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RESUMO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) é uma
doenga causada pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV). A
epidemia de infec¢do pelo HIV € considerada uma das maiores
pandemias ja observada na histéria. A integrase (IN) é uma enzima
essencial no ciclo de vida do HIV e sua inibi¢do € um alvo atrativo para
o desenvolvimento de novos fiarmacos. Compostos dicetdnicos e com
grupos catecol vem sendo validados como potenciais inibidores da
integrase, portanto, o foco desde projeto foi estudar os equilibrios
envolvidos entre dez ligantes contendo grupos dicetOnicos e grupos
catecol com os fons Mg(II) e Mn(Il) a fim de verificar se 0 mecanismo
de acdo destes possiveis farmacos envolve a complexacdo com sitio
ativo da enzima integrase.

Os equilibrios de formacdo dos complexos entre os ligantes 5-
CITEP, CG-I-83D, CG-I-160, CG-1I-38B, CG-II-51, CG-II-133A, CG-
II-135A, GS-9137, CG-I-154 e CG-I-139 e os fons Mg(I) e Mn(I)
foram determinados em solucdo através de titulagdo potenciométrica e
espectroscopia UV-Vis.

Para o sistema com o ion Mg(Il), ligantes como CG-I-83D, CG-
II-51, CG-1-160, CG-I-133A, CG-I-135A, CG-I-139 e CG-I-154 foram
os que apresentaram mais afinidade com o metal, formando diferentes
espécies do complexo metélico ao longo da faixa de pH, especialmente
em pH neutro.

Os estudos com o fon Mn(Il) revelaram que ligantes como
SCITEP, CH-I-38B e CH-I-135A tem mais afinidade com este metal em
diferentes faixas de pH. O ligante GS-9137 ndo formou expressivas
quantidades de complexos com ambos os fons Mg(Il) e Mn(I). As
espécies formadas com Mg(II) encontram-se na faixa de pH alcalina,
ndo servindo para o propdsito bioldgico do ligante. Para o sistema com
Mn(II) houve a formagdo de espécies em pH neutro, porém, em pequena
quantidade.

Palavras-chave: Integrase. Equilibrio. Complexos. HIV.






ABSTRACT

The Acquired Immune Deficiency Syndrome (AIDS) is a
disease caused by the Human Immunodeficiency Virus (HIV). The
epidemic of HIV infection is considered one of the largest pandemics
ever seen in history. Integrase (IN) is an essential enzyme in the life
cycle of HIV and its inhibition is an attractive target for the
development of new drugs. Dicetonic compounds and molecules
containing catechol group has been validated as potential integrase
inhibitors, therefore the goal in this project was focused in equilibrium
studies involving dicetonics and catechol compounds of ten ligands with
Mg(II) ions and Mn(II).

The equilibrium of the complexes formation between the
ligands SCITEP, CG-I-83D, CG-II-51, CG-II-38B, CG-II-51, CG-II-
133A, CG-II-135A, GS -9137, CG-I1-154 and CG-I-139 ions and Mg(Il)
and Mn(II) in solution were determined by potentiometric titration and
UV-Vis spectroscopy.

For the system with Mg(II) ion, binders such as CG-1-83D, GC-
II-51, GC-I-160, CG-I-133A, CG-II-135A, CG-I-139 and CG-I-154
were those that had an affinity for the metal, forming different species of
the metal complex throughout the pH range, especially at neutral pH.

Studies with Mn(Il) ion revealed that ligands such as SCITEP,
CG-II-38B and CG-II-135A have affinity for this metal in different pH
ranges. GS-9137 did not form complexes with significant amounts of
both Mg(Il) ions and Mn(II). The species formed with Mg(Il) are in the
alkaline pH range, not intended for the purpose of ligands with
biological applications. For the system with Mn(Il) species were formed
at neutral pH, but in small quantities.

Keywords: Integrase. Equilibrium. Complexes. HIV.
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25

1. INTRODUCAO
1.0.1. Dados Epidemiolégicos

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) é uma
doenca causada pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)."* A
epidemia de infec¢do pelo HIV é considerada uma das maiores
pandemias ja observada na histéria. Além disso, esta doenca revela-se
ser um problema sdcio-econdmico especialmente para os paises em
desenvolvimento.’

A transmissdo deste virus pode ocorrer de diversas maneiras, tais
como através do contato sexual sem preservativo, transfusdo de sangue
contaminado, da mée para o bebé durante a gravidez, no parto ou na
amamentacdo, reutilizacdo de seringas e agulhas, bem como por
instrumentos perfurantes ndo esterilizados.

No mundo inteiro, estima-se que 34 milhdes de pessoas estdo
vivendo com HIV/AIDS segundo a Organiza¢io Mundial da Sadde.* No
Brasil, estimativas realizadas pelo Departamento de DST, AIDS e
Hepatites Virais contabilizam atualmente cerca de 718 mil pessoas
infectadas pelo virus HIV. E importante destacar que o tratamento a
pacientes portadores do virus HIV no Brasil ¢ uma referéncia mundial.
O Sistema Unico de Sadde (SUS) disponibiliza atendimento,
acompanhamento e medicamentos gratuitos.

Ainda que intimeros cuidados e campanhas de conscientizac¢io
para a prevencdo da AIDS sejam feitos anualmente em todo o mundo,
esta doenga continua provocando novas vitimas. Em 2013 mais de 2
milhdes de pessoas contrairam o virus, sendo que, destas, cerca de 240
mil sdo criangas menores de 15 anos. As mortes em decorréncia da
AIDS contabilizaram aproximadamente 1,7 milhdes de pessoas naquele
mesmo ano.”

1.0.2. O virus HIV e terapia farmacologica

O virus HIV possui duas formas geneticamente distintas, o HIV-1
e o HIV-2. Em relacdo ao HIV-1, a infeccio pelo tipo 2 difere por ter
uma evolucdo mais lenta no organismo hospedeiro, o que diminui a
possibilidade de transmiss@o do virus.

Como a maioria dos retrovirus, o HIV € esférico. Seu interior
contém o material genético que consiste em duas cOpias de RNA e as
enzimas transcriptase reversa (RT), protease e integrase (IN). (Figura 1).
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Integrase

Figura 1. Virus HIV (adaptada da referéncia 7).

As enzimas transcriptase reversa, protease e integrase
desempenham papéis fundamentais na replicacdo do virus dentro da
célula infectada. A transcriptase reversa promove a sintese de uma copia
do material genético do virus. Em seguida, a integrase é responséavel por
inserir este material no hospedeiro para que, por fim, a protease
desenvolva seu importante papel no ciclo de replicacdo do HIV,
mediando a produgdo de particulas de virus maduras, com capacidade
infecciosa. O ciclo de infec¢do do HIV € mostrado resumidamente na
Figura 2.
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Figura 2. Ciclo de vida do virus HIV (Adaptado da referéncia 8).

Infelizmente a medicina ainda ndo encontrou a cura para
a AIDS. Atualmente sdo utilizados medicamentos que fazem o controle
do virus na pessoa com a doenga, embora apresentem alta incidéncia de
desenvolvimento de resisténcia e de efeitos colaterais, aumentando a
necessidade de busca e/ou desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos.

A atual estratégia utilizada no tratamento da infec¢do pelo HIV
€ chamada HAART (Highly Active Anti-retroviral Therapy) e é baseada
em coquetéis de drogas aprovadas pela Food and Drug Administration
(FDA).

A primeira droga aprovada pela FDA foi a zidovudina, (3-
azido-2,3-didesoxitimidina), também conhecida por AZT. Em 1964 o
AZT, Figura 3, foi sintetizado por Horwitz, onde seu alvo era atividade
anticancerigina.10 No inicio da década de 70 a atividade antiviral do
AZT foi descrita pela primeira vez, sendo em 1985 o primeiro composto
a apresentar atividade anti-HIV."'
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Figura 3. Estrutura do AZT

Ap6s os promissores resultados do AZT como agente anti-HIV
(atuando como inibidor da transcriptase reversa), outros compostos
semelhantes a ele foram sintetizados com o objetivo de serem mais
eficazes, trazendo menos efeitos colaterais. A Figura 4 exemplifica
alguns destes compostos, enumerados de 1 a 4.

NHz NH,
4
. Ke 15 b f\f
__O -
1 2 3 4
Figura 4. Novos compostos andlogos ao AZT (Adaptado da referéncia

12).

Diversos farmacos vem sendo desenvolvidos desde entdo, ndo
apenas como inibidores da transcriptase reversa, mas também como
inibidores da enzima protease e inibidores da fusdo, etapa crucial para a
inser¢do da particula viral a célula hospedeira. Porém, um dos fatores
que dificulta a terapia anti-HIV € a alta incidéncia de efeitos colaterais
causados pelos atuais farmacos. Cerca de 20,5% das causas de falha na
aderéncia a terapia anti-retroviral sdo referentes aos efeitos colaterais,
caracterizando-se principalmente por vomitos, diarréias, nduseas e dores
abdominais, além de dores de cabeca e alteracdo da coloragdo da pele.13



29

A fim de atenuar possiveis efeitos colaterais, aumentar o
potencial de inibi¢do e diminuir o desenvolvimento de resisténcia do
virus, estudos de novas drogas anti-HIV estdo sendo concentrados em
outras etapas do ciclo de replicagfo viral.

A Integrase (IN) é uma enzima essencial no ciclo de vida do
HIV e é um alvo atrativo para o desenvolvimento de novos farmacos.
Detalhes de sua estrutura, fungdo e utilizacdo como alvo terapéutico
serdo discutidos no préximo item.

1.0.3. A integrase

A IN € essencial para a replicacdo do virus HIV, sendo
responsavel por catalisar a inser¢io do material genético viral no
cromossomo do hospedeiro, catalisando duas etapas no ciclo de
replicagdo viral. Primeiramente, ela catalisa a clivagem do 3’-teminal do
cDNA viral. Em seguida, a integrase permanece ligada num complexo
com o cDNA, chamado de complexo de pré-integracdo, inserindo o
cDNA viral no cromossomo hospedeiro. Este processo é chamado de
Etapa de Transferéncia de Fita."*

Até o presente momento ndo foi obtida uma estrutura de toda a
IN por cristalografia de Raio-x, uma vez que estudos de sua estrutura
completa sdo dificultados pela propensdo da enzima em formar
agregados sob condicdes reacionais.”” Apenas alguns de seus dominios
foram determinados por Raio-x e Ressondncia Magnética Nuclear
(RMN).""7 Assim, foi possivel chegar a uma estrutura do sitio ativo da
enzima e alguns de seus residuos, como € possivel ver na Figura 5.1%
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Figura 5. Estrutura representativa da enzima Integrase e seu sitio ativo
com o fon Mg(Il).

