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Resumo

A ejecdo do zinco promovida pela sua competicAo com outra espécie
metélica pelo sitio de coordenac¢éo da proteina é tida como uma estratégia de
inativacdo da proteina podendo possivelmente ser aplicada para sintese de
novos farmacos mais eficazes. O estudo da interacédo do As(lIl) com modelo de
peptideo dedo de zinco CCHC da proteina NCp7 de HIV-1 foi realizado
utilizando-se as técnicas espectroscopicas de fluorescéncia e dicroismo
circular. Esse estudo permitiu uma melhor compreenséo sobre a habilidade do
As(lll) de promover a ejecdo do Zn e o papel da glutationa como biomolécula
facilitadora na ejecédo do zinco. O exato mecanismo ainda ndo € conhecido,
mas os dados de fluorescéncia e dicroismo circular obtidos nos mostraram a
importancia da participagdo da glutationa no sistema formado. A competicdo
entre As(lll) e Zn(ll) foi avaliada em diferentes pHs em tampéao fosfato.

Foram sintetizados compostos de Sb(lll) e Bi(lll) com os ligantes 2-
mercapto-imidazol e 2-mercapto-benzimidazol. Os complexos envolvendo tais
ligantes conservam como caracteristica a coordenacdo da espécie metalica
com S de grupo tiol e N de imidazol, assim como ocorre em dominios dedos de
zinco.

Obtivemos como resultados das sinteses, cinco complexos inéditos,
SbCIl(Bzmiz),.CH3OH, BICl(Bzmiz).CH3OH, BIiCly(Bzmiz).2H,0, SbCl;(Miz) e
BiCly(Miz). A caracterizacdo fisico-quimica desses complexos foi feita por
RMN, espectroscopias FTIR e UV-Vis, analises elementar (CHN), condutimetria
e termogravimetria. Foram obtidos cristais de quatro dos cinco compostos
sintetizados, ndo obtendo cristais apenas para o complexo SbCly(Miz). Estudos
de difracdo de raios X estdo em andamento.



Abstract

The ejection of zinc from its coordination site in Zn-finger protein can be
promoted by other metal species through competitive binding. This is
considered as a promising strategy to inactivate the Zn-finger protein and for
the design of new and more efficient drugs. A study of the As(lll) interaction with
the CCHC zinc finger domain of the NCp7 protein of HIV-1 has been carried out
using the fluorescence and circular dichroism spectroscopies. This study
allowed a better understanding of the ability of As(lll) to promote Zn ejection
and brought new insights into the role of glutathione as a biomolecule that can
facilitate the ejection of Zn. The exactly mechanism is not yet known, but the
fluorescence and circular dichroism data shows the importance of the
participation of glutathione in the system formed. The competition between
As(Il) and Zn(Il) was evaluated in phosphate buffers of different pHs.

Sb(lll) and Bi(lll) compounds with 2-mercapto-imidazole- and 2-mercapto-
benzimidazole-type ligands have been synthesized. These complexes involve
coordination of the metal specie with the S-atom from thiol group and the N-
atom from imidazole, just like occurs in the zinc finger domains.

Five new complexes, SbCl(Bzmiz),.CH3OH, BiCl(Bzmiz).CH3;OH,
BiCly(Bzmiz).2H,0O, ShbCly(Miz) and BIiCly(Miz) were successfully obtained.
Physico-chemical characterization was performed using NMR, FTIR and UV-vis
spectroscopies, elementar analyses, conductimetric analyses and
thermogravimetric analyses. Four crystals were also obtained from these
complexes, except for the SbCI,(Miz) complex. X-Ray diffraction analyses of
these crystals are in course.
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Introducao



I. Antiménio:

O nome provém do latim referindo-se a sua “tendéncia em se combinar
rapidamente”, elemento descoberto e nomeado pelo monge beneditino Basilio
Valentino em 1604, embora haja conhecimento de sua existéncia em tempos
antecedentes a Cristo. Possui trés formas alotropicas: cinza metélica (forma
estavel em temperatura ambiente), amarela e negra. Ha uma quarta forma,
conhecida como “antiménio explosivo” de estrutura desconhecida e que se
converte violentamente na forma cinza estavel quando submetido a atritos. 2

Semi-metal pertencente ao grupo 15 da tabela periddica de nUmero atémico
51 e configuracéo eletrdnica no estado fundamental [Kr] 4d*® 5s? 5p3. Seu raio
covalente é 1,41 A e suas energias sdo 834, 1590 e 2440 KJ mol™ para
energias de ionizacdo primeira, segunda e terceira, respectivamente. A
eletronegatividade de Pauling é 1,9. ©

