 as reagfes sdo extremamente
lentas e foi utilizado o método das velocidadesars (abaixo de pH
12 foi considerada a formacéo de duas piridonagcdedo com 0s
dados obtidos para a hidrélise do monoéster).
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Figura 23 —Constante de velocidade observada em funcdo de,pphrh a
reacdo de hidrélise dDPP a 25°C e forga ibnica 1,0 M. Os pontos sao
experimentais e a linha sdlida (ldg,) corresponde ao ajuste tedrico
segundo &quacao 7e os parametros obtidos estdo apresentaddabeda

8. A linha pontilhada (lodx...) refere-se ao ajuste teérico corkguacao 7
considerando a contribuicégigual a zero (mantida invariavel no ajuste da
curva). Os dados dgy,;em funcéo de pH estdo ANEXO 5.

(o N SNH* 0
= =
70 mo | H,0 + Pi
N 0 k—b 0PO.2 — = = NH
DPP- T\ PP* 0
N
— Tl NH

Esquema 33
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k e—k1t_ k e—kzt
— -k, )

+(eTht)]

[ piridona] = [DPP],[(1 + "

Os dados dé,,s em funcdo do pH ndigura 23 foram
interpretados em termos das reacgdes das trés fidimeas doDPP
mostradas no Esquema 34, que foi delineado com base nos
resultados experimentais. A equacdo matematicadggereve os
dados experimentais em termos de constantes deidede e as
fracdes molares de espécies presentes esta resoatitpiacio 7
Nessa equacédo, as constarkgs., Kppp: € Kppp. COrrespondem as
constantes de velocidade referentes as espécietonada,
zwitteribnica e anidnica dDPP, respectivamenteE6quema 34 A
Equacédo 7expressa de acordo com as fragdes molares décioo
diprético estd n&quacado 8.A regido abaixo de pH 5 no perfil de
pH (Figura 23) mostra inflexdes entre pH 0 e 3 indicativas dasdu
ionizacbes: () a reacdo em meio &cido (pH < 2) representa a
hidrélise doDPP" e, (i) entre pH 2,5 e 5 tem-se a reacdo da espécie
zwitteridnica DPP* (pK,=2,73). As reacBes acima de pH 9 sio a
hidrélise espontéanea e alcalinal2ieP.

Na Tabela 8 estdo apresentadas as constantes de equilibrio
e parametros cinéticos obtidos pelo ajuste naedides dados da
Figura 23 com aEquacéao 7.

kobs = kuxppp+ + kixpppt + (ko + kou[OH])Xppp- (7)

[H*]?
Kobs = kn ([H+]2 ¥ K [H]+ K1K2>
K [H*]
s ([H+]2 K [H] +1<11<2> * ®)

(ko + K [HO‘])( KK )
o ToH [H*]2 + K, [H*] + K, K,
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H + _H
= l\l ICI) pK = {\| (?C oK, = ‘N o
| N\ | N\ O | N\
P P =
DPP* ppp ¥ @O'\ DPP-
K kK, ¥ k
H + 0
Produtos
Esquema 34

A reacdo de hidrélise d®PP tem um comportamento
diferenciado em relacdo aos diésteres de fosfardlidds derivados
de fenéis’ O perfil de pH para a hidrélise @PP mostra as reacdes
catalisadas por acido e base separadas por umanzeqagido
indepentente de pH: a velocidade observada tem imimmem pH
9,4 - a qual é aproximadamente 5 vezes mais rgpidaaquela
calculada pela soma das contribuicdes catalisadiagqido e base
(k.:am).74 E ainda, a constante de velocidade nessa regigoca de
10000 vezes maior do que o previsto para a hidréspontanea de
um diéster de fosfato diarilico simples com grupo shida com
pK=9,09; com base na correlagéo linear de energi medida
especificamente para ésteres de fosfato diaribic@®0°C Figura
14 na introducédo}. Além disso, esperar-se-ia que essa aceleracéo
moderada deveria gerar uma regido de patamarisagivé no perfil
de pH, mas como resultado da elevada reatividadefodaa
zwitteribnica DPP® (Esquema 32, a velocidade minima ¢é
deslocada para um pH mais elevado (9-10) em cogg@araom
perfis de pH de outros fosfatos diarilicos, queicémente
apresentam minimos na regiao de pH &gyra 13 na introducéo).

A constante de velocidadky,&*) mostrada ndabela 9 que
corresponde a um tempo de meia-vida de 70 anosesuttado de
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um conjunto de melhores medidas feitas em difesesdacentracdes
de tampao no pH minimo de 9,4-9,7, utilizando ascentracdes
méximas possiveis de substrato para que variacgbsiervancia
fosse consideravel. Essas medidas de constantegeldeidade
suportam as seguintes conclusdes: (i) A constanteetbcidade na
regido independente de pH é muito elevada paraxgdicada pela
soma das reacdes catalisadas por acido e baped 23); (i) Nao

h&a catalise por tampao coniKg10. A presenca ou auséncia de
catalise por tampé&o é um teste simples, mas gertdnde confianca
para avaliar a eficiéncia da catalise intramoleciilgii) O produto
inicial, o monoésterPP (Esquema 33, é hidrolisado mais
rapidamente que DPP em quase toda a faixa de pH, os célculos de
velocidades iniciais de grande parte das constafdgegelocidade
foram feitos com base na formagéo de 2 equivalel@éspiridona.

A hidrélise espontanea é, indiscutivelmente, a&eanais
lenta doDPP e pode ser um pouco melhor definida a temperaturas
mais elevadas. Nesse sentido, foram feitas medieaonstante de
velocidade, especialmente na regido independentpHjesob as
condi¢cBes padréo de pH e tampé&o, em um faixa deetaturas até
100°C (Os parametros termodindmicos serdo disautitm item
4.3.5) A constante de velocidade medida a 100°C é tamipdis
rdpida do que o previsto por um fator de aproximade 3000
vezes:

Tabela 9 — Constantes de dissociagdo e parametros cinéticas ga
hidrélise doDPP, a 25°C e forga idnica 1,0 M.

Contantes pK, pK.G"
DPP' (ky, s 6,81+0,89x18 0,33+0,2 0,75
DPP* (k., sY) 3,56 + 0,44 x 10 2,73 0,75
DPP™ (ko, %) 3,12+ 0,85 x 18° 9,09
DPP™ (kou, M's?) 1,47 +0,26 x 18 9,09

A/alor obtido por titulacdo potenciométrica (iten3.1). "Valores obtidos da
literatura.®
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As duas constantes de velocidade obtidase(ky) séo
significativamente elevadas para um diéster dexfostiarilico com
grupo de saida deKp =9,09. A constante de velocidade para a
hidrélise da forma zwiteribnicak( € facilmente explicada: a
protonacdo do nitrogénio provoca a diminuicdo #Q @go grupo
piridinio em varias ordens de magnitude e, consggquente, torna
este um melhor grupo de saida (mais d&vi@es menos béasico
comparado com o respectivo ani6h)la a constante de velocidade
para a hidrélise espontanea do diéstdg) (€, de fato,
significativamente mais rapida do que esperadoalorwbservado
deky no pH minimo é cerca de 10000 vezes maior do quewsto
para um diéster de fosfato derivado de um fenopkie9,09? A
partir desse resultado deu-se inicio a uma buscarpa explicacdo
mecanistica para a reatividade especiaD&®, inimeros estudos
experimentais e teoricos foram realizados nestbaltia e os
resultados séo discutidos a seguir.

4.3.3 Estudo cinético da reacdo de hidrélise do moéster
2-piridil fosfato (PP)

A reacao de hidrélise do monoéster 2-piridil fosf@P) foi
estudada para auxiliar no calculo das constantesreddask,) da
reacao de hidrélise doPP. De fato, como mostram os resultados, o
estudo da reacéo de hidrélise do monod3kefoi fundamental para
o calculo das constantes de velocidade atravésqiaacdes para
reacdes consecutivas: para obtencado kdehidrolise do DPP,
primeira etapa) as constantgghidrélise doPP, segunda etapa) séo
mantidas fixas nos ajustes tedricos das curvas.

O monoéstePP foi obtidoin situ na reacdo do diéstBPP
com KOH 1M a 80°C, apos 1@,tda reacdo de hidrolise doPP
nessas condi¢bes (aproximadamente 8 horas). Aaekcaidrélise
do PP foi acompanhada pela formacdo do produto 2-piaddh
reacdo foi estudada em funcdo do Wi/e os resultados
experimentais estdo apresentadobigara 24. O perfil de pH pode
ser dividido em trés regides distintas: (i) reacatalisada por acido,
em baixos valores de pH, (ii) reatividade minimapgts elevados, e
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(iii) maximo de velocidade perto pH 4, de acordmoo esperado
para a hidrélise de monoésteres de fosf4to.