Em sua estrutura, a IN possui dois fons Mg(I) que sdo
essenciais para catalisar a inser¢do do material genético viral na célula
do hospedeiro, sendo este um passo critico para a infec¢do do virus pelo
organismo.™'® A participacio do centro metdlico no processo de
inser¢do do material genético viral ao DNA hospedeiro € proposto na
Figura 6."
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Figura 6. Proposta para o processo de integracdo do material genético
viral ao DNA hospedeiro.

O estdgio A representa a enzima integrase com seus dois fons metdlicos.
Do estagio A para o estdgio B ocorre coordenacdo dos metais da enzima
com o centro fosfodiéster do material genético viral. No estdgio B para
C ocorre a hidrdlise do grupamento fosforil com o dinucleotideo. Em
seguida, (estagio C para D) o centro fosforil do DNA hospedeiro é
ativado pelos dois fons metdlicos da enzima para, posteriormente,
(estagio D para E), ocorrer um ataque nucleofilico do dinucleotideo.
Assim, o material genético viral € incorporado ao DNA hospedeiro. No
estdgio X um inibidor coordena-se com os dois fons metédlicos do
estdgio C bloqueando a ligagdo da enzima com o DNA hospedeiro.
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A IN é um importante alvo para a pesquisa e desenvolvimento
de novos antiretrovirais, pois ndo apresenta similaridade com estruturas
celulares de mamiferos, o que auxiliaria no desenvolvimento de drogas
mais seletivas e com menor indice de efeitos colaterais."”

Diversos compostos foram estudados como possiveis inibidores
da HIV-IN.*>** Grande parte foi eficaz na inibi¢do da HIV-IN em testes
bioquimicos, porém ineficientes na prevengdo da replicacdo viral em
cultura de células, possivelmente devido a pouca penetracdo celular ou a
elevada citotoxicidade.”

1.0.4. Inibidores da integrase
1.0.4.1. Dicetoacidos

Os primeiros inibidores da IN foram sintetizados a partir dos
derivados dos 1,3-dicetoacidos (DKAs). As primeiras moléculas DKA
relatadas foram S5CITEP e L-731,988, Figura 7, sintetizadas pelas
empresas Shionogi & Co e Grupo Merk & Co, respectivamente. Esta
classe de compostos ¢é responsdvel pela inibicio da etapa de
transferéncia de fita.

cl HO F@ H
N. o
2" PPl
W ©

S5CITEP L-731,988

Figura 7. Estrutura molecular dos inibidores SCITEP e L-731,988.

A Figura g apresenta 0 mecanismo proposto para a ag¢do dos
DKAs.
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Figura 8. Mecanismo proposto para a inibi¢do por compostos
dicetodcidos.

Em A) é apresentada a IN com seus dois sitios ativos, um sitio doador
para o DNA viral (em azul) e um sitio aceptor para o DNA hospedeiro
(em vermelho). Em B) o complexo DNA-IN sofre uma mudanga
estrutural para que o DNA hospedeiro se ligue ao complexo. Em C) a
ligacdo do DNA hospedeiro no sitio aceptor conduz a transferéncia de
fita. Na parte D) um inibidor DKA se liga ao complexo DNA-IN
inibindo a etapa de transferéncia de fita.

A atividade inibidora destes compostos depende de quio
fortemente estardo ligados aos fons Mg(Il) presentes no sitio ativo da
enzima IN. Acredita-se que os DKA agem através do grupo carbonil e
do oxigénio da hidroxila, quelando os dois fons Mg(Il), Figura 9.*
Muitos estudos sobre a relagdo da estrutura do ligante com a sua
atividade foram conduzidos, focando a substitui¢do dos grupos aril por
grupos aromaticos ou heteroaromaticos.” > Entre estes heterociclicos, a
pirimidina foi usada para mimetizar as bases nucleotidicas, o que levou
a um aumento significativo da atividade anti—integrase.32 3



34

D116

Figura 9. Proposta de quelacdo aos fons Mg(Il) para compostos DKAs.

Muitos outros compostos DKA vem sendo sintetizados e
estudados para fins quimiotera’lpicos.”’44 Atualmente o Raltegravir®, um
composto DKA, ¢ utilizado no tratamento anti-HIV a fim de inibir a
enzima IN (Figura 10).

Figura 10. Estrutura molecular do medicamento Raltegravir® com seu
grupo DKA em vermelho.

1.0.4.2. Catecéis
Catecol é uma classe de compostos que apresentam em sua

estrutura pelo menos um grupo arila di-substituido com duas hidroxilas
em orto (Figura 11).
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Figura 11. Estrutura geral do grupo catecol.

Outros inibidores da IN com promissores resultados na inibi¢ao
do virus HIV in-vitro sdo derivados do catecol. Esses compostos
apresentam duas unidades arila, na qual pelo menos uma contém o
substituinte 1,2-di-hidroxi, separados por outro grupo funcional (Figura
12).45'50 A quelacdo com metais divalentes Mg(Il) e Mn(Il) no sitio

o . P . L2 . 51
catalitico da integrase € o provavel modo de ligacdo desses derivados.
O ifon Mg(I) estd presente naturalmente na estrutura da enzima, ao

, » oye . . 52
passo que o fon Mn(II) ¢ utilizado para estudos in vitro.
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Figura 12. Compostos inibidores da integrasse derivados do catecol
contendo por¢des bis-arila.

Os 4cidos cafeoil-quinicos (Figura 13) também sdo compostos
que apresentam em suas estruturas o grupo catecol. Estes sdo
metabdlitos secundarios de uma variedade de plantas, sendo encontrados
principalmente em café, batatas, frutas e vegetais.”>®* Michael Sefkow e
colaboradores descreveram a sintese de alguns desses derivados a partir
da esterificacdo do 4cido quinico com o dcido cafeico.”
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Figura 13. Estrutura molecular dos 4cidos quinico, cafeico e
cafeoilquinico onde R1, R2, R3 e/ou R4 = unidade cafeoila.

Dentre  propriedades  bioldgicas como  antibacteriana,
antimutagénica, antitumoral e antioxidante, uma das principais
propriedades dos 4cidos cafeoilquinicos é a inibig¢do in vitro da enzima
HIV integrase.24 Robinson e colaboradores atestaram que os derivados
com dois grupos cafeoila na estrutura apresentaram melhores atividades,
destacando-se os derivados dcidos 3,5-dicafeoil-quinico (a), 1,5-
dicafeoil-quinico (b), 4,5-dicafeoil-quinico (c¢) e 3,4-dicafeoil-quinico
(d), como sendo os mais efetivos para a inibi¢ao da IN (Figura 14). 2

HO

OH Caf = cafeoila

Figura 14. Estrutura molecular dos 4cidos 3,5; 1,5; 4,5 e 3.4 dicafeoil-
quinicos.
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Os dez ligantes utilizados neste trabalho, como mostrados a
seguir, também possuem grupos dicetdnicos ou catecois. Estudos de
equilibrio foram realizados com estes ligantes e os fons metélicos
Mg(II) e Mn(1I).

n_ N
n? OH HO OH HO

OH HO
0,0 0,0

;xgxga&@

HO' on HO HO OH HooC COOH HO OH
H()()C C()QH IiGOC CDOH

HN—OH _OH’ N NHN

HOOC COO* |
“Mm
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Figura 15. Ligantes estudados neste trabalho: a) CG-I-83D, b) CG-II-51,
c) CG-I-160, d) CG-II-38B, e) CG-I-133A, f) CG-I-135A, g) CG-1-139,
h) SCITEP, i) CG-I-154, j) GS-9137.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Medir os equilibrios de complexacdo dos ligantes 5-CITEP, CG-
1-83D, CG-I-160, CG-1I-38B, CG-II-51, CG-II-133A, CG-II-135A, GS-
9137, CG-I-154 e CG-I-139 com os fons Mg(II) e Mn(Il) e determinar
as quantidades das espécies formadas em solugdo, através de titulacio
potenciométrica e espectroscopia UV-Vis.

1.1.2 Objetivos Especificos
e Calcular os pKas dos ligantes 5-CITEP, CG-1-83D, CG-I-160,

CG-1I-38B, CG-1I-51, CG-II-133A, CG-1I-135A, GS-9137,
CG-I-154 e CG-I-139 através da titulacdo potenciométrica;
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Realizar titulagdes espectrofotométricas para a determinacao
dos pKas muito elevados;

Determinar as constantes de formacdo dos complexos formados
dos ligantes com os fons Mg(II) e Mn(Il);

Calcular as curvas de distribui¢do dos complexos formados em
funcio do pH;

Identificar as espécies formadas em pH bioldgico.
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2. REAGENTES, METODOLOGIA E INSTRUMENTACAO

Os seguintes reagentes, materiais, gases e solventes empregados
neste trabalho foram adquiridos de fontes comerciais e utilizados sem
purificagdo: nitrato de magnésio(I) (Grupo Quimica); nitrato de
manganés(Il) (Grupo Quimica); EDTA (Vetec); indicador preto de
eriocromo T (Merk); hidréxido de potéssio livre de CO, em ampolas
(Backer Dilut-It); gds argdnio (White Martins); ftalato dcido de potdssio
(Reagen S.A.); cloreto de potassio (Carlo Herba); etanol absoluto (Carlo
Herba); solucdo de HCI (Carlo Herba);

Os ligantes utilizados neste trabalho foram sintetizados e
caracterizados pelo grupo do professor Manfred Reinecke da Texas
Christian University e enviados ao nosso grupo de pesquisa para que os
estudos de equilibrio fossem conduzidos.

2.1. Titulacoes potenciométricas

A técnica de titulagcdo potenciométrica € muito empregada para
os estudos de medida de equilibrio de complexos metélicos em solugio.
Neste tipo de titulacio uma base padronizada ¢é adicionada em
incrementos de volume conhecidos a um sistema contendo um ligante
de interesse, na auséncia e/ou na presenca do fon metdlico. Os
experimentos foram realizados em um sistema etanol/dgua na propor¢io
70/30, devido a baixa solubilidade dos ligantes em dgua. A dgua usada
no sistema foi bidestilada e fervida.