Suas valéncias com halogénios e enxofre sdo 3 e 5. A tendéncia do par de
elétrons do orbital s é ficar inerte de acordo com aumento da massa atémica,
perdendo somente os elétrons do orbital p para o Nox +3. Por possuir cinco
elétrons na camada de valéncia o seu Nox maximo é +5. ®

Tanto para complexos de antimoénio (Ill) com namero de coordenacao trés
quanto para os complexos de antiménio (V) com numero de coordenag¢ao cinco
a hibridacdo é sp®d. Em casos de ligantes volumosos com Sb(lll) temos
compostos com geometria trigonal plana e para compostos com Sh(V) a
geometria pode ser bipiramidal trigonal com hibridacdo ou octaédricos, sendo
mais comum o0s hexacoordenados por questdes de estabilidade e interagfes
elétron-elétron. @

I.2. Atividades biolégicas do Antimédnio:

A quimica de bio-coordenacdo do antiménio e do bismuto tem sido muito
investigada pelo uso histérico destes metais na medicina. Ambos o0s
compostos, além do arsénio, pertencem ao mesmo grupo da tabela periddica.
O antimbnio é empregado desde a antiguidade em tratamentos medicinais e no
século passado comecou a ser usado no tratamento de doencas parasitérias
como leishmaniose e esquissitossomose. A leishmaniose € uma doenca
parasitaria endémica em 88 paises do novo mundo e em 66 do velho mundo e
afetam significativamente populagées pobres. ¢©

No comeco do século Gaspar Vianna, pesquisador brasileiro pioneiro no
tratamento das leishmanioses, reportou a eficacia do tartarato de potassio de
antimoénio (lll) para o tratamento de leishmaniose muco-cutdneas. Essa
atividade foi confirmada para leishmaniose visceral na Europa e Africa.
Complexos de antiménio menos téxicos, 0s pentavalentes, foram introduzidos
na terapia de leishmanioses por volta de 1940. ¢



Os complexos de antimonio pentavalente como antimoniato de meglumina
(Glucantine) e estibogluconato de sédio (SSG) sdo usados ha muitos anos
como drogas leishmanicidas. Apesar de diversas limitacdes por causa de
efeitos colaterais e a necessidade de administracao diaria, os antimoniais ainda
sdo as drogas de primeira linha contra leishmanias. O metabolismo e
mecanismos de acdo ainda sao investigados e ndo é claro se a forma ativa
final da espécie metalica € o estado pentavalente ou trivalente, no entanto
estudos recentes sugerem que Sb(V) age como uma pré-droga a qual é
reduzida para a forma mais ativa e mais toxica, Sb(lll), in vivo. Acredita-se que

0 antimonio se liga a tidis, os quais agem como 0 agente redutor na conversao.
®

Na figura 1 a seguir podemos observar representacdes para alguns
farmacos utilizados como leishmanicidas.
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Figura 1. Estruturas representativas para o Tartar Emético (a), Pentostan (b) e
Glucantime (c).

Ha quatro diferentes tidis em destaque: glutationa (GSH), cisteina (Cys),
tripanotiona (T(SH),) e cisteina-glicina (Cys-Gly), onde T(SH), e Cys-Gly sdo os
tiis predominantes no parasita Leishmania e nos lisossomas
respectivamente.® Foi reportado que Cys, Cys-Gly e T(SH), promovem a
reducdo do Sb(V) em Sb(lll) a 37°C. A espécie Sb(lll) forma complexos
estaveis com glutationa e tripanotiona na estequiometria Sb:ligante de 1:3 e 1:1
nesta ordem. &9



Algumas referéncias sugerem a existéncia de uma atividade leishmanicida
intrinseca no Sb(V), o qual forma um complexo com a adenosina. Complexos
Sb-ribonucleosideo poderdo agir como inibidores de purina na leishmania ou
penetrar dentro do parasita e interferir no metabolismo dos nucleosideos
purinos. 11®

Tanto Sb(V) quanto Sb(lll) formam complexos com riboses de nucleotideos.
Isso indica a possibilidade de formacdo de complexos antimdnio-nucleotideo in
vivo. Como ja dito acima, propde-se que complexos de Sb(V? funcionem como
uma pré-droga biorreduzida a Sb(lll), a forma ativa da droga.