O Esquema 35 é consistente com o0s resultados
experimentais e mostra que a reacao € governadaepeilibrio
entre cinco espécies do monoésR®. A equacdo matemética,
deduzida a partir doEsquema 35 que descreve o0s dados
experimentais em termos de constantes de velocidadacoes
molares de espécies presentes esta resumittauecdo 9 Nessa
equacdo, as constant&se.,, kep: kep. € kppp. correspondem as
constantes de velocidade referentes as espécietonada,
zwitteribnica, anibnica e dianibnica, respectivateenEsquema
35). As Equacdes 10-13epresentam as fracdes molares para cada
uma das espécies, de acordo com os equilibriossdecih¢do para
um acido triprético. N abela 10estdo apresentadas as constantes
de equilibrio e pardmetros cinéticos obtidos pélsta ndo-linear
dos dados daigura 24 com aEquacéo 9.

kobs = kpp+Xpp+ + kpptXppt + kpp-xpp~ + kppz-xppe-  (9)

[H*]? (10
XpP* = \TH*]® + K, [H*]? + K K, [H*] + K, K, K-
K, [H*]?
11
Xppt = ([H+]3 Ky [H']? + Ky K, [H'] + K, K. K5 (19
B Ky [H'] 2
XPp™ = \[H*]? + K [H*]2 + K,K,[H*] + K,K,K>
< KiK;K; ) (13
XeP*™ = \[H*]S + K, [H*]2 + K K, [H*] + K, K, K



102

obs’ ~w

log (k, /a_s™)

pH/H,

Figura 24 — Constante de velocidade observalladé,) em funcdo de
pH/H, para a reacdo de hidrélise B® a 25°C e forca idnica 1,0 M. Os
pontos sdo experimentais, a linha corresponde wsteafedrico segundo a
Equacdo 9e os pardmetros obtidos estdo apresentaddaloela 10 Os
dados del(day) em funcdo de pH/fkestdo nAANEXO 6.

Tabela 10 —Constantes de dissocia¢éo e parametros cinétizasap
hidrélise doPP, a 25°C e forga ibnica 1,0 M.

Resultados Cinéticos

PP" (Keps, V) 1,32 +0,38 x 18
PP* (keps, %) 1,02 +0,70 x 18
PP (Ker., SY) 2,87 +1,04 x 18
PP (kepz, SY) 2,21+0,64 x 10
PKas -1,02+0,3
PKaz 2,62+0,3

PKa: 562+0,2




103

+
| N\ OPO3H,
=
- H,0
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\ Kas ﬂ +H*
N._-OPO3
| =
PP?
Esquema 35

O ajuste dos dados cinéticos Bgura 24 fornece um
conjunto de constantes de velocidade e g (Tabela 10. Dois
dos valores de s (K, e K3 ) sdo compostos de pares de
constantes microscépicas. Conforme representadésqoema 35
provavelmente o segundoKp (=2,62) refere-se a constante de
dissociagéo do nitrogénio piridinico, pois essewvalmuito proximo
daquele obtido por titulacdo parabDPP (Tabela 9 pKa=2,73).
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Além disso, o segundoKp de monoésteres de fosfato simples
geralmente sdo mais altos que esse valor (em tten® e 7, para
monoésteres arilicos e alquilicos, respectivamente

O méaximo observado no perfil de pH em torno de pH 4
sugere que deve existir um equilibrio com transfgegde proton do
oxigénio fosforilico da espécie anioni®® para o nitrogénio da
piridina levando a formac&o da espékie”™, a qual tem um bom
grupo de saida. O monoéster na forRRa~ deve ser hidrolisado
pelo mecanismo observado para a hidrolise de mdmarde
monoésteres de fosfaBsquema 36>

0.0 0.0 .
W \'# > OHy
A P = AL LR ArOH + (HO),PO,"
H
Esquema 36

O mecanismo representado BEsquema 36 no caso do
monoéster 2-piridil fosfato, supostamente envolpeéeequilibrio de
protonacéo do oxigénio do grupo de saida do mosoésibnico,
para gerar pequenas quantidades da espécie anetita
equivalente e altamente reativa de monoé$éEn.( O equilibrio
correspondentBP= PP'™ deve ser relativamente favoravel, pois os
pKss do oxigénio fosforilico e nitrogénio piridiniao grupo de
saida sdo proximo$abela 1Q

Em linhas gerais, os monoésteres dianidnicos sawsne
reativos que 0s monoanibnicos, com excecdo de mtmTe8
derivados de bons grupos de saida. De fato, m@reéstom grupos
de saida bons e ruins apresentam comportamentigomdistintos,
0 que tem sido explicado em termos de mecanisniesedies. O
mecanismo de hidrolise de espécies monoanidnicasoteésteres
de fosfato envolve transferéncia intramoleculaunepréton para o
grupo de saidakEsquema 36 Em principio, um substituinte OH
deveria ser semelhante a um grupo -OMe, em capukida doar
elétrons. Porém, a hidrélise do monoanion metfiafiosé muito mais
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rapida do que a dimetil fosfato: devido a protonada grupo de
saida, como indicado pelo valor reduzidopgde = -0,27 (100°C}*
Em geral, essa transferéncia depende da basiciiadgrupo de
saida, determinante no grau de ligagdo do préton@oxigénio do
grupo de saida. No estado de transicdo de sulsstcatm bons
grupos de saida, a transferéncia ocorre cedo nedetwada de
reagdo, ou seja, pouca ligacdo entre o prétonterncade oxigénio
do grupo de saida. Enquanto que, em monoésteregmus de
saida ruins a transferéncia € mais tardia e a gueldd € pouco
avancada. O aumento na velocidade da reacao diwedasferéncia
de préton para o grupo de saida é o principal mqgtielo qual a
hidrélise dos monoésteres de fosfato mostra um tphbGem torno
de 4, regido de concentracdo méaxima do mono&ni6ri°e114-11e

4.3.4 Caracterizagéo de produtos por RMN

Foram obtidos espectros sucessivos de RMN em fudgéao
tempo para a reagdo de hidrélise@®P nas diferentes regides do
perfil de pH: inclinagdo acida (pH 4), patamar (PHe inclinacdo
basica (pH 14). As reacdes em pH 4 e 14 foram aaohgmas a
25°C. Devido ao fato de que a reacao é extremartemteem pH 9,
os experimentos foram realizados a 100°C, duraate de 50 dias,
os espectros de RMN d®P e 'H estdo nasFiguras 25 e 26,
respectivamente. Os espectros obtidos nas reagigsHe4 e 14
estdo NOANEXO 7. Os deslocamentos quimicos das espécies
observadas estao apresentado3atzela 11 A relacdo da area dos
picos de RMN permite a construcdo de gréaficos da &lativa de
produtos e reagentes em funcéo do tempo. Os gsafibtidos a
partir dos dados ddsiguras 25 e 26 estdo naFigura 27 A e B,
respectivamente.

A andlise de produtos por RMN mostra claramente agie
Unicos produtos da reacdo de hidréliseDfP em pH 9 e 4, sdo
fosfato inorganicoRi) e 2-piridona. Ja em pH 14, foi observado a
formacéo do monoést&P e 1 equivalente de 2-piridonANEXO
7). Esses experimentos de RMN fornecem uma evidéndiaica
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concreta das observacdes obtidas previamente pectesmetria
UV-Vis. Especialmente na regido que se refere slige do diéster
monoanidnicdPP (pH 9): onde tem-se 0 menor valor de constante
de velocidade, a qual foi calculada pelo método \ddscidades
iniciais assumindo a formagé&o de 2 equivalentgsrtiona.

|

t= 5 dias

N
]

t= 8 dias

t= 15 dias

t= 27 dias m

- " ety A . N o

iy Lia G i 1 iy s ' ot
t= 41 dias !Lw/\

t= 54 dias JL/\

‘ T\ I ‘ I I I ‘ I ‘1 ' N ‘
20 10 0 -10 -20

ppm (t1)

Figura 25 — Espectros sucessivos de RMN ¥ para a reacéo de hidrélise
doDPPem DO, a 100°C e pD 9.
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Figura 26 — Espectros sucessivos de RMN'dgpara a reacdo de hidrélise
doDPPem DO, a 100°C e pD 9.

Tabela 11— Deslocamentos quimicos de RMNtee *'P para as espécies
observadas na reagao de hidroliséDéP.

RMN'H RMN3p

Composto 5 ppm 3 ppm

6,61 ppm (ddd, 1H, J=7,2; 6,6; 1,2 Hz);
2-piridona 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)

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); -11.22
7,91 ppm (ddd, 1H, J=8,2; 8,2; 2,0 Hz);

8,24 ppm (dd, 1H, J=5,1; 2,0 Hz)

Pi - 3,24

DPP
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Figura 27 — Grafico de area relativeersustempo, calculado a partir dos
espectros sucessivos de RMN®4e (A) e 'H (B), da reacéo de hidrélise do
DPPem pD 9, a 100°C.
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4.3.5 Parametros termodinamicos

A fim de obter os pardmetros de ativagdo para gécede
hidrolise doDPP, as constantes de velocidade foram determinadas
na regido do patamar no gréafico de perfil de pH@Pem diferentes
temperaturas. Os dados parekgs® (Tabela 12 fornecem uma
excelente relacdo linear de Eyring, de acordo cammecanismo
constante no intervalo de 25-100°Eigura 28. Os parametros
termodinamicos foram calculados comEapiacfes 14-16ondek, ,
he R referem-se as constantes de Boltzmann 1188° J.K%), de
Planck (6,63 x18%).s) e universal dos gases (8,314 Jol) ,
respectivament&”’

Tabela 12 - Constantes de velocidade observadas em diferentes
temperaturas para a hidrélise &P em pH 9,4-9,7 (tampdo CHES) e
forga ibnica 1,0 M.

pH T(°C) Kb (S%)

9,4 25 3,12 x 1&°
9,4 45 5,44 x 18
9,7 60 3,70 x 18
9,7 75 1,35 x 10
9,7 90 8,50 x 10

9,7 100 2,06 x 10
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Figura 28 — Gréfico de Ink,,dT) vs T™ para reacéo de hidrélise B®P em
pH 9,50 gu=1,0 (KCI).
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AG* =In (%) RT (19

AG* = AH* — TAS* (16)
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A Tabela 13 compara dados de entalpia e entropia de
ativacao da hidrolise espontaneal@P com dados importantes da
literatura para diésteres de fosfato dialquilicabagilicos. Os dados
do diésterBMIPP* estdo incluidos, pois conforme mostrado na
introducdo, a hidrélise desse diéster ocorre vieombinacao de
catdlise nucleofilica intramolecular e basica gepr dois
imidaz6is®* Os dados d@abela 12mostram claramente a eficiéncia
da catdlise nucleofilica intramolecular por  nitnoigd
imidazolinicos, expressa em termos de entalpiatema para a
reacdo de hidrélise dBMIPP e no valor deAG (8,7 kcal.mof).A
aceleracdo modesta observada para a reacao déskidt@DPP é
perfeitamente representada por um aumento na entte@tivacao.