As solucdes experimentais foram preparadas com 25 mL da
solucdo etanol/dgua 70/30, 20 mL de solucdo de HCI 1x10% mol.L™
70/30 etanol/dgua, com forca i6nica 0,1 mol.L"! (KCI) 0,05 mmol do
ligante e KCI suficiente para manter a forca idnica em 0,100, em uma
célula com capacidade para 60 mL. Para os estudos de equilibrio dos
complexos formados foi adicionado a este sistema mais 0,05 mmol da
solucdo do metal de interesse, respeitando a propor¢do metal/ligante 1:1.

A célula utilizada em cada sistema era termostatizada a 25,00 +
0,05 °C refrigerado mecanicamente por um banho de circulacdo
termostatizado (Microquimica Ind. Com. Ltda). As titulagdes foram
realizadas em um titulador automdtico da Metrohm modelo Titrino Plus
848 acoplado com um eletrodo de vidro combinado do tipo Ag/AgCl
previamente calibrado na célula. Solucdes diluidas de HC10,1 mol.L™ e
KOH isento de CO, 0,1 mol.L! foram utilizadas como titulantes para a
leitura do pH. Todas as titulagdes foram feitas sob atmosfera inerte,
através do fluxo constante de argdnio purificado e em triplicata, sendo
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que os valores dos pKas apresentados referem-se a média dos
experimentos. O pK,, do sistema etanol/dgua contendo 0,100 mol.L"'de
KCl,q) utilizado para os célculos foi de 14,52. As solugdes de Mg(II) e
Mn(II) foram preparadas e padronizadas como consta na literatura. 06.67

Como abaixo de pH 2 e acima de pH 11,5 fons hidrogénio e
fons hidréxido se tornam responsdveis por fracdes aprecidveis da
condutancia, fazendo com que ocorram diferencas significativas na
leitura de pH, a faixa de pH que foi estudada nas titulagSes
potenciométricas estd compreendida entre 2,5 e 11.5.

2.2. Programa BEST7

Os pKas foram calculados através do programa BEST7% ¢ os
diagramas de distribuicdo de espécies presentes em solu¢do, em funcdo
do pH, foram obtidos com o programa SPECIES.” O programa BEST7
utiliza curvas de titulagdo para determinar as constantes de estabilidade
e/ou as constantes de protonacio dos ligantes e complexos, bem como a
correta concentracdo do ligante utilizado. A entrada de dados para o
programa consiste em fornecer o nimero de milimoles de cada
componente, as constantes de equilibrio inicialmente estimadas de todas
as espécies que podem ser formadas a partir dos componentes da
solucdo e o perfil de pH determinado experimentalmente versus a
composicdo da solucdo (HCI adicionado). O programa emprega
equacdes de balango de massa para todas as espécies presentes a cada
incremento de &4cido adicionado e resolve a concentragdo de cada
espécie presente. As espécies sugeridas sdo aquelas adquiridas ou
observadas a partir de evidéncias espectrofotométricas e que podem ser
justificadas com base em principios estabelecidos na quimica de
coordenagdo em solucdo. Convencionalmente, este programa emprega
constantes globais de protonacdo e de formacdo de complexos
metdlicos, designadas por B. Nos cdlculos, deve-se sempre buscar a
minimiza¢do do desvio padrdo do sistema entre os valores experimentais
de pH encontrados na titulagdo e os calculados. O desvio padriao é
calculado como um fator de peso de modo a aumentar a sensibilidade
dos célculos computacionais nas regides de tamponamento do sistema, e
diminuir a importancia das inflexdes.

2.3. Titulacoes espectrofotométricas

A titulagdo € acompanhada pelas mudancas ocorridas no
espectro eletrdnico dos ligantes, na regido entre 250 e 500nm, com o



41

aumento continuo do pH do meio. O experimento foi realizado em
cubetas de quartzo em um equipamento Uv-Vis da HP modelo Hewlett
Packard 8453 no Laboratério de Catélise e Fendmenos Interfaciais -
Departamento de Quimica da UFSC. As titulagdes foram realizadas em
solucdo etanol/dgua na propor¢do 70/30 em uma concentracio do ligante
1x10™ mol.L™". Trabalhou-se em uma temperatura ambiente de 25 °C e
utilizou-se KOH 1M isentos de CO, como titulante. Aliquotas da base
foram adicionadas a solu¢do de modo a aumentar gradativamente o pH.
As determinagdes dos pKas foram realizadas pelo método gréifico (pH
versus intensidade) em uma faixa de pH de 12 a 14.
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3. RESULTADOS
3.1. Ligante CG-I-83D

As curvas de titulacdo potenciométrica do ligante CG-1-83D em
presenca e auséncia do fon Mg(Il) sdo mostradas na Figura 16. A
presenca de tampado nas curvas fornece informacgdes qualitativas sobre
espécies que podem estar presentes em solucdo ao longo da faixa de pH
estudada.

O ligante livre apresenta duas regides tamponadas: entre pH 3 e
5,0, relativo a desprotonacdo dos grupos tetrazois e, proximo de 9,
relativo a desprotonagdo do grupo catecol, corroborando com os dados
da literatura que sugerem pKa de 9,25 para a desprotonagdo do primeiro
grupo OH do catecol.”' A curva envolvendo o sistema metélico estd
localizada abaixo da curva do ligante livre, em vermelho, indicando que
a complexacdo do fon metdlico com os grupos doadores do ligante
ocorre em torno de pH 3,5.

11
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Figura 16. Curva de titulacio direta do ligante CG-1-83D na auséncia e

presenca do fon Mg(II). Em preto: 0,05 mmol de CG-I-83D; em
vermelho: 0,05 mmol de CG-I-83D e 0,05 mmol de Mg(II).
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O diagrama de distribui¢do das espécies em fun¢do do pH para
o sistema CG-I-83D-Mg(I) é mostrado na Figura 17, e aponta as
possiveis espécies formadas resultantes da interagdo do ligante com o
fon metédlico na faixa de pH estudada. A formacdo das espécies
mononuclear, protonadas e ndo protonadas, e espécies hidréxidas foi
investigada sob condicdes experimentais desse trabalho.
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Figura 17. Diagrama de distribuicdo das espécies formadas em uma
solucdo, em funcdo do pH, para o sistema CG-I-83D -Mg(Il).

E possivel verificar que 2 medida que o pH torna-se mais
alcalino a concentracdo de metal livre diminui, ao passo que novas
espécies sdo formadas. A espécie triprotonada MgH;L estd presente
entre pH 2,5 e 5, com uma formagdo maxima inexpressiva de 5% em pH
3,5. A espécie que predomina numa maior faixa de pH é a espécie
diprotonada, MgH,L, compreendendo entre pH 3 até pH 8,5 com seu
pico de formagdo de 35% em pH 6. Em azul observa-se a espécie
monoprotonada MgHL formando-se entre pH 6,5 ¢ 9 com um pico de
40% em pH 8. O sistema MgL forma-se de maneira sutil entre pH 7,5 e
9.5 e sua formagdo maxima atinge os 20% em pH 8,5. Em pH alcalino a
espécie predominante € a monohidréxida.

Em termos de utilizagdo deste ligante como inibidor da
integrasse, € possivel observar que hd forma¢do de complexo com o fon
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Mg(Il) em pH bioldgico, onde tanto a espécie MgHL quanto a MgH,L
encontram-se presentes em pH = 7,2.

Para o sistema CG-1-83D-Mn(Il), Figura 18, foi observada a
formacdo de precipitado na forma de hidréxido de manganés em pH =
9. O gréifico de distribuicio das espécies refere-se a um sistema
supersaturado.

Desta forma, as espécies formadas em pH acima de 9 ndo
puderam ser determinadas e os valores apresentados na Tabela 1
referem-se apenas as espécies metal-ligante e as mono, di e
triprotonadas. Novamente, o ligante livre apresenta duas regides
tamponadas em pH entre 3 e 5,0 relativo a desprotonagcdo dos grupos
tetrazois, e, proximo de 9,5, relativo a desprotonagdo do grupo catecol.
A linha vermelha representa o sistema metdlico e seu deslocamento em
relacdo a linha preta sugere a coordenacdo do Mn(Il) aos grupos
doadores do ligante.

® |igante CG-I-83D
114 e Ligante CG-1-83D-Mn(ll)

pH

24T
25 -20-15-1,0 05 00 05 1,0 1,5 20 25 3,0 35 40 45 50

a (mol de KOH/mol de CG-1-83D)

Figura 18. Curva de titulacio direta do ligante CG-1-83D na auséncia e
presenca do fon Mn(Il). Em preto: 0,05 mmol de CG-I-83D; em
vermelho: 0,05 mmol de CG-I-83D e 0,05 mmol de Mn(II).



46

O diagrama de distribui¢do das espécies em fungdo do pH para
o sistema CG-I-83D-Mn(Il) é mostrado na Figura 19. Em pH é4cido a
espécie diprotonada MnH,L é predominante, especialmente em pH =
3,5 onde apresenta-se quase 80% em solucdo. Com a elevacdo do pH a
espécie MnHL ¢é favorecida com um maximo préximo de 100% em pH
~ 6,5. Em valores de pH entre 8 e 10 outras duas espécies sdo
observadas: a formada apenas pelo metal e ligante, MnL, e ainda uma
espécie monohidréxida, Mn(OH)L, que predomina em valores de pH
acima de 9,5.

Para o sistema envolvendo o fon Mn(Il) verificou-se que o
ligante CG-1-83D forma quase 100% do complexo monoprotonado em
pH biolégico, sugerindo que os estudos in vitro deste ligante com o
virus HIV terdo resultados promissores para a inibicdo da enzima
integrasse.
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Figura 19. Diagrama de distribui¢@o das espécies formadas em uma
solucdo, em func¢do do pH, para o sistema CG-I-83D -Mn(II).