Foi demonstrado que a glutationa € capaz de reduzir o Sb(V) a Sb(lll) na
auséncia de enzimas e que essa reducdo é favorecida em pH &cido e com
aumento da temperatura.®™® A glutationa na presenca de enzimas como
glutaredoxina e LmACR2 , as quais sao capazes de reduzir tanto o Sb(V)
quanto o As(V) a suas respectivas espécies trivalentes, vem demonstrando
maior eficiéncia para o antiménio do que a tripanotiona. **%

Quanto a tripanotiona, é o mais importante tiol em espécies leishmanias e
esta envolvido em manutencdo do potencial redox celular junto com a
tripanotiona redutase. De maneira surpreendente, a tripanotiona reduz
rapidamente a espécie Sb(V) a Sb(lll), principalmente em condi¢des acidas e
temperatura ligeiramente alta. Similar a coordenacéo de Sb(lll)/As(Ill) na ArsA
ATPase, o SbT(S), pode ser considerado um intermediario que deve permitir
uma transferéncia rapida para outras espécies doadoras. A forte ligacdo entre o
hidrogénio da molécula de dgua e o oxigénio de carboxila estabiliza a estrutura
do complexo SbT(S),. Experimentos de RMN e ESI-MS confirmam a formacéo
de um complexo ternario com N-acetil-cisteina ou glutationa, sugerindo que o
complexo inicial (H,O)SbT(S), forma (L)SbT(S), onde L pode ser glutationa ou
uma cistefna. >4

Tanto SbT(S), quanto complexos Sb(GSH) e Sb(lll)-ArsA ATPase podem
agir como intermediarios intracelulares e ligantes como agua ou cloreto podem
ser prontamente substituidos por um enxofre de um ligante tiolato, resultando
em um complexo ternério. A facil troca de ligacdo de Sb(lll) e tiolatos devem
ser cruciais para seu transporte intracelular e ser uma caracteristica comum no
trafico de metais através de diferentes moléculas em células. Provavelmente
deve ajudar a estabilizar mecanismos moleculares subadjacentes de atividades
antimicrobianas de Sb e Bi de um modo mais compreensivo e eficiente que
podera contribuir para produzir um melhor planejamento de metalo-drogas e
novos agentes com diversos propdsitos terapéuticos. 2



Il. Arsénio:

Arsénio é um semi-metal cinza cristalino caracterizado por nimero atémico
33 e propriedades quimicas semelhantes as do fosforo, elemento também do
grupo 15 da tabela periddica. Possui trés formas alotrOpicas: a cinza (mais
estavel), a amarela no estado gasoso (na verdade sdo moléculas de As,,

(segnelhantes ao fosforo branco) e a negra (a menos conhecida e mais instavel).
1,3

Sua configuracéo eletronica no estado fundamental é [Ar] 3d*°® 4s? 4p3, seu
raio covalente é 1,21 A e suas energias sdo 947, 1950 e 2732 KJ mol™ para
energias de ionizacdo primeira, segunda e terceira, respectivamente. A

eletg))negatividade de Pauling é 2,0. Seus estados de valéncia sdo: -3, 0, +3 e
+5.

A quimica do arsénio tem comportamento similar a do antiménio, elemento
do mesmo grupo e que fica abaixo dele na tabela periédica. Assim como o
antiménio, as espécies mais comuns, principalmente em 6xidos e compostos
complexos sdo as As(V) e As(lll). Para os compostos complexos formados é

E:(Z))mum um comportamento similar aos compostos obtidos para Sb(lll) e Sb(V).
1

[1.2. Atividades biolégicas do Arsénio:

Uma exposicdo cronica ao arsénio pode ocorrer mesmo em pequenas
concentracfes, dependendo da forma quimica a qual ele é absorvido pelo
individuo. A toxicidade do arsénio pode causar diversos problemas de saude,
dentre eles conjuntivite, hiperqueratose, hiperpigmentacdo, doencas
cardiovasculares, distarbios no sistema nervoso central e vascular periférico,
cancer de pele, gangrena nos membros, anemia e problemas digestivos
(nauseas, vomitos). A toxicidade das espécies quimicas decresce na seguinte
ordem: compostos de As(lll) inorganico > compostos de As(V) inorganico >
compostos de As(lll) organico > compostos de As(V) organico. O As(lll)
inorganico é cerca de 60 vezes mais toxico que o As(V) inorganico e sao 100
vezes mais téxicas que as espécies organicas. *°

O processo de desintoxicacdo ocorre nos rins e trata-se de uma metilacao
do arsénio inorganico presente no corpo humano. Quando um individuo sofre
uma contaminacdo com arsénio, aguda ou crbnica, sua concentracdo €
frequentemente monitorada pela determinacéo de arsénio total na urina. Se o
arsénio é ingerido nas formas menos toxicas, ion monometilarsénico ou ion
dimetilarsinico, nenhum processo de metilagdo ou desmetilacdo parece ocorrer
e essas formas sdo excretadas na urina sem mudanca na estrutura. >