Tabela 13 —Parametros de ativagdo para a hidrélise espontiémions
de diésteres de fosfato.

, t 1
Ester de AH AS' AG

Reacéao
fosfato ¢ kcal.mol* cal.mol*K*  kcal.mol*

Dimetil

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

fosfato

Dineopentil

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

fosfato
DPP P-O 25,1 -17,8 30,4
BMIPP*8° P-O 19,0 -9,05 21,7

BDNPP P-O 19,0 -25,5 26,6
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4.3.6 Mecanismo da Reacao

O aumento significativo na constante de velociddde
reacdo de hidrolise espontdnea MBP a 25°C el100°C é, em
principio, uma evidéncia da participacdo do(s) oginio(s)
piridinico(s) na reag&o. Varios mecanismos podenssgeridos: (i)
uma reacdo envolvendo o ataque do ion hidréxido deiolo
conjugadoDPP* (Esquema 37 Nu=HO), a qual é cineticamente
equivalente a reagdo envolvendo o ataque da &agudaiémber
anibnico PPP); (ii) catdlise nucleofilica intramolecular pelo
nitrogénio piridinico do grupo espectador; (iiipatie direto da agua
aoDPP; e (iv) ataque direto da agua@BP com assisténcia de um
nitrogénio piridinico atuando como catalisador bégjeral.

/- - X =
{0 07,70
i /Cl 0
DPP- "IN
Esquema 37

Todas essas possibilidades mecanisticas sdo nsautimte
discutidas a seguir. O mecanisrip estd discutido com base na
reacdo com nucledfilos. Nucledfilos fortes, comardxilamina
podem reagir mais rapidamente com quantidades rpadoenas de
DPP*, mesmo em pHs elevados onde a espécie predominante
meio é aDPP.
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4.3.7 Reagdo do DPP com hidroxilamina
4.3.7.1 Estudo cinético

Na Figura 29 esta apresentado o perfil de pH para reacdo
do DPP com hidroxilamina entre os pHs 5,0 e 9,0. Os tadab
mostram que a velocidade da reacdo diminui cormmeato do pH,
com um maximo de velocidade em pH 5 onde a formatopada da
hidroxilamina é dominante. Esse comportamento gntisdaquele
observado normalmente para reacdes de ésteresstidof@om
hidroxilamina. Em geral, nas rea¢des com ésterdssfigto simples,
por exemplo, aqueles derivados de fendis, observarsaumento de
velocidade com aumento do pH até uma regido denpatande a

concentracdo da espécie neutra da hidroxilaminaxénma?®°%12

1
&
1

,s7)

obs'

log (k

Figura 29 — Logaritmo da constante de velocidade observigd ém

funcéo do pH para a reagcédo @BP com NH20H]=1,0M (e), a 25 °C. A
linha pontilhada refere-se a reagdo em agua. Qssdiek . em funcéo do
pH para a reagdo com hidroxilamina estadN&EXO 8.
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Para auxiliar a interpretacdo dos dados, um grafieo
distribuicdo de espécies foi construido de acomm os (K;s do
DPP (Tabela 9 e da hidroxilamina (€,=6,06) Conforme mostra o
grafico de distribuicdo de espéciesHigura 30, na regido entre pHs
4-5, onde tem-se 0s maiores valores de constanteeldeidade
observada, as fragcbes molares mais significatiéas da espécie
protonada da hidroxilaminaNHz;OH) e monoaniénica do diéster de
fosfato DPP). Essas espécies tém reatividades limitadas: o
nucledfilo estd na sua forma néo reativa e, nddteaphidrolise do
substrato tem um tempo de meia vida de aproximaat@ni®0 horas
(1,0 x 10°s™h).

X hidroxilamina e DPP

Figura 30 — Distribuicao de espécies para subtrato e nutdedfin funcéo
do pH, de acordo com oK doDPP (obtido experimentalment&éabela
8) e com o valor da literatura para a hidroxilanjpl&, =6,06).

Os dados d&igura 29 foram ajustados comEquacao 17
gue considera: as reacdes da espécie neutra dxilsichina com
DPP dipolar iénico ky;) e aniénico Ky,), e a reacéo de hidrélise da
espécie zwitteribnica do substratg-.), conforme oEsquema 38
Os valores obtidos para cada constante, atravégudte nédo linear
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dos dados d&igura 29, estdo nalabela 14.Nessa tabela também

estd apresentado o valor obtido para efeito iscdode solvente
(K*/K°) em pD 5, a 25°C e [N¥®DH]=1,0 M.

kops = (Kn1XNH2OHT Kpppt) Xpppt + KN2XNH20HXDPP- (17)

DPP*
7 O\'Ti-‘é' Ho0, ke @\H . P F°
—_— -
>~ _N 0 = op032- . . NH
iy PP*
— (0]
Ny 3 =
HOPO3 +
20 4 = NH
7

0
o Q- \ /
= P-O
ONH2
NH,OH, ko
@ 4o

Esquema 38

Tabela 14 — Constantesitilizadas no ajuste ndo linear dos dados da
Figura 29 e efeito isotopico do solventie'(k’).

Constantes de velocidade Constantes de dissociacdo
kny, M7t 0,42 pK. (DPP") 0,33
knz, M5t 2,40x 10 | pK,(DPPY 2,73
DPP* (k., sY) 3,56 x 10 | pK, (NH,OH) 6,06
Efeito isotépico do solventek/k®) em pH(D) 5,0
-1
Kops,S* em HO 1,15 x 10' =0 64

Kops.S* €m DO 1,79 x 1¢*
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Os dados daTabela 14 mostram que a constante de
velocidade para a reacéo B®P* comNH,0H (kyy) é cerca de £0
vezes maior que para a reacdo de hidrolisBRIB*. Além disso, a
contribuicdo da reacdo ddH,OH com DPP é minima Kyy),
coerente com oKa do grupo de saida do substrato (pKa=9,09).
Possivelmente a reacdo acontece via transferéreiprdton da
espécie protonada da hidroxilamindNi;OH) para a forma
anidnica do substrat®PP), conforme mostra &squema 39 Essa
hip6tese parece ser coerente, uma vez que, a Haonina
protonada ndo é reativa e, na faixa de pH ondestemalores
expressivos d&,,s mais de 90% da hidroxilamina presente esta na
sua forma BrotonadéNH3OH). O valor de efeito isotdpico inverso
obtido «H/k <1), Tabela 14 é bastante coerente com a transferéncia
de proéton sugerida quando considera-se 0 conceitl de catalise
acida especifica, conforme mostradogsguema 11da Introducao.
Mecanismos de reacdes organicas que envolvemipssietcatalise
sdo conduzidos basicamente por duas etapas: émstede préton
em um pré-equilibrio, o qual é seguido pela etagtarchinante da
velocidade. Esta n&o envolve transferéncia de pro®
automaticamente fornece um valor de efeito isopiverso’> Os
resultados cinéticos obtidos para a reacdo enth@xiiamina e o
diéster DPP sugerem que a reacdo ocorre com transferéncia de
proton da espécitNH;OH paraDPP. Essa transferéncia de proton
leva a formagdo das espécies altamente reativasoxiiamina
neutra NH,OH) e diésteDPP*, o qual tem um bom grupo de saida
(pKa=0,75)%* Alguns calculos tedricos foram realizados com o
objetivo de confirmar essa proposta de mecanismo.
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Pré-equilibrio:
Transferéncia de proton

G S
[ - | (S
xn O/P‘O,, N o/P“O

/ *NH,O0H =— / + NH,OH
0 3 o) z
Z @
N - NH?
DPP- DPP!

Etapa determinante da
velocidade da reagéo

0

NH + Outros

| P produtos

Esquema 39

4.3.7.2 Calculos Teodricos

Reacbes aparentemente simples de transferénciaugo g
fosforila apresentam muitas peculiaridades e podembastante
complexas, assim como recentemente demonstradadetathes o
envolvimento de aguas na estabilizacdo do estadradsicdo para
um série de triésteres fosforicBs. Nesse sentido, os calculos
tedricos constituem uma ferramenta de extrema if@poila na
elucidacdo de mecanismos de reacBes organicasasmuézes
esclarecendo questbes que dificilmente poderiam egeticadas
através de procedimentos experimentais. Em primcipds
mecanismos considerados nos célculos computacioleaism ser
aqgueles evidenciados experimentalmente.

Nesse sentido, calculos tedricos foram realizados
considerando a reacdo @PP" com NH,OH, espécies que s&o
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formadas na etapa de pré-equilibrio, de acordo esmesultados
experimentais. De fato, os resultados tedricosobomam com os
dados experimentais, mostrando que 0 mecanismo ridoge
experimentalmente é coerente, como segue. Paraesssio foram
considerados: (i) unicamente o substrato e o nfildedi) o
envolvimento de uma molécula de agua; e (iii) aigipacao de duas
moléculas de agua. N&@abela 15 estdo apresentados os valores
tedricos obtidos de energia livre de ativacdo, @agios com o
valor experimental. CEsquema 40representa a reacdo estudada
considerando 0s mecanismos na auséncia e na paeskencl
molécula de agua.