A titulagdo espectrofotométrica, Figura 20, foi realizada com o
intuito de elucidar os dois ultimos pKa’s referentes aos grupamentos
catecéis do ligante CG-I-83D. Observa-se que com o aumento de pH
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ocorre um deslocamento batocrdmico. Dois pontos isosbésticos, um mal
definido em torno de 320 nm e outro bem definido em torno de 440 nm,
evidenciam os equilibrios entre trés espécies em solucdo: as espécies
H,L*, HL* e L*. Os valores de pKas, referentes aos grupos catecois,
encontram-se na Tabela 1 e anuem com os valores encontrados na

literatura para o grupo catecol.”"

Absorbancia

T T T
350 400 450 500

Comprimento de onda (nm)

T
300

Figura 20. Espectros eletronicos obtidos a partir da variacdo de pH 12 —
14 de uma solucio 1x10™* mol.L-1 do ligande CG-1-83D.

As constantes de equilibrio do ligante na auséncia e presenca
dos fons Mg(I) e Mn(Il) sdo apresentadas na Tabela 1. Os valores
apresentados referem-se a média de trés titulacdes.
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Tabela 1. Logaritmos das constantes de equilibrio das espécies formadas
para os sistemas CG-I-83D-Mg(II) e CG-1I-83D-Mn(II).

Equilibrio apenas do ligante LogK (DP)*
+
L+H :_’ HL 13,2 (0,98)
HL + H' :_P H,L 12,1 (0,55)
H,L + H" — Hs;L 9,66 (0,72)
<_
H;L + H" — H4L 8,82 (0,81)
4_
H,L + H —» HiL 4,33 (0,91)
4_
HsL + H' :_P H¢L 2,84 (0,46)
Equilibrio com Mg(II)
2+
—>
Mg™+L - MgL 8,69 (0,79)
MgL :_V Mg(OH)L + H" -6,55 (0,88)
>
MgL +H" > MgHL 4,44 (0,67)
MgHL + H* z MgH,L 3,42 (0,83)
Equilibrio com Mn(II)
2+
Mn™ + L :_P MnL 11,27 (1,02)
MnL + H* :: MnHL -9,11 (0,80)
MnHL + H* 4_: MnH,L 8,67 (0,89)
MnH,L + H" :_’ManL 4,4 (0,95)

* valores em porcentagem

De acordo com os dados potenciométricos, em pH abaixo de 3
o ligante encontra-se na sua forma completamente protonada, HeL™.
Com o aumento do pH, o ligante perde os prétons dos nitrogénios amino
protonados, referentes a dois grupamentos tetraz6is da molécula para
formar as espécies HsL" e Hy,L. Acima de pH 8,8 um grupo OH de um
dos catecois € desprotonado, gerando a espécie Hi;L', enquanto que
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acima de pH 9,6 outro grupo OH, referente ao segundo catecol, é
desprotonado, formando a espécie H,L”.

Sob condi¢des mais alcalinas, os outros dois grupos OH
restantes sdo desprotonados, formando as espécies HL> ¢ L*. No
entando, estes pKas ndo podem ser determinados através da
potenciometria devido ao erro alcalino que ocorre quando o pH atinge
valores muito elevados. Este erro faz com que os valores de pH medidos
sejam menores que os valores verdadeiros, uma vez que o eletrodo
comeca a responder tanto para prétons quanto para os {ons
monovalentes do titulante.”” A titulacdo espectrofotométrica é muito
empregada para a determinacio de altos valores de pKas. No Esquema 1
€ possivel visualizar uma proposta da forma que o ligante assume em
cada pKa determinado.
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Esquema 1. Proposta dos equilibrios observados para o ligante CG-I-

83D.
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3.2. Ligante CG-II-51

As curvas de titulacdo potenciométrica do ligante CG-II-51 em
presenca e auséncia do fon Mg(Il) sdo mostradas na Figura 21. O ligante
livre também apresenta duas regides tamponadas: uma em pH entre 3 e
5, relativa a desprotonacdo dos grupos dcidos e outra proxima de 9,
relativa a desprotonacdo dos grupos catecdis. Ambos os tampdes
formados encontram-se em regides muito proximas aos pKas de grupos
similares como o dcido acético (pKa 4,76) e, como ji mencionado, a
primeira desprotonacdo do grupo catecol (pKa 9,25).”"% A curva
envolvendo o sistema metdlico estd localizada abaixo da curva do
ligante livre, indicando a coordenagdo do fon metdlico com os grupos
doadores da molécula do ligante.

12

4 m Ligante CG-I-51
" 1 e Ligante CG-l1-51-Mg(ll)
10 4
i .
9 o
] me®
8 °
1 [ ]
T 77
o E [ ]
6 | ]
i e
5 -
4
3 -
2 — T | ——

— 71 T T 1T 1T 1 T
05 00 05 1,0 15 20 25 30 35 40 45 50
a (mol de KOH/mol de CG-1I-51)

Figura 21. Curva de titulacdo direta do ligante CG-1I-51 na auséncia e
presenca do fon Mg(II). Em preto: 0,05 mmol de CG-II-51; em
vermelho: 0,05 mmol de CG-II-51 e 0,05 mmol de Mg(II).

O diagrama de distribui¢do das espécies em fun¢do do pH para
o sistema CG-1I-51-Mg(Il) é mostrado na Figura 22 e aponta as espécies
formadas resultantes da interacdo do ligante com o fon metdlico na faixa



52

de pH estudado. A formagdo das espécies mononucleares protonadas e
nao protonadas, e espécies hidroxidas também foi investigada sob
condi¢gdes experimentais desse trabalho.

100
4 —Free Mg(ll
904 Mgl
1 e—|igHL
80—_ S Mg(OH)L
704 =Mg(OH),
.0 i
~8 60+
S J
8 504
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© 40 4
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1 N 1 N 1 N 1 N
60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 11,0 11,5 12,0
pH

Figura 22. Diagrama de distribui¢do das espécies formadas em solugdo,
em fun¢do do pH, para o sistema CG-II-51-Mg(II).

A porcentagem de metal livre cai gradativamente a medida que
novas espécies do complexo sdo formadas ao longo da faixa de pH. O
complexo monoprotonado MgHL tem seu pico de aproximadamente
15% em pH 8,5 enquanto que a espécie MgL tem uma formagdo mais
expressiva de 40% em pH préximo a 9. Em pH 10,5 o complexo
monohidréxido Mg(OH)L encontra-se 80% formado enquanto o
complexo dihidréxido Mg(OH),L. predomina com 85% de formagdo em
pH acima de 11,5.

No sistema CG-II-51-Mn(II) (Figura 23) observou-se
nitidamente a formacdo de precipitado em pH = 11, referente a
formagdo do hidréxido de manganés e, novamente, as espécies formadas
acima deste pH ndo puderam ser determinadas com exatiddo através da
titulagdo potenciométrica em solucdo. Observa-se ainda o deslocamento
entre as curvas do ligante na auséncia (linha preta) e na presenca do fon
Mn(ID) (linha vermelha), sendo esta uma evidéncia de que o metal estd
se coordenando ao ligante especialmente em pH a partir de 5. A Tabela
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2 mostra os valores dos pKas calculados para o ligante na auséncia e
presenca dos metais.

m  Ligante CG-II-51
124 e Ligante CG-II-51-Mn(ll)

rrrrrrrrrrrrrrrrrTr T rrTr T T T T T T T T TorTorTT
0,00,51,01,52,02,53,0354,04,55,05,56,06,57,07,58,0859,0
a (mol KOH/mol de CG-1I-51)

Figura 23. Curva de titulacdo direta do ligante CG-1I-51 na auséncia e
presenca do fon Mn(II). Em preto: 0,05 mmol de CG-II-51; em
vermelho: 0,05 mmol de CG-II-51 e 0,05 mmol de Mn(II).

O diagrama de distribuicdo de espécies para o sistema CG-II-
51-Mn(II) é mostrado a seguir, na Figura 24. Em pH 4cido a espécie
diprotonada MnH,L é predominante em torno da faixa de pH 3 a 8
chegando a sua formacdo méxima de 90% em pH 6. Com o aumento do
pH a espécie MnHL é formada e tem seu pico de formagdo em pH =
9,5. Em valores de pH mais elevados, duas outras espécies sio
formadas: a MnL, com um mdximo em torno de 44%, e a espécie
monohidréxida, Mn(OH)L, que predomina em pH acima de 11.
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MnH, L
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Figura 24. Diagrama de distribui¢do das espécies formadas em solugdo,
em fun¢do do pH, para o sistema CG-II-51-Mn(II).

A titulag@o espectrofotométrica, Figura 25, também empregada
neste ligante, elucida os dois ultimos pKas referentes aos grupamentos
catecois do ligante CG-II-51. Observou-se que com o aumento de pH
ocorre um deslocamento batocrdmico. Dois pontos isosbésticos, nio
bem definidos em torno de 315 nm e outro em 430 nm, evidenciam os
equilibrios entre trés espécies em solugdo: as espécies H,L", HL™ e L%
Novamente, os valores de pKa encontrados para os grupos catecois
estdo préximos dos relatados na literatura.”"
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Figura 25. Espectros eletronicos obtidos a partir da variacdo de pH 12 —
14 de uma solucio 1x10™ mol.L-1 do ligande CG-II-51.

As constantes de equilibrio deste ligante na auséncia e presenga
do metal sdo apresentadas na Tabela 2. Os valores apresentados
referem-se a média de trés titulacdes.

Tabela 2. Logaritmos das constantes de estabilidade das espécies
formadas para o sistema CG-II-51-Mg(Il) e CG-1I-51-Mn(II).