Assim como o0 antiménio e o bismuto que sofrem reducdo da espécie
pentavalente para a espécie trivalente, a redugédo do As(V) em As(lll) ocorre de
forma similar com compostos com grupo tiol como a L-cisteina e o tioglicerol. A
biotransformagdo de substancias inorganicas de As(V) por redugcdo a forma
trivalente ocorre in vivo e uma posterior metilagdo vem sendo reconhecida
como importante fator que contribui para seus efeitos biolégicos.™®



A toxicidade da espécie As(lll) se da através da interacdo com 0S grupos
sulfidrila de proteinas e inibicdo da enzima. O arsenito ao reagir in vitro com
proteinas através dos grupos -SH inativam enzimas como a desidrogenase
dihidrolipoil e tiolase, produzindo inibicdo da oxidacdo do piruvato e beta-
oxidacdo de &cidos graxos. O As(lll) interrompe vias metabdlicas oxidativas e
provoca alteracdes morfoldgicas na mitocdndria do figado. 51©

Uma atividade bioldgica positiva do arsénio é no tratamento de leucemia.
Atualmente o arsénio vem recebendo atencdo mundial por apresentar atividade
antitumoral em pacientes com leucemia promielocitica. O trioxido de arsénio,
As,03, promove a degradacdo de uma proteina oncologica responsavel pelo
crescimento de células APL, a PML-RARa (uma proteina que contém acido
retindico e zinc fingers com funcbes ainda ndo compreendidas que é
encontrada em cerca de 98% dos pacientes com leucemia promielocitica). O
exato mecanismo molecular a respeito da eficiéncia do trioxido de arsénio
ainda n&o é claro. "

Sabe-se que a acdo biolégica do anion AsO;* se da através da sua
interacdo com grupos tiois de cisteinas de proteinas. A ligacdo entre o As e
proteinas PML e PML-RARa em células foi estudada através de RMN,
espectroscopia de massas e dicroismo celular. Foi sugerido diante dos
resultados que o arsénio substitui o zinco inativando as proteinas. "

A identificacdo da PML como um alvo direto de agdo do As,O3 abre novas
perspectivas no desenvolvimento de terapias para leucemia.

l1l. Bismuto:

Assim como o antimdnio e o arsénio, o bismuto € um elemento pertencente
ao grupo 15 da tabela periddica. Porém, diferente dos demais, € o Unico
classificado como metal. Essa transicdo do carater nao metdlico para metalico
no percorrer do grupo de cima para baixo se da claramente vinculada ao
ndmero atémico e a firmeza com que os elétrons estdo presos.

Bismuto € um metal denso, metalico e insipido. Foi descoberto por Valentino
em 1450 e seu nome provém do alemao, “Weissmuth”, massa branca. E
encontrado na natureza normalmente nas formas de Bi,O3 e Bi,S3. Assim como
a agua, o bismuto tem comportamento anémalo, sendo uma das poucas
substancias a se expandir ao congelar. Além disso, bismuto € o elemento mais
pesado a possuir is6topos estaveis, embora somente o 2%Bi seja naturalmente
encontrado.®*?

O numero atdbmico do Bi € 83 e sua configuracdo eletrbnica no estado
fundamental é [Xe] 4f** 5d'° 6s® 6p°. Seu raio covalente é 1,52 A e suas
energias sdo 703, 1610 e 2467 KJ mol™ para energias de ionizacdo primeira,
segunda e terceira, respectivamente. A eletronegatividade de Pauling é 1,9. ©



Complexos de Bi(lll) s&o mais comuns que Bi(V) e normalmente agem como
acido de Lewis. Antimbnio e Arsénio por serem metaldides apresentam oxidos
anfétero? )enquanto que bismuto na qualidade de metal apresenta Oxidos
basicos. ®

[1l.2. Atividades Biolégicas do Bismuto:

Compostos de bismuto tém aplicacdes medicinais desde a antiguidade,
principalmente em tratamentos gastrointestinais e sdo usados a mais de dois
séculos no tratamento de Helicobacter pylori, microorganismo patogénico
produtor de grandes quantidades de enzimas. Ndo se sabe claramente o
mecanismo de acdo entre compostos de bismuto e H.pylori. %18