Tabela 15 —Energia livre de ativacdo e constantes de veldeidzara a
reacdo ddPP com hidroxilamina a 25°C, calculados com o nivetabria
B3LYP/6-31+G(d,p).

Namero de aguas k (M™s? AG? (kcal/mol)
Experimental 0,42 18,0
0 0,006 20,5
1 0,22 18,3
2 0,23 18,3

Os dados ddabela 15 mostram que o célculo da energia
livre de ativacdo forneceu um valor razoavel comgbar ao
experimental, quando uma molécula de agua €é coad@ena
estabilizacdo do estado de transicdo por ligacdbidtegénio. A
adicdo de uma segunda molécula de dgua nao prestefailizacao
adicional do estado de transicao. A reacdo acopcmeio de uma
reacdo do tipo &(P), com o ataque do atomo de oxigénio da
hidroxilamina ao &tomo de fdsforo. A estrutura detado de
transicdo para a reacdo com 1 molécula de aguaegstsentada na
Figura 31. A forma zwitteribnica da hidroxilamina € consiada
nos calculos conforme os dados experimentais eictsorja
publicados na literatura para reacdes de hidroxilammom ésteres de
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fosfato que sugerem que o &tomo de oxigénio daafarmitteribnica
da hidroxilamina é responséavel pelo ataque nudilemfinesses
composto$™®’

Os resultados de parametros estruturais de reagestselo
de transicdo e produto mostram um alongamento tamer da
ligacdo B-O; de 1,693A a 1,840A, indicando quebra de ligac&o
substancial. De forma correspondente, a formagdwmdcao RO;
é observada nd’S: de 5,917A a 2,234A. Por outro lado, as
distancias Hs e Hi¢-Oy ndo sofrem mudancas significativas de
reagente arS, o que indica que a molécula de agua presente
estabiliza oTS apenas por ligacdo de hidrogénibigpra 31) A
analise dos angulos diedrais mostra um estado atesi¢gio nao
planar com pouca rigidez, com um éangulo die@alP,-O3-N,4 de
132°. (A tabela de parametros estruturais estaNi®XO 9). O TS
da etapa limitante da velocidade foi verificado pmwio de calculos
delRC, Figura 32. Assumindo a existéncia do pré-equilibrio, foram
considerados dois minimos na superficie de enemgiainimo
global, que esta identificado con®l; e o estado de transicdo
conecta com o minim@2, Figura 32.
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Figura 31 — Estrutura otimizada do estado de transicdo pawagio de
DPP com hidroxilamina.
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Figura 32 — Coordenada de reacgéo intrinseca para a reac&qP&ocom
NH,OH com 1 molécula de agua.

Para investigar a natureza @8, foram realizados calculos
NBO para mudancas de ordem de ligacao. Os indicegalgid de
Wiberg (Bi) foram calculados para as ligacbes qoéresam
alteracgdes significantes na reag@g:P, e P,-O3, Tabela 16.



123

Tabela 16 —indices de ligacdo de Wiberg para reageRp éstado de
transicdo TS) e produto P), calculados com o nivel de teoria B3LYP/6-
31+G(d,p). Mecanismo SIP) com 1 molécula de agua.

O1-P; P2-Os S
B?Z 0,5273 0,0003
BiTS 0,3963 0,2302
0,762
Bf 0,0006 0,5692
%E ., 24,9 40,4

As ordens de ligagfes estimadas indicam que a {@onde
ligacdo B-O; € a coordenada de reagcdo mais avancada, cerca de
40%. Enquanto que, a quebra-B) mostra uma evolucdo de
aproximadamente 25%. Outras ordens de ligacdes nmddam
significativamente. A evolugdo média na ordem dmdéo é de
32,6%, indicando um estado de transicao precoamoenada de
reagdo, consistente com carater associativo ndedtatransicao.

4.3.8 Reacdes com nucledfilos: mecanismo (i)

A primeira indicagédo de que a hidrélise espontatesaPP
ndo poderia ocorrer via catdlise intramolecularafabservacdo de
catélise por tamp&o na regido de patamar do plerfiH*® Tampd&es
acidos e bésicos sdo tipicamente acidos, basegledfilos mais
fortes que a &gua neutra, porém ndo podem competir a
eficiéncia da catélise intramolecutdt. O efeito de tampéo foi
investigado com cuidado para a reacéo de hidrdtisBePP: foram
realizados experimentos em diferentes concentragi®esCHES
(pKa=9,4) a 25°C e 75°C, os dados estddatzela 17
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Tabela 17— Hidrolise doDPP em tampao CHES a 25 e 75°C, com forca
ibnica 1,0 M.

[CHES,mM  pH T (°C) Kobe (S™)
50 9,4 25 2,0+0,2x 1§
200 9.4 25 1,4+0,2x 18
50 7.8 75 3,2+0,03x 10
50 8,2 75 1,6 + 0,02 x 10
50 8,6 75 1,1 +0,01 x 10
200 7.8 75 2,6 +0,02 x 10
200 8,2 75 1,5+0,01 x 10
200 8,6 75 1,1 +0,01 x 10

Obs: DPP] = 15 mM. A variacao total na absorvancia em 284ai calculada
considerando a formagédo de dois equivalentes deddipa.

Os dados dd@abela 17mostram que nenhuma indicacéo de
catalise por tampé&o foi observada para a reacaldidise doDPP.
Ainda, pode-se observar nessa tabela que as ctasstinvelocidade
sdo ligeiramente reduzidas em concentracbes maigdeds de
tampdo, provavelmente essa reducéo € provocaddagitar do meio.

Os resultados experimentais e tedricos da reacdo de
hidroxilamina comDPP mostram claramente que esta envolve o
ataque ao diéster dipolar idniBdPP*, uma vez que as constantes de
velocidade sdo menores em pHs mais elevagigsia 29), regido
ondeDPP e nucledfilo na forma de base livre séo efetivamers
Unicas espécie presentes no meio. Além do iontidtrpapenas a
hidroxilamina é um nucledfilo forte o suficienterpaeagir a uma
velocidade mensuravel com a forma anidnica do eid&3PP. O
nucledfilo alfa hidroxilamina reage (em pH> 10) cama constante
de velocidade (2,42 x ToM™s™) préxima do valor observado para a
reacdo com hidréxido (14,7 x 107'sY). Reatividades semelhantes
entre ion hidroxido e hidroxilamina séo tipicasaparacfes de diaril



125

e alquil aril fosfatos, em que ndo ha ambiguidadsanistica, e
permitem a escolha entre 0s mecanismos cineticaneepivalentes,
Tabela 18 Ainda, a constante de velocidade de segunda Qukma
a reacéo de hidroxilamina cdpPP* é de 0,42 Ms™: uma constante
de velocidade de segunda-ordem para ion hidréXgg (igual a
58M’st seria necessaria para que a reacaDRIE" com hidroxido
explicasse a constante de velocidade observadayidorentre pH 8-
11. A diferenca de duas ordens de grandeza é dmifalicativo,
assumido para a discusséo posterior, de que dibéde§pontanea da
DPP muito provavelmente envolve uma reagdo da fornmacad
predominante@PP).

Tabela 18 —Comparacdo de constantes de velocidade de segudela o
para reagfes de hidréxido e hidroxilamina com diéstde fosfato.

Diéster de fosfato ko(OH), M s* ko(NH,OH), M st
Bis-2,4DNPP, 25°C 2,92 x10°2 3,96 x 10°2
Me-2,4DNPP, 39°C 8,40 x 10*2 8,80 x 10° 2
DPP, 25°C 14,7 x 10/ 2,42 x 10
DPP*, 25°C (58)° 0,42

3Dados da literatur®®°Valor necessario para explidarpelo mecanismd

4.3.9 Mecanismos (ii) e (iv): Catélise Intramolecalr

Por que a catdlise intramolecular é observada dblisie
espontdnea ddDPP, sendo que nenhum efeito importante é
observado no caso do triéster correspondeRf? Uma importante
diferenca é que os atomos de nitrogénio piridinidoDPP séo
substancialmente mais basicoK&R2,73) que o0s nitrogénios do
TPP (pK,=-0,22)% O aumento observado na constante de velocidade
da reacéo de hidrolise doPP (ko) € significativo e, normalmente,
seria indicativo de catélise nucleofilica pelosagiénios piridinicos.
Valores de molaridade efetivaME)*** ndo estdo disponiveis na



126

literatura para catalise béasica geral de hidrdisediésteres fosfato
catalisadas por piridinas, pois as reacfes obsesvadio
essencialmente nucleofilicd. No entanto, é possivel fazer uma
estimativa na ordem de 14 M pdvic necesséria para representar a
constante de velocidade observada para a reacduddise de
DPP por uma piridina comK,=2,73 através de catalise nucleofilica
(Os dados para estimativa & estdo nAANEXO 10).

No caso de catdlise nucleofilica intramoleculameacéo
envolveria a formacgéo de intermediario de 4 mem{iEegquema 39
e um baixo valor d&IE seria esperado e, portanto, o valor calculado
de 14 M n&o é conclusivo. No entanto, um valoredkante deViE
seria esperado para a reacio da espécie zwitti@RP*, que tem
geometria idéntica para o ataque nucleofilico moiecular. O valor
de ME estimado para este sistema, com um grupo de saida
melhor, porém com nucledfilo menos béasico, é apéras o que
torna esse mecanismo muito menos provavel tambémagpeeacao
de hidrélise ddDPP*.