Equilibrio apenas do ligante LogK (DP)*
+
L+H :: HL 13,00 (0,57)
HL + H" :: H,L 11,78 (0,58)
H,L + H* —» HiL 10,83 (0,65)
4_
H3L + H+ —> H4L 9.31 (0,77)
4_
H,L + H — HsL 4.76 (0,54)
4_

Continua
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Continuagio
HsL+H" :: HeL 3.03 (0,87)
Equilibrio com Mg(II)
2+
Mg~ +L :: MgL 8,33 (0,77)
Mgl > Mg(OH)L +H' -9,27 (0,98)
Mg(OH)L :: Mg(OH),L + H" -11,17 (0,80)
+
MgL + H™ > MgHL 6,83 (0,98)
Equilibrio com Mn(II)
Mn™ +L & MnL 8.4 (0,95)
MnL »  Mn(OH)L + H* -10.87 (1,1)
MnL + H* 4—: MnHL 10.42 (0,63)
MnHL + H' > MnH,L 7.97 (0,82)

* valores em porcentagem

Observando os estudos de equilibrio do ligante apenas, em pH
em torno de 3 o ligante encontra-se na sua forma completamente
protonada, HeL.. Com o aumento do pH, o ligante perde os prétons dos
grupos dcidos da molécula, para formar as espécies HsL™ e HyL”. Acima
de pH 9,3 um grupo OH de um dos catecois estd predominantemente
desprotonado, gerando a espécie HiL™, enquanto que acima de pH 11,5
outro grupo OH, referente ao segundo catecol, estd predominantemente
desprotonado, formando a espécie H,L*. Sob condi¢des mais alcalinas,
os outros dois grupos OH restantes sdo desprotonados, formando as
espécies HL”™ e L”. No entando, como ocorre com o ligante anterior,
estes pKas ndo podem ser determinados através da potenciometria.
Portanto, a espectroscopia no UV-Vis foi empregada para determinar os
pKas das espécies HL™ e L% Os equilibrios propostos para as espécies
formadas em solug@o do ligante CG-II-51 sdo observados no Esquema
2.
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Esquema 2. Proposta dos equilibrios observados para o ligante CG-II-
51.
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3.3. Ligante SCITEP

O ligante SCITEP também foi titulado em presenca e auséncia
do fon Mg(II), como € mostrado na Figura 26. O ligante livre apresenta
duas regides tamponadas como os ligantes anteriores: uma em pH entre
2,5 e 4,5, relativa a desprotonacdo do grupo tetrazol, e outra que comeca
préxima de 9,5, relativa a desprotonagdo do grupo diceténico. A curva
envolvendo o sistema metdlico estd localizada abaixo da curva do
ligante livre, indicando a coordenag¢do do fon metdlico com os grupos
doadores do ligante especialmente a partir de pH 6.

124 ® Ligante 5CITEP
.1 e Ligante 5CITEP-Mg(l) .“‘/’;-
10—_ u K
9 - o
i .‘
8 ..
4 ..
jQ:_ 7—_ | |
[ ]
6_
5] -
4_
3
2

————————T—T T
-1,0 -0,56 0,0 05 1,0 1,5 20 25 3,0 3,5 40 45 50 55 60 6,5
a (mol de KOH/mol de 5CITEP)

Figura 26. Curva de titulagdo direta do ligante SCITEP na auséncia e
presenca do fon Mg(II). Em preto: 0,05 mmol de SCITEP; em vermelho:
0,05 mmol de 5CITEP e 0,05 mmol de Mg(II).

O diagrama de distribui¢do das espécies em fun¢do do pH para
o sistema SCITEP-Mg(Il) € mostrado na Figura 27, sendo possivel
visualizar as espécies formadas resultantes da intera¢do do ligante com o
ion metdlico na faixa de pH estudada. Seguindo a linha de pesquisa dos
ligantes anteriormente mostrados, com o S5CITEP também foram
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investigadas a formacdo das espécies mononucleares protonadas, nio
protonadas e espécies hidroxidas.

Como é possivel observar na Figura 27, com o ligante SCITEP
houve a formacdo de apenas duas espécies: a Mgl e Mg(OH)L. A
coordenagdo do fon Mg(Il) com o SCITEP nido se mostra muito efetiva,
visto que em uma considerdvel faixa de pH estudada hd grande
quantidade de metal livre, representada pela linha vermelha. A espécie
MgL ¢ formada expressivamente em uma faixa de pH entre 8 e 11,
tendo um méximo de 61% em pH = 9,5 e a espécie hidréxida Mg(OH)L
predomina em pH acima de 10.
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Figura 27. Diagrama de distribui¢do das espécies formadas em solucdo,
em funcdo do pH, para o sistema SCITEP -Mg(II).

A formacdo do complexo metal-ligante ocorre em valores de
pH maiores do que 7 e a formacdo em pH bioldgico ocorre com menos
de 5%.

Os estudos do SCITEP com o fon Mn(II) foram conduzidos e as
curvas de titulacdo potenciométrica com o ligante na auséncia e
presenca do fon metdlico sdo mostrados na Figura 28. As mesmas duas
regides tamponadas continuam aparecendo na curva em preto, referente
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apenas ao ligante, sendo que a primeira diz respeito a desprotonacdo do
grupo tetrazol do ligante e, a segunda, ao grupo diceténico. O sistema
metalico € representado pela linha vermelha, cujo o deslocamento com a
linha preta sugere que a coordenacdo entre metal e ligante comeca a
ocorrer em pH = 3.

13
®m Ligante 5CITEP

124 e Ligante 5CITEP-Mn(ll) .‘.“““‘
11 4
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94 o°
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5 .
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2 T T T T
-0,50,00,51,01,52,02,53,03,54,04,55,05,56,06,57,07,58,08,59,0
a (mol de KOH/mol de 5CITEP)

Figura 28. Curva de titulagdo direta do ligante SCITEP na auséncia e
presenca do fon Mn(II). Em preto: 0,05 mmol de SCITEP; em vermelho:
0,05 mmol de SCITEP e 0,05 mmol de Mn(II).

Verifica-se no diagrama de espécies, Figura 29, que o ligante
complexa-se melhor com o fon Mn(Il) do que com o fon Mg(I). A
diminuicio acentuada do metal livre mostra que o complexo metélico €
formado ainda na faixa 4cida. A espécie MnHL forma-se
expressivamente e tem seu pico em pH 5, estando presente quase 70%
em solucdo. O complexo MnL predomina quase 75% em pH 8 e a
espécie hidréxida Mn(OH)L domina em 100% a faixa de pH acima de
11.

E importante ressaltar o interesse biolégico dos ligantes deste
projeto. Portanto, obter complexos metélicos em pH neutro € relevante
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para o objetivo do trabalho. Ao contrario do complexo SCITEP-Mg(II),
que nio é formado em pH neutro, diferentes espécies do complexo
SCITEP-Mn(II) estdo presentes em pH préximo de 7.
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Figura 29. Diagrama de distribui¢do das espécies formadas em solucdo,
em funcdo do pH, para o sistema SCITEP -Mn(II).

As constantes de equilibrio do ligante na auséncia e presenca
dos fons Mg(II) e Mn(Il) sdo apresentadas na Tabela 3. Os valores
apresentados referem-se & média de trés titulacoes.

Tabela 3. Logaritmos das constantes de estabilidade das espécies
formadas para o sistema SCITEP, SCITEP-Mg(II) e SCITEP-Mn(II).

Equilibrio apenas do ligante

LogK (DP)*

H +L 2 HL

11,45 (0,83)

HL+H" > HL 3,49 (1,03)
Equilibrio com Mg(II)
Mg +L & MgL 6,00 (0,64)
MgL & MgOH)L + H -10,42 (0,98)

Continua
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Continuagio
Equilibrio com Mn(II)
Mn*™ +L & MnL 9,05 (0,86)
MnL :_’ Mn(OH)L + H* -9,2 (0,63)
MnL + H* > MnHL 6,99 (0,72)

* valores em porcentagem

Observando os resultados dos estudos de equilibrio, em valores
de pH menores do que 3,49 a forma completamente protonada do
ligante, H,L", predomina. Com o aumento do pH, a perda do préton
referente ao nitrogénio amino protonado do grupo tetrazol da molécula
forma a espécie HL. Acima de pH 11,4, com o grupo OH desprotonado,
a espécie L” predomina. No Esquema 3 € possivel visualizar a forma que
o ligante assume em fun¢éo do pH.

cl cl
O HO e
Hy* H
> N — N
I 1 S pKa=3.49 AV
Vi Vi
HN N—p HN N—N

-H" || pKa=11.,45

Esquema 3. Proposta dos equilibrios observados para o ligante SCITEP.
3.4. Ligante CG-I-38B

Em seguida, as medidas de equilibrio com o ligante CG-1I-38B
sozinho e com os fons Mg(Il) e Mn(Il) foram feitas. As curvas de
titulagdo potenciométrica reversa aparecem na Figura 30. O
deslocamento das curvas é um indicio que o metal estd se coordenando
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ao ligante. Na titulacdo do ligante na auséncia do metal é possivel
verificar duas regides tamponadas: entre pH 11 e 12, referente aos
grupos 2-piridinol-1-6xido, e entre pH 3 e 3,5 referente aos grupos
acidos da molécula. Na titulagdo do apenas do ligante houve a formagao
de precipitado em pH = 10,5, enquanto que na titulagdo em presenca do
ion metdlico o precipitado foi visualizado em pH = 8,5.

® Ligante CG-II-38B
12 m_ Ligante CG-11-38B-Mg(ll)

10
9
8 -

pH

7_-
6_-
5_-
4

3

2

T 1T r 1T rrrrrrrrrrr1rrr 1717
0,0 05 1,0 1,5 20 25 3,0 35 40 45 50 55 60 65 7,0
a (mol de KOH/mol de CG-II-38B)

Figura 30. Curva de titulacdo reversa do ligante CG-1I-38B na auséncia
e presenca do fon Mg(II). Em vermelho: 0,05 mmol de CG-II-38B; em
preto: 0,05 mmol de CG-II-38B e 0,05 mmol de Mg(Il).

No diagrama de distribui¢do de espécies para o sistema CG-II-
38B € possivel verificar a formacdo de quatro espécies diferentes do
complexo CG-II-38B-Mg(Il). Ao analisar este grafico, observa-se que a
concentracdo de metal livre decai enquanto que a espécie MgH,L
comega a surgir em pH = 2,5 chegando a sua formagdo maxima de 45%
em pH 3. A espécie MgHL tem inicio em pH = 3 e seu maximo atinge
pouco mais de 20% em pH 3,7. A formacdo do complexo MgL € a mais
expressiva chegando a quase 100%, em pH 6. A partir de pH 8 a espécie
monohidréxida Mg(OH)L predomina em toda a faixa alcalina.
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Figura 31. Diagrama de distribui¢@o das espécies formadas em solugdo,
em funcdo do pH, para o sistema CG-II-38B-Mg(II).

pH

Para o sistema CG-II-38B-Mn(Il), Figura 32, o deslocamento
da curva em vermelho, representando o complexo metdlico, indica que a
coordenagdo do metal ao ligante dd-se a partir de pH =~ 3. Em ambas as
titulagdes do ligante, na auséncia e na presenca do metal, houve
precipitacdo em pH alcalino (a partir de pH 10,5 para o ligante sozinho e
a partir de pH 9,5 para o complexo).
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Figura 32. Curva de titulac¢do direta do ligante CG-II-38B na auséncia e
presenca do fon Mn(II). Em preto: 0,05 mmol de CG-II-38B; em
vermelho: 0,05 mmol de CG-II-38B e 0,05 mmol de Mn(II).