Estruturas de agentes anti-Ulcera de bismuto e interagdes de Bi(lll) com
proteinas e enzimas como a transferrina, lactoferrina e urease tém sido
caracterizadas. Subssacilato de bismuto e citrato coloidal de bismuto s&o
usados como drogas anti-Ulcera por décadas e recentemente suas estruturas e
de diversas drogas provenientes de complexos de salicilato de bismuto tém
sido sintetizadas e caracterizadas por cristalografia de raios X. ‘%

A inibicdo enzimatica tem sido sugerida como um possivel mecanismo de
acao do bismuto no tratamento de Ulceras e infec¢des provocadas por H. pylori.
O Bi(lll) se liga a grupos tidis das enzimas agindo como um inibidor néo
competitivo, de acordo com estudos cinéticos realizados.?

O bismuto liga-se fortemente a proteinas, como a transferrina e lactoferrina
humanas. A lactoferrina esta presente em quantidades significativas nas
secrecbes do estdmago de pacientes com gastrite. E sugerido que o bismuto
possa substituir o ferro nessas proteinas interferindo no metabolismo da
bactéria H.pylori. Além disso, assim como o antimoénio, o bismuto tanto nas
espécies Bi(lll) quanto Bi(V) pode-se ligar a riboses de nucleotideos.*?

IV. Proteinas Dedos de Zinco:

Ha varias categorias de reguladores transcricionais que reconhecem
sequéncias especificas do DNA, um deles séo as proteinas dedos de zinco,
(ZnF). Nas proteinas dedos de zinco, 0 numero de dominios de dedos de zinco
assim como a sequéncia de aminoacidos é variavel.

Os motivos dedos de zinco possuem um ion Zn(ll) ligado em diferentes
combinacdes de grupos tidis de residuos cisteina e grupos imidazol de
residuos histidinas contidos em uma larga sequéncia de proteina. Os motivos
dedo de zinco podem ser CCCC, CCHH ou CCHC, sendo Cys-Cys-Cys-Cys,
Cys-Cys-His-His ou Cys-Cys-His-Cys, respectivamente. Em todos os tipos de
motivos ZnF a geometria é tetraédrica e ha4 no minimo dois grupos —SH
presentes mantendo a quelacdo com o Zn(ll). E uma questio muito investigada
e importante conhecer o numero de tidis envolvidos na esfera de coordenacéo,
ou seja, que participam da ligacdo. Essas informacdes poderdo contribuir para



o planejamento de sintese de novos farmacos assim como na compreensao
dos mecanismos de acdo de metais que interagem neste sitio. %2921

Ha proteinas que atuam como fatores de transcricdo que possuem diversos
motivos dedo de zinco. A espécie Zn(ll) ndo estd diretamente envolvida na
atividade ligante ao DNA, mas é essencial para a estabilidadade da arquitetura
BBa de dominios dedos de zinco. Ligados um apo6s o outro os dedos de zinco,
assim como dedos em uma mao, sdo posicionados de tal maneira que podem
reconhecer os pares de bases ao longo da dupla hélice do DNA. Ou seja, a
capacidade de se ligar ao DNA faz dos dominios ZnF proteinas ligantes
funcionais que estdo presentes em diversos organismos. #2224
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Figura 2. Estruturas representativas para Zn-Finger de HIV-1 NCp7, PARP e
GATA-1, respectivamente.

Devido a grande variedade de sequéncias de DNA ha diversas funcdes que
proteinas ZnF podem exercer com alta especificidade e afinidades incluindo
uma larga variedade de fatores de transcricdo eucariéticas. O tipo CCHH é o
tipo mais comum de dominio ligante ao DNA no que se diz respeito a
transcricdo humana. (#1:2%2520)

Proteinas dedo de zinco executam diversas funcdes, sejam atuando em
fatores de transcricdo humana (CCHH), ou em retrovirais (CCHC) ou até
mesmo func¢des cataliticas, receptoras do horménio tiredide/esteroide, etc. Os
agentes antivirais baseados em proteinas dedo de zinco para a proteina
nucleocapsidica do HIV, NCp7, tornam-se uma atraente e real alternativa no
desenvolvimento para farmacos sem a desvantagem de uma série de fortes
efeitos colaterais dos medicamentos atuais no mercado. O atual tratamento
para a infeccdo HIV-1 é com terapia a base de multidrogas utilizando potentes
inibidores de transcriptase reversa e enzimas protease que atrasam o
desenvolvimento de AIDS e a decorrente morte associada a infeccdo causada
pelo HIV-1. Além disso, os atuais medicamentos empregados nao tém
garantias de sua eficiéncia e podem falhar por diversos motivos. E necessario o
desenvolvimento de agentes antivirais mais efetivos e com alvos mais
especificos e que ndo demonstrem resisténcia com as drogas ja existentes,



podendo ser administradas em conjunto aumentando a eficiéncia dos atuais
coquetéis. 32728