N
0,0 L
N~ /N .
/—k/F'H—O @:‘/P\tb H,0O | TN
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7S © Z0 ZSopPoy
—
. [ NH
S0
Esquema 41

A evidéncia cinética coerente com catalise nudieafi
intramolecular, embora ndo exclusivamente coeréntehaixo valor
de efeito isotdpico do solvented’/k® =1,28 a 25°CTabela 19 No
entanto, esse niumero nao é consideravelmente rertpre o efeito
isotopico do solvente de 1,55 observado, a 39°, adidrolise do
BDNPP, a qual é supostamente uma reacdo do ti@P3* Além
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disso, a entropia de ativacdaS{=-17,8 cal.motk™) também é
incompativel com um estado de transicdo unimolecaiada que

uma reagdo espontaneg2@) possa envolver agua solvatada como
o nucledfilo.

Tabela 19 —Efeito isotdpico do solvente para a reacdo de lsgrdoDPP,
medidas realizadas em triplicata em pH 9,4 ( CHE®)ca ibnica 1,0 M.

Temperatura  Solvente Kops (S7) k"/KkP
H,O 3,37 x 107
25°C . 1,28
D,0O 2,64 x 10
H,O 1,51 x 10°
45°C 1,20
D,0O 1.26 x 1¢

O efeito isotopico do solvente surpreendentementrob
K'/KP =1,28 & 25°C, ja foi demonstrado na literatura@ahidrélise
do 4-nitrofenil 2-dimetilamino propionatoE¢quema 42. Esse
sistema exibe catalise basica-geral intramoleqgdague a estrutura
do substrato descarta a possibilidade de um mewgani&a catalise
nucleofilica intramolecular, e foi obtido experinedmente um valor
dek/k® =1,4 4 39°C*
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4.3.10 Mecanismos J(2) — (iii)

O mecanismo "padréo” para a hidrélise espontanearrde
diéster de fosfato diarilico envolve o deslocamertncertado do
grupo de saida por uma molécula de agua, a quaskistida por
outras moléculas de &gua que atuam como basess gerai
deslocalizando a carga positiva em desenvolvimeBtiste na
literatura um consenso geral de que as reacOesiddélide de
diésteres de fosfato - certamente aqueles comdrapss de saida -
ndo envolvem a formacdo de intermediarios pentdeotss
dianidnicos’* Todas as evidéncias experimentais sugerem que a
reacdo de hidrélise espontdnea B®P ocorre com catélise
intramolecular moderadamente eficiente, supostaneipielo
nitrogénio piridinico, e ainda, sugerem fortemeqtee a reacao
envolve a agua como nucledfilo imediato no ataquelenfilico
sobre ADPP.

Sendo que as reac¢les intermoleculares de piridinas
diésteres reativos sdo essencialmente nucleofisasonstantes de
velocidade apenas definem os limites superiores parcatalise



129

basica geral: de modo que os valoresMie, da ordem de 14M,
estimados para a catalise nucleofilica represantani limite inferior
paralGBC (e ao mesmo tempo um valor relativamente elé¥?jdo
Contudo, os resultados experimentais ndo sdo eoffgs para apoiar
um mecanismo em particular. Nesse sentido, calculos
computacionais foram realizados para uma série deamismos
possiveis para a hidrolise espontaned&€, que permitem uma
escolha elucidativa acerca do mecanismo. Paractingparativos,
foram realizados célculos computacionais para usteli simples:
bis-4-clorofenil fosfato 4-CIPP) derivado de um fenol comKp
igual a 9,38, préximo da 2-hidroxipiridina Kp=9,09).
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4.3.11 Calculos computacionais

A coordenada de reacdo foi avaliada para todas as
possibilidades mecanisticas de hidrélise doPP. Pontos
estacionarios estéo localizados para caracteezgenteR), estado
de transicdoT(S), intermediarios e produtos, e assim foi obtida a
energia livre de ativacdo. Cinco possiveis mecavssrforam
considerados:(i) Esquema 37 (ii) Esquema 41 (iiia) Esquema
43, (iiib) Esquema 44e (iv) Esquema 45

O calculo para o mecanismf), reacdo cineticamente
equivalente de hidroxido coBPP* (Esquema 37, resultou em uma
das mais altas energias livres de ativacao, coafidn a concluséo,
obtida a partir dos resultados cinéticos, de qae ggcanismo pode
ser excluido. Mecanismds), (iiia), (iiib) e (iv) foram analisados
com maiores detalhes. O mecanig(ifjoé o processo em duas etapas
envolvendo catdlise nucleofilica intramolecular opetitrogénio
piridinico por meio de um estado de transicdocadalie 4 membros,
Esquema 42 O intermediario formado é rapidamente convertido
para produtos pelo ataque da agua ao atomo deddasfatral (Essa
etapa néo foi considerada nos calculos computdsjomda auséncia
de uma molécula de 4gua especifica, 0 mecanfgmaaturalmente
mostra a menor energia de ativag@allela 20, mas a energia livre
de ativacdo calculada aumenta a medida que mosdelégua sdo
adicionados ao calculo, tornado-se imediatamenteomavorecido.
Entdo, omecanismo (ii)deve ser descartado, uma vez que a reagao
em estudo ocorre em meio aquoso. Enquanto que,nimeaa(iii)
envolve o ataque do atomo de oxigénio da aguacaaoatie fésforo
com deslocamento do grupo de saidh de forma concertada
(Sv2(P)), ou b) por uma reacdo em etapBsguemas 43 44.

Finalmente, anecanismo (iv)envolve o ataque do atomo
de oxigénio da agua ao atomo de fésforo assistedo @tomo de
nitrogénio do grupo espectad@squema 45 Os dados calculados
para esses quatro mecanismos sdao comparados coralop Vv
experimental ndabela 2Q
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Para os mecanismos do tipQ28°) - mecanismogiii) - a
adicdo de moléculas de agua provocou a diminuigébadreira de
energia livre. No caso do mecanismo concertad@) (a
estabilizacdo ocorreu com 3-5@® em um valor de 3-4 kcal.mbol
acima do valor observado experimentalmente. Osulcdldedricos
para o diéster diarilico simpled-CIPP, descritos a seguir,
forneceram um valor de energia livre de ativacawsicieravelmente
maior, e bem préxima daquela esperada para unedidstfosfato
com o grupo de saida 4-clorofenoK{p= 9,38).

O mecanismo em duas etapagb), envolvendo um
intermediario pentacoordenado e uma Unica molétmiligO, levou
a um estado de transicdo com uma energia livraidecdo similar
ao encontrado para o mecanism@2(®) concertadoiif@). No
entanto, as tentativas para otimizar a estruturaintg&rmediario
pentacoordenado levaram & clivagem da ligacadd“PeCa reverséo
para um estado de transicdo bimolecular. A ligaRad® é mais
longa no intermediario hipotético (1,824A) que nstado de
transi¢&o (1,690A), indicando que o intermediaéo & um minimo
de energia para a reacdo. Além disso, a adicdouds d trés
moléculas de agua forneceu resultados semelhakgesn, o {iib)
ndo € suportado pelos calculos. Resultados senethgrara a
hidrélise de diésteres de fosfato tém sido ampléendiscutidos na
literatura especializadd®*** intermediarios pentacoordenados sdo
observados em condicdes fortemente atidas nesse caso, os
diésteres estdo presentes na forma neutra e c@mpse como
triésteres de fosfato.
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Tabela 20 —Constantes de velocidade e energia livre de @vacpara a
reacdo de hidrélise dBPP a 25 °C, calculados com o nivel de teoria
B3LYP/6-31++G(d,p).

Mecanismo HO 10"%.ac (1) AG*(kcal/mol)
_ 1 4,16x10’ 39,8
! 3 2,39x10° 37,4
0 1,98x10° 34,8
i 1 2,54x10" 36,0
2 7,20x10° 36,8
1 4,84x10’ 39,7
2 5,24x10" 35,6
iiia 3 2,82x10° 34,1
4 2,42x10° 33,3
5 4,48x10° 34,3
iiib 1 3,62x10’ 39,9
_ 1 1,72 x107 33,5
v 2 0,84 (5630) 31,2 (32,7)
3 0,52 31,5
Observado 3,12 (16000) 30,4 (31,7)

Obs.: Os nimeros entre parénteses referem-serevakiculados a 100°C.

Para o mecanism@v), a energia livre de ativacdo calculada
esta em excelente concordancia com o valor expetahguando 2-
3 moléculas de agua estdo presentes. Esse mecaé@idrastante
coerente com o incremento observado na constanteldeidade
observada na reacéo de hidréliseDfeP comparado com diésteres
de fosfato com grupos de saida com valor kiesemelhanté.Esse
mecanismo foi examinado com maiores detalhes. @deste
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transicdo TS) para a reacao de hidrdlise através do mecanisfo (
foi verificada por meio de célculos de IRC. O deshtido (igura
33) é coerente com reacdo concertada em Unica etapa,duas
moléculas de dgua com papéis bem definidosT8nCoordenadas
cartesianas para reagente, complexo ativado e forogktdo no
ANEXO 11).

N
o
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o OO0 O o0 O O
T NURN AT U NI R

E (kcal/mol)

1T 1T 71 7717 7177 LN I L DL DL B B |
-24-20-16-12 -8 -4 0 4 8 12 16 20 24 28
IRC (A amu1lz)

Figura 33 — IRC para a reagéo de hidrélise OBP.

Para confirmar o incremento de velocidade obserpada a
hidrélise doDPP foram realizados calculos teéricos para a reagéo d
hidrélise do diésted-CIPP. A hidrélise espontanea dbCIPP tem
uma constante de velocidade de hidrélise de 7,7%¢ba 100°C e
energia livre de ativacéo igual a 37,57 kcal:hioForam realizados
os calculos teéricos para o0 mecanisniia); considerando a
participacdo de 2, 3 e 4 moléculas de agua$o A energia livre
de ativacdo calculada é cerca de 6 kcal'mohior que o valor
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observado para ®PP, e o valor calculado é bem proximo do
esperado para esse diéster a 100P&hela 21 (Coordenadas
cartesianas para reagente, complexo ativado e forogktdo no
ANEXO 11).