A seguir, o grafico de distribuicdo das espécies, Figura 33,
mostra as espécies formadas entre o ion Mn(Il) e o ligante CG-I1-38B. O
sistema com Mn(Il) apresenta espécies formadas ao longo de toda a
faixa de pH, ao contrario do sistema com o ifon Mg(Il) que mostra
grande quantidade de metal livre de pH 2 até 11. A linha vermelha
indica o Mn(Il) livre decaindo a medida que a espécie MnHL € formada,
com seu ponto miximo de quase 70% em pH 4,5. O complexo MnL
predomina entre pH 5,5 e 9,5 estando 95% presente em solugdo em pH
7,5. A espécie monohidroxida Mn(OH)L também € formada e em pH
11,5 encontra-se 95% presente em solugdo.
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Figura 33. Diagrama de distribui¢@o das espécies formadas em solugdo,
em funcdo do pH, para o sistema CG-II-38B-Mn(II).

A titulac@o espectrofotométrica foi empregada para este ligante,
na auséncia dos fons metdlicos, a fim de elucidar os pKas que
encontram-se em valores de pH muito alcalinos.

A Figura 34 mostra os espectros de UV-Vis dos estudos
espectroscépicos empregados para elucidar os dois ultimos pKas do
ligante situados em regides muito bésicas. A medida que o pH avanca
para a faixa alcalina ocorre um deslocamento batocromico dos
espectros. Em 291 nm e 345 nm aparecem dois pontos isosbésticos mal
defisnidoz, sugerindo os equilibrios envolvidos entre as espécies H,L",
HL" e L™
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Figura 34. Espectros eletronicos obtidos a partir da varia¢do de pH 12 —
14 de uma solucdo 1x10™ mol.L™" do ligante CG-1-38B.

As constantes de equilibrio do ligante na auséncia e presenca
dos fons Mg(I) e Mn(Il) sdo apresentadas na Tabela 4. Os valores
apresentados referem-se a média de trés titulacdes.

Tabela 4. Logaritmos das constantes de estabilidade das espécies
formadas para os sistemas CG-I1I-38B, CG-II-38B-Mg(II) e CG-II-38B-

Mn(ID).

Equilibrio apenas do ligante LogK (DP)*
L+H" < HL 13,35 (0,71)
HL + H' :_> H,L 12,4 (0,70)
H,L + H* :: H;L 6.12 (0,84)
H;L + H" — H4L 5.06 (0,59)
4_

Continua
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Continuagdo
H,L + H —» HiL 3.89 (0,71)
4_

HsL + H* z H¢L 3.52 (0,67)

Equilibrio com Mg(II)
Mg™+L & MgL 7,3 (0,95)
MgL > Mg(OH)L +H" Precipitou
MgL + H* :_’ MgHL 5,91 (0,63)
MgHL + H+<—: MgH,L 3,88 (0,82)

Equilibrio com Mn(II)
Mn™ +L <& MiL 7,20 (0,66)
MnL & Mn(OH)L + H -7,56 (0,98)
MnL + H* :: MnHL 5,25 (0,98)

* valores em porcentagem

No esquema 4 € possivel visualizar os equilibrios propostos
para o ligante CG-II-38B. A titulacdo potenciométrica, indica que em
pH abaixo de 3,52 o ligante encontra-se na sua forma completamente
protonada, HeL.. Com o aumento do pH, o ligante perde os prétons dos
acidos carboxilicos, formando as espécies HsL e H4L2'. Acima de pH 5
o primeiro grupo OH de uma das porgdes 2-piridinol-1-6xido ¢é
desprotonado, gerando a espécie HiLY, enquanto que acima de pH 6,1
outro grupo OH, referente a segunda porcdo 2-piridinol-1-6xido €
desprotonado, formando a espécie H,L". Sob condi¢des mais alcalinas,
os outros dois grupos OH restantes sdo desprotonados, formando as
espécies HL e L™
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Esquema 4. Proposta dos equilibrios observados para o ligante CG-II-
38B.
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3.5. Ligante CG-1-160

Os estudos de equilibrio para o ligante CG-1-160 seguiram a
mesma rota dos ligantes anteriores, tanto para o fon Mg(Il) quanto para
o fon Mn(II). As curvas de titulacdo potenciométrica para o sistema com
magnésio € apresentada a seguir na Figura 35.

1
3 1 ® Ligante CG-1-160
124 m Ligante CG-1-160-Mg(ll) /
11 i ® "
«
10 o
. ]
9 u
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pH

0 +—+—r——1—+—1—+—1—"—1—+—F—"—F——1—+—————1—
00 05 1,0 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

a (mol KOH/mol de CG-1-160)

Figura 35. Curva de titulacdo direta do ligante CG-I-160 na auséncia e
presenca do fon Mg(II). Em preto: 0,05 mmol de CG-I-160; em
vermelho: 0,05 mmol de CG-I-160 e 0,05 mmol de Mg(II).

A curva do ligante apresenta duas regides tamponadas, entre pH
3 e 5, referente aos grupos dcidos da molécula, e entre 11 e 12 referente
aos grupos OH da porcdo salicilato. O deslocamento entre a linha do
sistema metdlico (em vermelho) e a linha referente apenas ao ligante
(em preto) mostra-se pouco acentuado em valores de pH na faixa 4cida
até neutra, sendo este um indicio que neste intervalo de pH o metal estd
pouco coordenado ao ligante. A partir de pH 8 o deslocamento entre as
linhas torna-se maior e, portanto, espera-se que o metal esteja
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efetivamente se complexando ao ligante neste pH. O diagrama de
distribuicdo das espécies, Figura 36, confirma esta suposicéo.

O sistema CG-I-160-Mg(Il) apresenta uma formagéo
relativamente pequena das espécies mono, di e triprotonadas do
complexo, nio passando dos 52%. A medida que o pH avanca a espécie
MnL predomina em solugdo chegando préximo a 100% de formagdo em
pH a partir de 5,5. Os estudos com o fon Mn(II) ndo foram conduzidos
devido a falta de ligante.

Free Mg(Il)
100 MgL
MgHL
MgH,L
80 MgH,L
Q@
(8]
2 60
7]
(0]
(3]
©
X 404
N
20
0 T T T
2 3 4 5 6 7 8

Figura 36. Diagrama de distribui¢@o das espécies formadas em solugdo,
em funcdo do pH, para o sistema CG-1-160-Mg(II).

Os dois pKas do ligante que ndo puderam ser determinados por
potenciometria foram elucidados através da titulagdo espectrométrica. A
Figura 37 apresenta as bandas de UV-Vis de diferentes pHs da solucdo
do ligante. Um ponto isosbéstico muito bem definido € visto em 330
nm. Embora o segundo ponto isosbéstico ndo esteja visivel, os célculos
da segunda derivada resultaram em dois valores de pKas bastante
préximos, como € visto na Tabela 5. Portanto, acredita-se que o fato de
haver dois valores muito semelhantes dificulte a visualizacdo de um
segundo ponto isosbéstico.
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Figura 37. Espectros eletronicos obtidos a partir da variacdo de pH 12 —
14 de uma solucio 1x10™ mol.L™" do ligante CG-I-160.

Tabela 5. Logaritmos das constantes de estabilidade das espécies
formadas para os sistemas CG-I1-160 e CG-1-160-Mg(II).

Equilibrio apenas do ligante LogK (DP)*
L+H" :: HL 12,90 (0,99)
HL + H" :_V H,L 12,61 (0,82)
H,L + H' — H;L 4,61 (081)
4_
Hi;L +H" —» H,L 3,86 (0,82)
4_
H,L + H — HsL 2,97 (0,78)
4_
HsL+H > HeL 2,74 (0,65)

Continua
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Continuagio
Equilibrio com Mg(II)
Mg™ +L & MgL 6,33 (0,65)
MgL & MgOH)L + H' Precipitou
MgL + H" » MgHL 3,94 (0,59)
MgHL + H' > MgH,L 3,38 (0,80)
MgH,L + H" > MgH;L 2,51 (0,81)

* valores em porcentagem

Um esquema propondo os equilibrios envolvidos para o ligante
CG-I-160 é proposto no Esquema 5. Com a titulagdo potenciométrica,
verificou-se que em pH abaixo de 2,74 o ligante encontra-se na sua
forma completamente protonada, H¢L. A partir de entdo o ligante perde
seu primeiro préton do dcido carboxilico formando a espécie HsL. Ap6s
pH 2,97 o segundo préton é abstraido e a espécie H,L* é formada.
Propde-se que as primeiras desprotonacdes ocorram com os dcidos
carboxilicos localizados na parte de cima da estrutura do ligante devido
ao efeito retirador de elétrons das carbonilas adjacentes ao grupo 4cido.
Acima de pH 3,86 o proximo 4cido carboxilico é desprotonado e, em
seguida, o ultimo &cido carboxilico perde o préton em pH 4,61
formando as espécies HsL” e H,L* respectivamente. Sob condicdes
mais alcalinas, os outros dois grupos OH restantes sdo desprotonados,
formando as espécies HL” em pH 12,61e L* em pH 12,90.
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Esquema 5. Proposta dos equilibrios observados para o ligante CG-I-
160.
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3.6. Ligante GS-9137

As curvas de titulacdo potenciométrica para o ligante GS-9137
na auséncia e presenca do fon Mg(II) sdo mostradas a seguir, na Figura
38. E possivel constatar que ambas as curvas, apenas do ligante (em
preto) e do ligante com o metal (em vermelho), coincidem em toda a
faixa de pH, com apenas um leve deslocamento da linha vermelha em
pH acima de 10. Esse comportamento sugere que o metal nio estd se
coordenando ao ligante até pH 10 e, a partir de entdo, o deslocamento da
linha vermelha indica que o complexo pode estar se formando.