A concepcéao de novas drogas que tem como alvo os dedos de zinco estéao
em desenvolvimento como antivirais. Proteinas ZnF com motivos CCHC séo
necessarios para a selecdo e empacotamento do genoma do RNA viral além
de serem implicados na multiplicidade de outros eventos envolvidos na
infeccdo. Recentemente foi identificado uma série de compostos que tem a
proteina NCp7 como alvo. Os compostos sao ligantes polidentados os quais
competem com o dominio CCHC pela complexacdo com o zinco, provocando
sua ejecao no dedo de zinco. Consequentemente, os enxofres contidos nos
residuos cisteina sofrem oxidacao e ocorre formacao de ponte dissulfidica, ou
seja, inativacdo das proteinas dedo de zinco. Dentre esses compostos estao o
3-nitroso-benzamida (NOBA), disulfeto-benzamidas (DIBAS), ditioheterociclicos
como o ditiano e carbonil azdicos como azodicarbonamido (ADA) dentre outros.
Tais agentes tém inibido diversas cepas do virus HIV que foram testadas, as
quais contém motivos dedos de zinco em sua estrutura, ndo sendo eficaz

exceto em casos de spumaretrovirus, que ndo contém dedos de zinco.
(27,28,29,30,31)

Atualmente um benzo-isotiazolona derivado de DIBA vem sendo utilizado
em triagens clinicas nos Estados Unidos e um derivado de ADA tem sido

avaliado clinicamente na Europa em pacientes com estagio avancado de AIDS.
(27,31,32,33)
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Figura 3. Estruturas para ADA, NOBA e DIBA, respectivamente.



Um fator de contencdo no uso de proteinas nucleocapsidicas dedos de
zinco como alvos de intervencdo e tratamento para o HIV-1 é a questdo da
seletividade dos agentes. A presenca de dominios dedo de zinco em proteinas
celulares essenciais geram duvidas sobre sua aplicacdo para inativar o virus
HIV. Como desenvolver agentes que atuem de forma especifica nos dedos de
zinco da proteina NCp7 sem afetar proteinas dedos de zinco de células
saudaveis? ©®

Sao necessérias provas experimentais de que tais agentes antivirais
possam atacar de forma seletiva motivos do dedo de zinco NCp7 e estabelecer
uma base racional para tal seletividade. A seletividade de tais agentes depende
de diversos fatores. Incluindo afinidade ligante, proximidade reativa do ligante,
e propriedades redox suficientes para direcionar a reacéo. 3%

Além de compostos que utilizam como estratégia de inativacdo de proteinas
dedo de zinco, a oxidacdo dos enxofres dos residuos Cys participantes da
coordenacao do Zn(ll), ha também o uso de complexos. A inativacdo pode ser
dada pela substituicdo do atomo de zinco por outro metal, causando a ejecdo
do zinco coordenado ao motivo, (no caso motivos CCHN para NCp7) através
de competicdo entre 0os metais, visto que a perda do arranjo espacial com a
mudanca de coordenacdo compromete a acdo da proteina dedo de zinco. Ha
registros de estudos realizados com compostos de antiménio para motivos
dedo de zinco em NCp7, HIV, e de compostos de bismuto para motivos dedo
de zinco GroES, da bactéria Helicobacter pylori, causadora de infeccdes
intestinais. 83039

Portanto, desenvolvendo tal raciocinio o estudo de complexos envolvendo a
competicdo entre metal/zinco na formacdo de biomoléculas metal-peptideo
torna-se um promissor meio de obtencdo de novas drogas e tratamentos
envolvendo motivos dedos de zinco como alvos.

Os ligantes utilizados neste trabalho para a sintese dos complexos séo o 2-
mercapto-imidazol e 2-mercaptobenzimidazol. A escolha de tais ligantes ndo se
deu somente pelo fato de complexos metalicos desses ligantes demonstrarem
atividade antitumoral, mas principalmente por terem como caracteristica um
grupo tiol e um imidazol. Isso faz com que os complexos sintetizados com
esses ligantes tenham as mesmas caracteristicas de sitios de coordenacéo
gue temos nos motivos dedos de zinco; ou seja, coordenacao entre a espécie
metalica com enxofre do grupo tiol e com nitrogénio do imidazol.
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Objetivos:

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver um estudo de interagéo do
As(Ill) com modelos dedos de zinco da proteina nucleocapsidica do HIV-1
(NCp7) e avaliar a habilidade do As(lll) em promover a ejecdo do zinco. Em
paralelo foi desenvolvido a sintese de complexos inéditos de Sb(lll) e Bi(lll)
com ligantes contendo grupos tidis e imidazol, visando uma possivel aplicagdo
como farmacos no futuro. Por outro lado os complexos formados com os
ligantes que contém grupo —SH e anel imidazol podem mimetizar a interacédo
dos metais com os sitios da proteina. O arsénio pertence ao mesmo grupo
peridédico que o antimdnio e bismuto, portanto esperam-se resultados similares
para a interacdo de tais espécies trivalentes e a ejecéo do zinco.

A interacdo ja conhecida da glutationa com o antimdnio, arsénio e bismuto
aumenta a amplitude do estudo e abre a possibilidade de estudar a
participacdo dessa biomolécula na promocdo da ejecdo do zinco por esses
outros metais. 183%

Diversos meétodos analiticos podem ser utilizados para o estudo da
interacdo entre metais e os dedos de zinco. Através da espectroscopia de
fluorescéncia podemos acompanhar a ejecdo do zinco e a formacédo do
complexo As-peptideo. A técnica ESI-MS tem sido também muito utilizada para

estudar a formacdo de complexos metélicos da proteina nucleocapsidica do
Hy. (19.20,34)

A técnica de dicroismo circular foi utilizada para estudar a formacédo do
complexo As-peptideo e as modificacdes estruturais da proteina. Ainda ha
muito a ser explorado nesse campo de pesquisa onde uma melhor
compreensao do mecanismo de acdo de proteinas que contém dedos de zinco
pode levar a obtencao de farmacos mais eficazes.

Il Objetivos especificos:

e Sintetizar complexos inéditos de Sb(lll) e Bi(lll) com ligantes 2-mercapto-
benzimidazol e 2-mercapto-imidazol.

e Caracterizar e determinar as propriedades fisico-quimicas dos compostos
inéditos obtidos através de espectroscopias na regido do infravermelho,
ultravioleta, termogravimetria, ponto de fusdo, ressonancia magnética nuclear
e, em casos possiveis, difracdo de raios X.

e Estudar a interacdo do As(lll) na presenca e auséncia de glutationa com

dedos de zinco da proteinas NCp7 do HIV-1 através de espectroscopia de
dicroismo circular, fluorescéncia e a influéncia do pH.
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Materiais e Métodos
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e Reagentes e Solventes Utilizados:

O metanol é proveniente da Merck e Synth em grau P.A. O 2-mercapto-
benzimidazol (Bzmiz), 2-mercapto-imidazol (Miz), 6xido de célcio, sulfato de
calcio anidro, cloreto de antiménio (lIl), cloreto de bismuto (lIl), acetato de zinco
(), cloreto de potassio, glutationa, dioxido de arsénio (lll), fosfato de sédio
monobasico e hidroxido de sédio foram obtidos por Sigma-Aldrich, todos
também P.A.

O peptideo KGCWKCGKEGHQMKDCTE foi adquirido por Gen Script
Corporation em grau de pureza maior que 98%.

e Equipamentos:

Todas as andlises de caracterizacdo dos complexos sintetizados neste
trabalho foram realizadas no Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Minas Gerais.

As andlises elementares de C, H, N, foram realizadas em um Analisador
CHN 2400 Perkin-Elmer.

As analises de ponto de fusdo dos complexos sintetizados foram observadas
em um aparelho digital modelo MQAPF-302.

Espectros de absor¢cdo UV-vis foram obtidos para os complexos sintetizados
através de um espectrofotdbmetro de absorcéo na regido do ultravioleta visivel
Hewlett Packard 1100 em cubetas de quartzo de 1 cm. O solvente utilizado foi
dimetilsulféxido, proveniente da Merck em grau P.A.

As curvas termogravimétricas foram obtidas em uma Termobalanca
Shimadzu TGA-5H. Foi utilizado atmosfera de ar com raz&do de fluxo de 50
mL/min. A razdo de aquecimento foi 10°C e a temperatura final alcancada foi
de 750 °C.

Espectros de absorgéo na regido do infravermelho foram realizados para os
complexos sintetizados utilizando um Espectrobmetro Perkin Elmer FTIR
spectrum GX, na regi&o de 4000 a 400 cm™ em KBr.