Tabela 21 —Energia livre de ativacdo e constantes de veldeidzara a
reacdo de hidrélise d&-CIPP (mecanismo iiig a 100°C, considerando a
participagao de 2, 3 e 4 moléculas de agua, caleslaom o nivel de teoria
B3LYP/6-31++G(d,p).

Moléculas de agua 10"% (s?) AG* (kcal/mol)
2 1,84 x 10/ 40,3
3 15,49 37,1
4 7,71 37,6

Para uma comparacdo mais detalhada entre as rededes
DPP e 4-CIPP, também foi construido ¢dRC para a reagdo de
hidrélise do4-CIPP (TS2) na presenca de 3 moléculas de agua,
Figura 34. O IRC confirma a reacdo do tipo concertada com trés
moléculas de agua com papéis bem definidos. Enciespexiste
uma molécula de &gua que atua como catalisadocdsgsral;
Figuras 35e36.
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Figura 34 —IRC para a reacdo de hidrélise 4«CIPP.



137

TS 2: 4-CIPP (Vims =190.95 i cni)

Figura 35 — Estruturas otimizadas dos complexos ativados eagdes de
hidrélise deDPP (TS1) e 4-CIPP (TS2).
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Figura 36 —Estados de transi¢éo para as reac¢des de hiddéli3EP (TS1)
e 4-CIPP (TS2).

Em cada caso, a reacdo de hidrolise é iniciada pela
aproximacgao de uma molécula de agua apropriadarpesteionada
proxima ao atomo de fosforo, para formar um esteldransicao
pentacoordenado quase linear com o 4&tomo de ogigiéngrupo de
saida, conforme esperado para um mecanismo doStpR). O
angulo de @--P;---O; no complexo ativado é 171.60° e 172.57°
com frequéncias imaginarias de 666,24i e 190,95 p&P e 4-
CIPP, respectivamente, conduzindo a formacgéo de pro{istbela
22). O vetor deslocamentoDV¥), associado com a frequéncia
imaginéria, € coerente com um estado de transighaqual a
formacdo da ligacdo ;f, e clivagem da ligacdo #; sao
concertadas. Esse vetor € descritohigura 35 para mostrar a
natureza fisica do efeito observado.
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Tabela 22 —Parametros estruturais para reageRfg éstado de transicédo
(TS) e produto P), calculados com o nivel de teoria B3LYP/6-31++@)d

Distancias Interatdmicas (A)

DPP

P;-O, O,-Hz HzNy Ngi-Cs Cs-Og P;-O; PL.Og
R 3,55 0,98 1,95 1,33 1,38 1,66 1,67
TS1 198 1,31 1,18 1,34 1,34 1,85 1,74
P 1,64 191 1,03 1,35 1,33 298 1,73

P1-Os, P1-Og Nig-His
R 151 151 1,85
TS1 1,52 1,52 1,80
P 1,50 1,50 1,82

4-CIPP

P;-O, O,-Hz H3-O4 OgpHs Hs-Of P;-O;7 P;-Og
R 451 0,98 1,80 0,99 1,76 1,65 1,65
TS2 193 1,02 1,56 0,97 3,08 241 1,63
P 1,68 1,44 1,06 0,98 3,23 539 1,65

P1-Os P1-Og Os-His
R 1,52 1,50 1,82
TS2 1,50 1,50 1,82
P 1,51 1,50 1,80
] DPP 4-CIPP
Angulo O,-P;-O;

de s 171,600 172,57°

Frequéncia 666,24 190,95i

Imaginaria (cm™)
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4.3.11.1 Analise de ordem de ligacao

Com a finalidade de comparar a evolugdo do estado d
transicdo com os respectivos reagentes, foranragal$ célculos de
ordem de ligacdoNBO) como implementado no Gaussian'€9:2®
Os indices de ligacdo de Wiberg foram estimadoartr gle analise
de populacdo. Os processos de quebra e formacaligaigio
envolvidos na etapa determinante de velocidadeedgdo foram
examinados em termos de Sincronicidade (Sy), ctingedposto
por Moyanoet al'*® O parametro Sy fornece uma medida do grau de
sincronicidade, variando de 0 a 1, no caso de psosepuramente
assincrbnicos e sincronicos, respectivamente. @ises resultantes
sdo mostrados rieabela 23. Os indices de ligacdo de Wiberg foram
calculados para todas as ligacbes alteradas néorefg; hidrolise,
como mostrado n&igura 36. As outras ligacdes sofrem alteracoes
insignificantes e ndo foram consideradas.
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Tabela 23 —indices de ligacdo de Wiberg para reagel}y estado de
transicdo TS) e produto P), calculados com o nivel de teoria B3LYP/6-

31++G(d,p).
P-O;  OpHs  HzNs  NgGCs S
BR 00032 06726 0,0553 1,3974
BTt 0,3613 10,2684 0,4498 1,2893
B? 06651 0,0379 0,6766 1,2392
opp %E, 54,1 63,7 63,5 68,3
CsOg  OgP1 POy 0,889
BR 09537 05930 0,5988
BTS1  1,0603 0,5140 0,4256
B?  1,1003 05030 0,0169
%E, 72,7 87,8 29,8
Pr-O,  OyHs HyO, P-O; S
BR 00004 06590 0,0646 0,6177
4-CIPP BTS2 0,3433 05341 0,1367 0,14200’654
B? 05906 0,1710 0,4825 0,0002
%E, 58,1 25,6 17,3 77,0
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4.3.11.2 Estado de transicdo e mecanismo

As distancias interatdmicas semelhante©pde 1,98 A e
1,93 A nos estados de transi¢éo para as react@Pm@ee 4-CIPP,
respectivamente, indicam quantidades comparavefsrdecéo de
ligacdo com o nucledfilo. Porém, as distancias ogyrupo de saida
Pi-O7, 1,85 A e 2,41 A Tabela 22, diferem substancialmente.
Evidentemente, o estado de transicdo para 0 pocess
transferéncia do grupo fosforila é adiantado nademada de reacao
para o substrato mais reatilddP, consistente com o envolvimento
de um nitrogénio piridinico, o qual é uma base Igarais forte
guando comparado a uma molécula de agua. De tab mod a
transferéncia de protons da &agua nucleofilica mareatalisador
basico geral € mais avancada na coordenada deore@g#l;
aumenta de 0,98 para 1,31A no estado de transag@oapreacdo de
DPP, em comparacdo com 1,02 A par&€IPP. Sendo que, a carga
positiva em desenvolvimento é estabilizada de fomads eficaz
pelo nitrogénio piridinico na reagcédo de hidrolise@PP do que a
molécula de dgua do solvente, no casal-dtiPP. A catalise basica
geral mais efetiva é refletida também nos indieetghcdo Wiberg
(Tabela 23, os quais indicam que a transferéncia de prétra p
nitrogénio naT'S para a reagédo doPP esta aproximadamente 65%
completa. Enquanto que, a transferéncia de pré&@omslvidos na
dispersao da carga positiva desenvolvida sobreua agcleofilica
esta claramente atrasada na reacab-@tPP.

Para a reacdo de hidrélise B¢P envolvendolGBC, as
ordens de ligagbes estimadas para formacdo e qdeldigac&o no
TS indicam que todas as ligacdes estdo em mesmadgrauolucao
na coordenada de reacdo, e as ligacbes diretaneentdvidas
fornecem um valor de sincronicidade proximo da adé
(Sy=0,889). As coordenadas mais avancadas esté@onamente
associadas a catalise basica geral pejoddm elevado grau de
evolucao na transferéncia de prétons dgp@ra o N, mais de 50%
de formacdo da nova ligagdo-®,. A ligagdo com o0 grupo
espectador f0g, mostra 0 maior grau de evolugdo T8, pois &
afetada diretamente pelo decréscimo de eletrafdi® no atomo de
fosforo e pelo desenvolvimento de carga positivaNao(87,8%,
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Tabela 23. Apenas a clivagem da ligacdo com o grupo deag#e
0;) ndo mostra grande avanco (29,8%), no momento eno qi& é
atingido.

Por outro lado, no caso do diésteCIPP a quebra da
ligacdo R-O; é a coordenada mais avancada (Ev=77,0%), segaido d
formacdo da ligacdo f, (Ev=58,1%). Esta reacdo é governada
principalmente pelos grupos de saida. O processnés sincrénico
para essa classe de compostos (Sy = 0,654), nmassfeténcia de
préton envolvendo moléculas de agua do solventedessaria para
catalise basica-geral. A segunda molécula de aguacmo uma
base geral, como indicado pelos avancos signifimaitna quebra £
Hs e formacéo KO, ao longo da coordenada de reacao.

Essas diferencas sdo provavelmente a base par&x® ba
valor de efeito isotépico observado para a hidedldo DPP,
K'/kP=1,28 a 25°C. Reconhece-se que as magnitudessdefédtos
podem ser reduzidos, quando ha uma grande difedeng$, entre o
doador e o receptor de prétons, resultando emTi$n muito
adiantado ou tardit® No presente caso, os dois requisitos s&o
satisfeitos: a molécula de &gua doadora e pirideeeptora de
prétons tem HK,s iguais a 15,7 e 2,73, respectivamente. A
transferéncia de préton gHdo oxigénio @ para o nitrogénio Nesta
mais de 50% completa no estado de transicdo, tab anostrado
pelos calculos de comprimento e ordem de ligagabdlas 22e
23).
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5 CONCLUSOES

Nesta tese estudou-48: a reacdo do farmaco deferoxamina
com mono- e triéster de fosfato derivados do 2ytrdienol; (ii) o
efeito de grupos espectadores em hidrélise deedésstle fosfato; e
(iii) a reacao de hidrélise do diéstbis-2-piridil fosfato OPP).