12
®  Ligante GS-9137

114 @ Ligante GS-9137-Mg(ll) .’

10 1

pH

5 1,0 ' 1|,5 ' 2:0 ' 2I,5 ' 3:0 ' 3I,5 ' 4:0 ' 4:5 ' 5,0
a (mol KOH/mol de GS-9137)

Figura 38. Curva de titulagdo direta do ligante GS-9137 na auséncia e
presenca do fon Mg(II). Em preto: 0,05 mmol de GS-9137; em
vermelho: 0,05 mmol de GS-9137 e 0,05 mmol de Mg(II).

Para elucidar se ha alguma espécie do complexo GS-9137-
Mg(II) formada em pH alcalino, as curvas de distribui¢do das espécies
foram plotadas e sdo apresentadas na Figura 39.
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Figura 39. Diagrama de distribui¢@o das espécies formadas em solugdo,

em funcdo do pH, para o sistema GS-9137-Mg(II).

O diagrama de distribuicdo das espécies corrobora com as

curvas de titulacdo potenciométrica, evidenciando que o metal ndo estd
complexado com o ligante em toda a faixa &4cida, neutra e parte da
alcalina. Observa-se apenas a formagao sutil da espécie MgL (em rosa),
com um maximo de 5%, e da espécie monohidréxida Mg(OH) que surge

a partir de pH 10,5 de modo mais expressivo.
As medidas de equilibrio para o ligante com o ifon Mn(II)

também foram conduzidas. As curvas das titulagdes potenciométricas

sdo mostradas na Figura 40.
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Figura 40. Curva de titulacdo direta do ligante GS-9137 na auséncia e
presenca do fon Mn(II). Em preto: 0,05 mmol de GS-9137; em
vermelho: 0,05 mmol de GS-9137 e 0,05 mmol de Mn(ID).

Ao contrario do sistema com Mg(Il), as curvas do ligante GS-
9137 com o fon Mn(II) apresentam um deslocamento entre si, indicando
a coordenacdo do metal ao ligante. Em pH =~ 10 houve a formacao de
precipitado e a titulacdo foi encerrada.

As espécies do ligante com o Mn(Il) formadas em solug@o sdo
mostradas na Figura 41.
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Figura 41. Diagrama de distribui¢do das espécies formadas em solugdo,
em funcdo do pH, para o sistema GS-9137-Mn(II).

O ion Mn(Il) ndo se coordena bem ao ligante em toda a faixa
dcida, neutra e levemente alcalina. Ainda que espécies como MnL e
Mn(OH)L sejam formadas, estas ndo passam dos 45% em solucdo. O
diagrama de espécies sugere que o metal encontra-se na forma
hidrolisada em solu¢do a partir de pH = 10, portanto, ndo estd
coordenado ao ligante.

A Tabela 6 mostra os valores de pKas calculados para o sistema
GS-9137 e os fons Mg(II) e Mn(II).

Tabela 6. Logaritmos das constantes de estabilidade das espécies
formadas para os sistemas GS-9137, GS-9137-Mg(II) e GS-9137-
Mn(ID).

Equilibrio apenas do ligante LogK (DP)*
+
L+H :_’ HL 7,81 (0,61)
HL + H" 4—: H,L 2,40 (0,60)

Continua
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Continuagio
Equilibrio com Mg(II)
Mg™+L & MgL 2,25 (0,86)
MgL > Mg(OH)L + H' -10,18 (0,70)
Equilibrio com Mn(II)
Mn™ +L <& ML 4,26 (0,70)
MnL < Mn(OH)L + H" -9,00 (0,93)

* valores em porcentagem

Os equilibrios que ocorrem em solugdo sdo propostos no
Esquema 6. Em pH abaixo de 2,40 o ligante estd totalmente protonado,
na forma H,L.. Apds este valor de pH o 4cido carboxilico € desprotonado
gerando a espécie HL'. O ultimo préton € abstraido da molécula em pH
7,281 e, assim, o ligante encontra-se totalmente desprotonado na forma
L

F o}
cl COOH o oo
| -Hi O O |
HaCO % pKa 2,40 HaCO N
H pKa 7,81
F o

Esquema 6. Proposta dos equilibrios observados para o ligante GS-9137.
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3.7. Ligante CG-I-133A

Para o sistema CG-I-133A, Figura 42, observa-se na curva em
preto que o ligante apresenta duas regides tamponadas: a primeira
referente aos grupos dcidos da molécula e a segunda, aos grupos NH da
porcdo hidroxilamina. A literatura sustenta que a preferéncia em
desprotonar o grupo NH e ndo OH deve-se ao fato de que apés a
desprotonagdo do NH a dupla ligacdo da carbonila fica deslocalizada, ao
passo que se o proton fosse retirado do grupo OH a carga estaria
localizadas apenas sobre o oxigénio.”” De fato, os valores de pKas
calculados neste trabalho corroboram com os dados da literatura para o
grupo NH da porcdo hidroxilamina, como € possivel verificar na Tabela
7. Em pH pouco acima de 10 houve a formacdo de um leve precipitado
em solucdo e, portanto, a titulacdo foi encerrada. Em vermelho destaca-
se a curva de titulacdo para o sistema metdlico. O deslocamento que se
inicia em pH = 3,5 entre ambas as curvas evidencia a coordenacdo do
fon Mg(Il) ao ligante. Em pH préximo a 9 houve a formacgdo de
precipitado e a titulacdo foi cancelada.

11
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Figura 42. Curva de titulag¢do direta do ligante CG-I-133A na auséncia e
presenca do fon Mg(II). Em preto: 0,05 mmol de CG-I-133A; em
vermelho: 0,05 mmol de CG-I-133A e 0,05 mmol de Mg(II).
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O diagrama de distribui¢do das espécies, Figura 43, mostra as
espécies formadas em solugdo ao longo da faixa de pH. Ao analisé-lo,
constata-se que a formagéo da espécie MgL é bem expressiva em pH 5,5
a 11,5 com um méaximo de 100% em pH 7,5 a 9. Outras espécies como a
monoprotonada MgHL. e a monohidréxida Mg(OH)L também se
formam, mas de modo menos acentuado, atingindo um méximo de 30%
e 50% respectivamente. Os estudos com o fon Mn(Il) e a titualacio
espectrofotométrica ndo foram conduzidos devido a falta de ligante.

Free Mg(ll)
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2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 43. Diagrama de distribui¢do das espécies formadas em solucdo,
em funcdo do pH, para o sistema CG-I-133A-Mg(II).

A Tabela 7 apresenta os valores de pKas encontrados para o
sistema CG-I-133A na auséncia e presenca do ion metélico.
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Tabela 7. Logaritmos das constantes de estabilidade das espécies
formadas para os sistemas CG-1-133A e CG-I-133A-Mg(ID).

Equilibrio apenas do ligante LogK (DP)*
+
L+H :: HL 8,78 (0,60)
HL + H' < H,L 8,14 (0,62)
H,L + H" — Hs;L 3,75 (0,99)
<_
H;L + H" — H4L 2,84 (0,80)
4_
Equilibrio com Mg(II)
Mg~ +L :: MgL 11,32 (0,73)
MgL > Mg(OH)L +H" Precipitou
MgL + H* > MgHL 4,7 (0,81)

* valores em porcentagem

Em seguida, o Esquema 7 propde os equilibrios envolvidos para
o ligante CG-I-133A. Em pH abaixo de 2,84 o ligante encontra-se na
sua forma completamente protonada, H¢L. Com o aumento do pH, o
ligante perde os prétons dos dcidos carboxilicos, formando as espécies
HsL e, a partir de pH3,75, a espécie Hy,L*. Acima de pH 8,14 o
primeiro grupo NH de uma das hidroxilaminas é desprotonado, gerando
a espécie HiL*, enquanto que acima de pH 8,78 outro grupo NH,
referente & segunda por¢do hidroxilamina € desprotonado, formando a
espécie HoL".
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Esquema 7. Proposta dos equilibrios observados para o ligante CG-I-
133A.

3.8. Ligante CG-I135A

Abaixo seguem os estudos com o ligante CG-I-135A. A Figura
44 mostra as curvas de titulagdo potenciométrica do ligante na auséncia
e presenca do fon Mg(Il). A curva em preto, referente ao ligante apenas,
apresenta duas regides tamponadas: entre pH 2,5 e 5 referente aos
grupos acidos da molécula e entre pH 9 e 10 referente ao primeiro OH
do grupo catecol e ao OH da por¢do hidroxilamina. Em pH =~ 10,5 a
solucdo da cela apresentava-se turva, indicando a formagdo de
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precipitado. A curva em vermelho, referente ao sistema com Mg(Il)
mostra-se deslocada da curva preta, indicando a complexa¢do do fon
Mg(I) com o ligante. J4 em pH préoximo a 8 a solugdo apresentava
nitidamente a formacao de precipitado.

12
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Figura 44. Curva de titulacdo direta do ligante CG-I-135A na auséncia e
presenca do fon Mg(I). Em preto: 0,05 mmol de CG-I-135A; em
vermelho: 0,05 mmol de CG-I-135A e 0,05 mmol de Mg(II).

Com o diagrama de espécies determinado, Figura 45, observa-
se que o metal livre decai a medida que novas espécies sdo formadas.
Em pH 4cido o complexo diprotonado predomina chegando a um pico
cerca de 60% em pH 3,5. O complexo monoprotonado forma-se
expressivamente acima dos 80% em pH 5,5 e a partir da regidio neutra a
alcalina a espécie MgL € a predominante.
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Figura 45. Diagrama de distribui¢@o das espécies formadas em solugdo,
em funcdo do pH, para o sistema CG-I-135A-Mg(II).

Para o sistema com o fon Mn(Il), Figura 46, também houve a
formacdo de precipitado, ocorrendo em pH = 8,5. O deslocamento entre
as curvas € um indicio de que o metal estd complexando com o ligante.
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Figura 46. Curva de titulacdo direta do ligante CG-I-135A na auséncia e
presenca do fon Mn(II). Em preto: 0,05 mmol de CG-I-135A; em
vermelho: 0,05 mmol de CG-I-135A e 0,05 mmol de Mn(II).

O manganés forma diversas espécies em solugdo, sendo a
monoprotonada, a metal-ligante e a hidréxida as mais formadas. Em pH
4 o complexo MnHL encontra-se 100% presente em solugdo, enquanto
que em pH 7,5 é a espécie MnL que atinge esta porcentagem. Na faixa
alcalina o complexo Mn(OH)L predomina como é possivel verificar na
Figura 47.
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Figura 47. Diagrama de distribui¢do das espécies formadas em solugdo,
em funcdo do pH, para o sistema CG-I1-135A-Mn(II).

A seguir, a Tabela 8 mostra os valores de pKas determinados
para os sistemas CG-I-135A, CG-I-135A-Mg(I) e CG-I-135A-Mn(II).
Os estudos de espectroscopia para a determinagdo do ultimo pKa,
referente ao grupo OH do catecol ndo puderam ser conduzidos devido a

falta de ligante.

Tabela 8. Logaritmos das constantes de estabilidade das espécies
formadas para os sistemas CG-I-135A, CG-I-135A-Mg(Il) e CG-I-

135A-Mn(I).

Equilibrio apenas do ligante LogK (DP)*
+

L+H ;_’ HL 11,9 (0,87)

HL+H 2 HL 8,61 (0,72)

H,L + H" —» H;L 4,43 (0,70)
4_

Hi;L +H" —» H,L 3,08 (0,81)
4_

Continua
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Continuagio
Equilibrio com Mg(II)
Mg~ +L < Mgl 10,84 (0,94)
MgL > Mg(OH)L +H" Precipitou
MgL + H* :: MgHL 6,91 (0,82)
MgHL + H* < MgHL 4,33 (0,59)
Equilibrio com Mn(II)
Mn™ +L <& ML 9,56 (0,77)
MnL > Mn(OH)L +H" Precipitou
+
MnL + H < MnHL 5,22 (0,90)
MnHL + H+ » MnH,L 3,72 (0,93)

* valores em porcentagem

O esquema 9 propde os equilibrios envolvidos para o ligante
CG-I-135A.
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Esquema 8. Proposta dos equilibrios observados para o ligante CG-I-
135A.

3.9. Ligante CG-I1-139

Na Figura 48 o ligante CG-I-139 apresenta duas regides
tamponadas: em pH 2,5 a 4, referente aos grupos acidos da molécula;
em pH 9 a 10 referente aos grupos OH das por¢des hidroxilamina e
pirogalol. A titulacdo com o fon Mg(II) foi conduzida e, ao compara-la
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com a curva da titulacdo apenas do ligante, nota-se o deslocamento entre
as curvas, indicando a coordenacdo do fon Mg(Il) ao ligante. Em pH
préoximo a 8,5 ja havia a formagfo de precipitado e a titulagdo foi

encerrada.
12
®  Ligante CG-I-139
114 e Ligante CG-I-139-Mg(ll) f
10 o
9 /
8 L /
7 -
T i - N
o 64 °
1 @

1+

4 0 1 2 3 4 5 6 7 8
a (mol de KOH/mol CG-1-139)

Figura 48. Curva de titulacdo direta do ligante CG-1-139 na auséncia e
presenca do fon Mg(II). Em preto: 0,05 mmol de CG-I-139; em
vermelho: 0,05 mmol de CG-1-139 e 0,05 mmol de Mg(II).

As curvas de distribuicdo das espécies, Figura 49, mostram o
Mg(I) livre decaindo ao passo que os complexos mono, di e
triprotonados sdo formados em toda a faixa 4cida, neutra e levemente
alcalina, bem como a espécie metal-ligante que predomina em pH acima

de 8,5.
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Figura 49. Diagrama de distribui¢do das espécies formadas em solucdo,
em funcdo do pH, para o sistema CG-I-139-Mg(Il).

A Tabela 9 mostra os valores de pKas calculados para os
sistemas CG-I-139 e CG-I-139-Mg(Il). Ambos os estudos
espectroscopicos e com o fon Mn(Il) ndo foram conduzidos devido a
falta de ligante.

Tabela 9. Logaritmos das constantes de estabilidade das espécies
formadas para os sistemas CG-I1-139 e CG-1-139-Mg(II).

Equilibrio apenas do ligante LogK (DP)*
+

L+H :: HL 9,23 (0,68)

HL + H" 4—: H,L 8,09 (0,95)

H,L + H" —» H;L 4,72 (0,94)
4_

Hi;L +H" — H,L 3,5(0,94)
4_

Continua
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Continuagio
Equilibrio com Mg(II)
Mg™+L & MgL 8,41 (0,67)
MgL > Mg(OH)L +H" Precipitou
MgL +H" > MgHL 6,55 (0,62)
MgHL + H* > MgH,L 7,33 (0,59)
MgH,L + H" ¥ MgH;L 4,11 (0,83)

* valores em porcentagem

Abaixo, o Esquema 9 propde os equilibrios envolvidos no
ligante CG-1-139.
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Esquema 9. Proposta dos equilibrios observados para o ligante CG-I-

139.
3.10. Ligante CG-1-154

Por fim, o ligante CG-I-154 teve seus estudos conduzidos, tanto
na auséncia como na presenca do fon metdlico. A seguir, na Figura 50,
as curvas de titulagdo potenciométrica para ambos os sistemas sio
mostradas. A linha em preto remete a titulacdo apenas do ligante e
apresenta uma regido tamponada bem prolongada, de pH 2,5 a 4,5,
referente aos grupos dcidos da molécula, enquanto que outra regido
tamponada comega a formar-se em pH pouco acima de 11. No entanto,
para evitar leituras alteradas devido ao erro alcalino, a titulagdo foi
encerrada em pH 11,5.

A curva em vermelho, referente ao sistema contendo o ion
Mg(Il) apresenta-se deslocada em relacdo a curva em preto, o que
sugere a complexagdo do fon ao ligante. Em pH 9,5 jd havia a clara
formac@o de precipitado e a titulagdo foi cancelada.
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Figura 50. Curva de titulacdo direta do ligante CG-1-154 na auséncia e
presenca do fon Mg(I). Em preto: 0,05 mmol de CG-I-154; em
vermelho: 0,05 mmol de CG-I-154 e 0,05 mmol de Mg(II).

Para verificar as espécies formadas em solugdo, o diagrama de
distribuicdo das espécies foi plotado e a Figura 51 mostra as curvas
referentes a cada sistema em solu¢do. Em pH 4cido o metal encontra-se
complexado com o ligante formando a espécie MgH;L.. Em pH 3 hd o
pico de 60% de formacao da espécie diprotonada enquanto que em pH 4
complexo monoprotonado estd cerca de 30% em solugdo. A espécie que
predomina na longa faixa acima de 4 em diante € a MgL, chegando Ao
maximo de formacdo em pH 7.
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Figura 51. Diagrama de distribui¢@o das espécies formadas em solugdo,
em funcdo do pH, para o sistema CG-I-154-Mg(II).

A Tabela 10 mostra os equilibrios envolvidos no sistema CG-I-
154 e CG-I-154-Mg(Il). Os estudos envolvendo o fon Mn(II), bem como
os estudos espectroscopicos ndo foram conduzidos devido a falta de

ligante.

Tabela 10. Logaritmos das constantes de estabilidade das espécies
formadas para os sistemas CG-I-154 e CG-1-154-Mg(Il).

Equilibrio apenas do ligante LogK (DP)*
+

L+H :: HL 4,73 (0,61)

HL + H" :: H,L 3,91 (0,95)

H,L + H" —» H;L 3,20 (0,73)
4_

H;L+H" — H,L 2,88 (0,85)
4_

Continua
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Continuagio
Equilibrio com Mg(II)
Mg +L & MgL 6,47 (0,72)
MgL > Mg(OH)L +H" Precipitou
MgL +H* > MgHL 3,78 (0,93)
MgHL + H* > MgH,L 3,60 (0,66)
MgH,L + H" ¥ MgH;L 2,18 (0,86)

* valores em porcentagem

No Esquema 10 foram propostos os equilibrios envolvidos no
sistema CG-I-154.
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4. CONCLUSAO

Neste trabalho estudou-se a coordenacdo de fons Mg(Il) e
Mn(Il) com dez ligantes sintéticos promissores de serem inibidores da
enzima integrase: 5-CITEP, CG-I-83D, CG-I-160, CG-I1I-38B, CG-II-
51, CG-1I-133A, CG-1I-135A, GS-9137, CG-1-154 e CG-1-139

Os equilibrios das espécies formadas em diferentes faixas de pH
foram estudados e caracterizados por titulagdo potenciométrica e, com
alguns ligantes, por titulacdo espectrofotométrica, sendo possivel
determinar os pKas de cada ligante e a formacdo dos complexos
metélicos.

Para o sistema com o fon Mg(Il), ligantes como CG-I-83D, CG-
[-160, CG-I-133A, CG-I-135A, CG-I-139 e CG-I-154 apresentaram
grande afinidade com o metal, formando diferentes espécies do
complexo metdlico ao longo da faixa de pH, especialmente em pH
neutro. Desta forma, tais ligantes podem, potencialmente, ser
promissores inibidores da integrasse, quelando-se com o fon Mg(I)
presente no sitio ativo da enzima.

Os estudos com o fon Mn(II) revelaram que ligantes como CG-
I-83D, CG-II-51, SCITEP, CG-II-38B e CG-I-135A formam complexos
com o metal em diferentes faixas de pH, inclusive em pH bioldgico.
Ainda que os ligantes que tiveram ambos os estudos conduzidos (tanto
com o fon Mg(Il) quanto com o fon Mn(Il)) complexem bem o Mg(Il), a
complexacdo com o Mn(II) mostrou-se mais forte, como esperado pra
um metal de transi¢do. Portanto, para fins de estudo biolégico in vitro,
espera-se que os ligantes CG-I-83D, CG-II-51, 5CITEP, CG-II-38B e
CG-I-135A sejam capazes de formar complexos em grande quantidade e
fortemente quelados ao fon Mn(II) em pH bioldgico.

O ligante GS-9137 ndo formou expressivas quantidades de
complexos com ambos os fons Mg(Il) e Mn(II).

Futuros estudos bioldgicos com os dez ligantes poderdo
fornecer informagdes sobre a importincia da complexacdo do centro
bimetdlico de Mg(Il) da integrase no mecanismo de acgdo destes
possiveis inibidores. E a complexa¢do com o fon Mn(II) pode elucidar a
participacdo destes complexos nos estudos in vitro.
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