Os estudos cinéticos das reacfes do farmaco defaiox
com mono- e triéster de fosfato derivados do 2utrdienol
permitem concluir que:

(i) O incremento global na constante de velocidadeedersla-
ordem de reacao de quebra do triéBEDNPP na presenca
de DFO chega a 10vezes, comparado a reacéo de hidrdlise
espontdnea. A constante de velocidade de seguddazor
comDFO é apenas 2 vezes menor que aquela obtida para o
nucledfilo altamente reativBHA. Em contraste, as reagfes
do monoésteDNPP com DFO e BHA s&o aceleradas
modestamente, aproximadamente 20%, na presenca de
ambos os nucledfilos.

(i) A reatividade elevada na reagdo com o triésterodatb
modelo DEDNPP sugere uma utilizacdo adicional para o
farmacoDFO, na reativacdo da acetilcolinesterase em casos
de intoxicagdo aguda por compostos organofosforades
dados cinéticos adicionais para o paraoxon metiticam
importantes para confirmar que as conclusfes eaaelao
triéster de fosfato modelDEDNPP podem ser estendidas
para pesticidas organofosforados.
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Os resultados de efeito de grupos espectadoreséstards
de fosfato mostram:

() Foram sintetizados, e hidrolisados a 100°C, doigo$i0
diésteres: 2,4-dinitrofenil fenil fosfato e 2,4-diofenil 4-
nitrofenil fosfato. Os dados de hidrélise de qualiésteres
do tipoRO(PO,)-0-2,4-DNP com um grupo de saida em
comum (2,4-dinitrofenol) e diferentes grupos esgdmtes
(RO = metil, fenil, 4-nitrofenil e 2,4-dinitrofenil) fam
correlacionados como grafico de Brgnsted para opogr
espectadores. O grafico de constante de velocidess
pK, do acido conjugado do grupo espectador forneceu um
valor Sy igual a -0,031 + 0,001, a 100°C.

(i) Os resultados trouxeram uma noi&kER a literatura
especializada, a qual indica que a sensibilidadatareza
dos grupos espectadores em diésteres de fosfataidan
Esse comportamento é diferente do observado prewigm
para triésteres de fosfato triarilicy ¢ --0,35+ 0,02, a
25°C. Seguramente essa desigualdade de sensibilaa
grupo espectador esta relacionada a diferencansetra
entre 0s mecanismos que regem essas duas classes de
fosfatos.
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O estudo da reacdo de hidrolise His-2-piridil fosfato
(DPP) permite concluir:

(i) A constante de velocidade para a reacdo de hidrdiis
DPP, na regiao de patamar de perfil de pH a 25°Cr@ace
de 10000 vezes maior do que o previsto para a llsidréd
espontanea de um diéster de fosfato diarilico gsnpbm
grupo de saida dekpsimilar.

(i) A reacdo de hidrolise do monoésk, produto inicial da
hidrélise do diésteDPP, foi estudada em funcdo do pH,
mostrando claramente que a reacdo do monoésterisé ma
rapida que do diéster em quase toda a faixa d®©ptstudo
dessa reacdo foi fundamentalmente importante para o
célculos das constantes de velocidad®EP.

(iii) Os resultados cinéticos da reacao de hidroxilancioia
DPP mostram que a reagdo ocorre com transferéncia de
préton em um pré-equilibrio, que leva a formacas d
espécies altamente reativas: hidroxilamina neltté,QH)

e diéster protonad®PP*. A proposta de mecanismo foi
confirmada por célculos computacionais. A reacam co
hidroxilamina foi essencial para descartar a pdgide de
etapa de pré-equibrio na reacéo de hidréliserie.

(iv) Dentro de diferentes possibilidades de mecanisngo, a
evidéncias cinéticas e computacionais, combinadasir@a
estudo mecanistico detalhado, mostram que a redeéo
hidrélise espontanea dePP ocorre com catalise basica-
geral intramolecular pelo nitrogénio piridinico dpupo
espectador.
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ANEXO 1 - Constantes de velocidade observada em func@bl gara
as reacdes dBEDNPP comDFO 0,01M a 25°C e forca ibnica 1,0 M.

pH 10'Kops, S pH 10'Kops, S
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 — Area de m/z =339 e m/z= 384 em func&o tempo para a
reacao de hidrélise dos diésteres assimétriads)0°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 - Titulagdo ddDPP por RMN

ANEXO 3.1 —Dados para a titulagdo d@PP por RMN de*'p

Em 100% D,O Em H,0/ D,0 (10%)
PHido 5P, ppm pD 3P, 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 titulacdo @PP por RMN de™H
3'H, ppm

pD H6 HA4

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 — Célculo de constante de velocidade observada,ta gar
equacles de reacles consecutivas, para a reatéadralese doDPP a
25°C e forca ibnica 1,0 M.

pH 4

Abs
Abs
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Abs

H,-1,69

H,-212

Abs

Tempo, s Tempo, s

Resultados obtidos

kobs <1

pH k, PP, s Ao DPP, s E(éo[:rFi);’dz)
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 3,05E-3 6,85E-3
-1,05 1,12E-2 0,060 | 4,62E-3 6,99E-3
20,69 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 3,05E-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 observadg/éy) em funcéo
de pH ou (pH<0) para hidrélise @PP a 25°C e forca idnica 1,0M.

1

pH/HO kobSyS
-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
52 1,00E-6
6,2 1,67E-7
4,1 1,20E-5
51 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 observddg/é,) em funcéo de
pH ou (pH<0) para a hidrélise dRP a 25°C e for¢a idnica 1,0 M.

pH/H, Kobs, S°
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 2,25E-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 3,17E-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 — Caracterizacdo de produtos [RIVIN

ﬂ
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AD\WNHEXO 7.1 - Espectros sucessivos de RMN*#epara a reacéo de
hidrélise doDPP em pD=4 e 25°C.
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ANEXO 7.2 — Espectros sucessivos de RMN'Hepara a reacéo de
hidrélise doDPP em pD=4 e 25°C.
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ANEXO 7.3 — Grafico de area relatiwes tempo, calculado a partir dos

espectros sucessivos de RMN #& (A) e 'H (B), para as espécies
envolvidas na reacao de hidrélise@BP em pD=4, a 25°C.
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ANEXO 7.4 — Espectros sucessivos de RMN*#epara a reacéo de
hidrélise doDPP em meio basico, pD=14.
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ANEXO 7.5 — Espectros sucessivos de RMN ‘#epara a reacdo de
hidrélise doDPP em meio bésico, pD=14 e 25°C. O Ultimo ponto néo

foi ulitizado no gréafico de concentracdo, pois esenta a adicdo de 2-
piridona ao tubo reacional.
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ANEXO 7.6 — Grafico de area relatiwes tempo, calculado a partir dos
espectros sucessivos de RMN '#ee *!P, para as espécies envolvidas
na reacdo de hidrélise @PP em pD=14, a 25°C.

ANEXO 8 — Constante de velocidade observadg)( em fungéo do
pH para a reacédo doPP com NH20H]=1,0M (e), a 25°C.

pH kobsasl

5,0 1,23 x 10
5,5 1,10 x 10
6,0 8,27 x 10
6,3 8,59 x 10
6,6 5,57 x 10
7,0 1,92 x 10
7.6 5,55 x 10
8,0 3,24 x 10
8,5 1,02 x 18
9,0 4,27 x 10




180

ANEXO 9 - Parametros estruturais para reagerRg, (estado de
transicdo TS) e produtos B) para a reacao dBDPP com NHOH,

calculados com o nivel de teoria B3LYP/6-31+G(d,p)ecanismo
SN,(P) com 1 agua.

Distancias interatdmicas(A)
R TS P
0,-P, 1,693 1,840 3,880
P,-O3 5,917 2,234 1,710
P,-Og 1,508 1,518 1,505
P,.O, 1,635 1,648 1,710
P,-Og 1,500 1,508 1,505
O3-Ny4 1,412 1,405 1,360
Ng-Hs 1,041 1,037 1,000
Og-H1g 0,983 0,985 0,960
Angulos diedrais (TS)
0;-P>-03-0O4 -140,18
01-P>-03-Ny4 131,96
0O3-N4-Hs-Og -30,61
N4-Hs-Og-H1g -5,09
Hs-Og-H1¢-Og -28,16
Og-P>-03-Ny4 -87,87
Frequéncia Imaginaria (cni)
215,24
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ANEXO 10 —Constantes de velocidade de segunda orégrtM ™ min
! 39°C) para reacées de piridinas com diésteréssfiato.

Diéster Py 4-Me-Py  4-NH-Py
Metil pK PKa
a

arilico ArOH 517 6,02 8,96 Bruc
Ar = B

11,06 11,03 -0,98
2-nitro 723  2,63x10 7,86x10° 8,86x10° 0,38
4;}%:;)2' 636 200x10 5,00x10° 5,00x10° 0,35
4;]?&2' 509 430x1d 1,04x10° 8,65x10° 0,33
2,4- 407 615¢18 147x1¢ 011 0,31

Dinitro
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ANEXO 11 — Célculos Tedricos para reacfes de hidrélise éstaties
de fosfato

ANEXO 11.1 —Coordenadas cartesianas para reag@&jted reacéo de
hidrélise doDPP.

Atom

X

Y

z

ITOIITIOZZIIITOOIOOOIIIOIOONOOOO0OO0OO0OT®

0.01107700
0.40911800
-1.54936700
0.75647400
0.09241200
-2.12007200
-1.51066100
-3.99832300
-2.21693700
-0.53187700
-3.48690600
-4.97979500
-1.77524300
-4.06389200
1.98010800
2.06400300
3.30854000
1.17745800
4.21196900
4.40932900
3.41737700
5.03647300
5.39548700
3.01402200
-3.32939400
2.91019200
1.93565900
3.05969200
-4.40860100
-4.01285400
-3.72747400

-1.26107700
-0.86923600
-0.81528800
-0.26803400
-2.69262600
0.42892700
1.48267200
1.67761200
2.67845700
1.36932600
2.78733300
1.70526800
3.51689800
3.70308700
0.34583600
1.69971700
2.31414800
2.23495600
0.22537300
1.56558200
3.36388500
-0.39692700
2.00738800
-0.38808400
0.51452400
-3.29822200
-3.35108300
-2.32904000
-1.67658600
-0.92544400
-2.36415100

3030500
2138000
861500
80531000
4045000
5653700
4619600
86483900
5060600
9220700
‘7682800
5089000
8032000
4085700
1823700
5p2D700
5814200
7286600
151®300
2692900
1205400
2015100
3660400
1064300
9063500
6088800
20011900
96492100
3142200
2822500
2557700
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ANEXO 11.2 —Coordenadas cartesianas para estado de transi¢ao
(TS) na reacao de hidrélise @iPP.

Atom

X

Y

z

ITOIIOZZIITIIOOIOOOIIIOIOONOOO0OO0OO0O0OT

0.18465400
0.17844100
-1.45513100
0.82182200
-0.20585100
-1.92143600
-1.21281400
-3.74691900
-1.82451400
-0.21571000
-3.12158700
-4.75409400
-1.28941200
-3.62673300
1.92152400
1.97193100
3.13725300
1.11040300
4.11145800
4.22860800
3.20139000
4.90603500
5.14569400
2.97429300
-3.17284800
2.03605200
2.23222800
2.75346100
-4.42078600
-3.95727300
-3.78330400

-1.69343700
-1.33735100
-0.94279500
-0.47944200
-2.97007100
0.27967000
1.28486200
1.69848000
2.51585900
1.09690200
2.74256300
1.81273100
3.29789300
3.69170200
0.28360700
1.52369000
2.27048100
1.86689200
0.55535100
1.78693200
3.23402800
0.10494100
2.35595400
-0.16665500
0.49944700
-2.36200200
-2.93217700
-1.26685600
-1.50772900
-0.81073900
-2.23311100

-888900

6138200
2862400
9052600
4867500
4831000
4838800
0092900
4678800
1639500
684000
9073100
833700
GO&r300
79065300
2822100
2321400
8198800
3038400
8P65500
2065600
1899700
8054200
2084900
0865200
861400
7Q72700
‘708D800
02677300
6541600
6795000
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ANEXO 11.3 —Coordenadas cartesianas para prod@laé reacao

de hidrélise d®DPP.

Atom

X

Y

z

TITTOIIOZZIITIOOIOOOIITIOIOONOOO0O0O0OOU

0.70881300
0.30268100
-1.89932700
1.03589300
-0.08666900
-2.29363800
-1.46526300
-3.98307900
-1.93755100
-0.47295300
-3.23420400
-4.98997900
-1.30991800
-3.64142300
2.02733500
1.94534500
3.01902900
1.04362500
4.21191700
4.17427300
2.96357200
5.04984300
5.02107300
3.15137400
-3.55395900
2.23323000
2.51991800
3.21381000
-4.54329200
-4.23333000
-3.81291100

-2.02125700

-1.49117400
-0.71644300
-0.67704200
-2.96483900
0.46767500
1.39860700
2.09524400
2.66145000
1.08376400
3.03652000
2.34059400
3.36233400
4.01859800
0.20674800
1.41253500
2.28851500
1.62404800
0.79139500
1.98004700
3.22198100
0.45536800
2.65368700
-0.05634300
0.85628200
-2.60340300
-3.15435400
-0.96795300
-1.34738400
-0.54792300
-1.97591900

-D48300
9668800
8042200
88a9100
0062100
1846400
3082800
3085700
3226400
3610000
20277500
0267500
7848400
4049200
209800
3013200
9216500
9122500
3036500
5004100
4255500
3862000
1044100
8a38800
76825200
5033000
9@a&Y 900
5067600
1832700
0641600
2983800
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ANEXO 11.4 —Coordenadas cartesianas para reag®&)taed reacao
de hidrdlise dal-CIPP.

Atom

X

Y

z

ITITOOOITIOIIIOIIOIIIOOOOOOOIIIOOOOOO0O00T

0.08418700
-0.90771700
0.99736900
0.96182700
2.13196100
4.53137200
3.15031900
4.39846100
2.00568000
5.50902300
3.06482200
1.02522900
-0.71200700
-1.82583000
-1.94397500
-3.95200500
-3.07729200
-4.06805400
-2.82078200
-1.16847500
-4.72786400
-3.17647000
1.85754200
2.07336300
1.03977800
-0.43870700
-0.61889700
-1.17617100
-2.70852600
3.38369800
3.45955900
5.84786200
-5.50118700
-3.59220800
-3.91255500
-2.64920900

1.30510300
2.33636400
0.92658500
1.55810500
0.11753300
-0.07647000
-2.06740600
-1.46087800
-1.26750800
0.38084000
-3.14511500
-1.71694000
-0.10213500
-0.58797200
-0.54460600
-1.72408700
-1.08734600
-1.66935300
-1.17802300
-0.09774300
-2.18112200
-1.05491500
3.21905700
2.42907000
3.56965300
4.22038200
3.53973400
4.15467900
-1.20469300
0.71856100
1.79796200
-2.47154500
-2.35459600
2.46852500
1.55498200
2.39171200

21900
6438800
5881000
6351600
58211000
0888100
3818000
9085000
7081900
1488600
2002800
862500
1357000
3018300
50081600
0026900
6856200
7088900
1731900
6756900
1358900
4334300
0855400
9020400
8386400
8085300
8086800
0235200
93200
248800
5648800
56641100
5522100
6130300
8318000
0334600
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ANEXO 11.5 — Coordenadas cartesianas
(TS) na reacao de hidrélise deCIPP.

para estado de transicdo

Atom

X

Y

z

ITOQOIIOIIOIIIIOONOOOOOOIIIIOOONONONNO000D

0.43444100
-0.86114900
1.09147300
0.98936600
2.16705900
3.35038100
4.41228700
3.09474100
4.27249300
2.03247600
3.45712100
5.33556100
2.99837800
1.10435200
-0.74525200
-1.86835100
-2.06018700
-4.16588800
-3.25612200
-4.30347500
-2.96876600
-1.25124600
-4.98241100
-3.36789700
-2.86101400
1.57584200
1.67497600
1.24331400
0.74799300
-0.17944500
1.22072400
-5.82585800
5.61886500
-3.47239700
-3.69367300
-2.54334000

1.84616800
2.39976100
0.83878200
1.84785800

-0.02181300
0.40273500

-0.49573000

-2.21988700

-1.79518200

-1.32288300
1.41768200

-0.17511500

-3.23251500

-1.62854200

-0.11827900

-0.58833200

-0.79376100

-1.42638100

-1.29799200

-1.61151000

-0.92040500

-0.55397800

-1.67157500

-1.44552200

-0.77717700
3.26733900
3.95616300
3.72281800
4.43398900
4.18452400
4.10111700

-2.25743500

-2.92823500
2.47240500
1.55323500
2.42476300

09800
60X2700
763.300
1162900
500100
5805600
8862000
1854200
90138600
3049600
1648900
561000
9040600
0185600
8331200
7885300
1802400
1398600
3046600
6255000
2239100
014100
8663800
0R6E5300
9267000
2038800
5088900
7978100
7260600
1218800
5395900
1631600
628000
9801300
1437900
8633600
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ANEXO 11.6 —Coordenadas cartesianas para prodefmé reacéo
de hidrdlise dal-CIPP.

Atom

X

Y

4

OOIOIOIIOIIOIIOIIOONIOOOIIOIONONOONOOO0OO0OU

-1.42069400
-1.11917700
3.17905400
-1.77149600
-0.51160200
3.25714300
2.67129200
4.01295400
2.74942800
2.14577500
3.41983400
4.53441400
2.29032100
-1.77541800
-2.41765400
-2.43112600
-2.91078700
-1.17510500
-1.81183100
-2.92670700
-0.69644100
-2.92779300
-3.10338600
-3.56153400
-4.06127300
-3.45596900
-4.82335100
0.28722600
1.11829300
-0.17542000
3.93166800
4.39190500
-1.15650900
-0.66582700
3.53690300
-1.83651900

-0.83104300

0.29972700
1.91446300
-0.08936100
-2.01042800
1.93211500
2.97604700
0.92492900
2.99633500
3.77578700
1.96880500
0.12892100
3.80631600
-0.69779100
-1.91321600
-2.43416100
-2.45658700
-0.50705800
-1.72506400
-3.37833500
0.03667900
-1.39152600
-2.31667800
-0.96995200
-0.67713500
-0.15594400
-0.11029900
0.17718100
0.65286100
0.19131300
0.90862800
0.09245700
0.00574900
0.94989000
2.00055100
-2.38138700

095300
1657300
8631600
6540400
5892600
2432400
0423200
53711000
964B800
8154400
63@1600
7330600
5885400
1385500
6295100
6327300
6663300
5438600
8838400
5925100
5845400
3087000
9640000
5I%7700
4045500
0334700
126200
1343900
6349500
4852500
5852800
0651700
5364900
4338300
4836200
3640900
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