Os espectros de Ressonanica magnética nuclear de hidrogénio, de carbono
e DEPT para os complexos sintetizados foram realizados em um espectrometro
Bruker AVANCE DRX de 400 MHz a temperatura ambiente e tendo como
solvente dimetilsulféxido deuterado e acetona deuterada e tetrametilsilano
como referéncia.

As analises de condutimetria foram realizadas em um condutivimetro
modelo Q405M, em dimetilsulfoxido e solucbes dos complexos com
concentracéo da ordem de 10 mol/L.

As analises de fluorescéncia e dicroismo circular foram realizadas no
Departamento de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas
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Gerais. Para ensaios de solucdes de dedo de zinco e titulacdes do mesmo com
solucdes de As (lll), GSH e EDTA foram feitas com espectrometro de dicroismo
circular CHIRASCAN plus, utilizando espectrometria de dicroismo circular e
espectrometria de fluorescéncia.

e Sintese dos complexos:
1) Sintese de SbCI(Bzmiz),, F1.

Pesou-se 0,552 g de 2-mercapto-benzimidazol (3,68x10° mol) que foi
solubilizado em metanol previamente seco. A solugéo foi mantida sob agitacao
e refluxo durante uma hora e em seguida foi acrescido a solu¢do 0,200 g de
SbCl; (8,76x10™ mol) previamente pesado em atmosfera inerte de argénio e
solubilizado em metanol seco.

Apoés o acréscimo de solucdo de cloreto de antimonio (1), imediatamente a
solucéo final obteve a coloracdo amarelada. Em seguida, a solugéo teve o seu
volume reduzido em rota-evaporador até a obtencédo de dleo de cor amarela.
Logo apds a solucdo ser retirada do rota-evaporador pode-se observar
precipitacdo imediata. O solido foi lavado com éter, seco, devidamente pesado
e utilizado para as analises necessarias. De acordo com a termogravimetria e
andlise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio indicou-se a formacao de
complexo SbCI(Bzmiz), . CH3OH.

2) Sintese de SbCl(Miz), F4.

Pesou-se 0,352 g de 2-mercapto-imidazol (3,52x10° mol) e o solubilizou em
metanol previamente seco. A solugcédo foi mantida sob agitacdo e refluxo por
uma hora e em seguida foi acrescido & solucéo 0,800 g de SbCls (3,50x107
mol) previamente pesado em atmosfera inerte de argonio e solubilizado em
metanol seco.

Apdés o acréscimo de solucdo de cloreto de antiménio (lll) a solucao final
obteve a coloragcdo amarelada. Em seguida, a solucédo teve o seu volume
reduzido em rota-evaporador até a obtencdo de 6leo de cor amarelo queimado.
Foi necessario esperar 15 dias para a precipitacdo, formando um sélido de cor
caramelo. O solido foi lavado com éter, seco e devidamente pesado. De acordo
com a termogravimetria e analise elementar de carbono, hidrogénio e
nitrogénio indicou-se a formacédo de complexo SbCI(Miz) . H,0O.

3) Sintese de BiCl(Bzmiz) e BiCl,(Bzmiz), Blv e Bla.

Pesou-se 0,700 g de 2-mercapto-benzimidazol (4,67x10° mol) que foi
solubilizado em metanol previamente seco. A solucéo foi mantida sob agitacéao
e refluxo por uma hora e em seguida foi acrescido a solugdo 1 g de BiCls
(3,17x107 mol) solubilizados em metanol.

Apoés o acréscimo de solucdo de cloreto de bismuto (lll), imediatamente a

solugéo final obteve a coloracdo amarelo-alaranjada. Em seguida, a solucéo
teve o seu volume reduzido em rota-evaporador até a obtencéo de oOleo de forte
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cor laranja. Apés duas semanas formou-se precipitados de tom vermelho-
alaranjado e amarelo. Os solidos foram lavados com éter, secos, devidamente
pesados e utilizados para as andlises necessarias. De acordo com a
termogravimetria e analises elementares para carbono, hidrogénio e nitrogénio
indicou-se a formacédo dos complexos BiCl(Bzmiz).CH3OH e BiCly(Bzmiz) .
2H,0, de cor vermelha e de cor amarela, respectivamente .

4) Sintese de BiCly(Miz), B4.

Pesou-se 0,250 g de 2-mercapto-imidazol (2,5x10° mol) e os solubilizou em
metanol previamente seco. A solugéo foi mantida sob agitacdo e refluxo por
uma hora e em seguida foi acrescido a solucgéo 0,710 g de BiCls (2,25x10° mol)
dissolvidos em metanol.

Apbs o acréscimo de solucéo de cloreto de bismuto (lll), imediatamente a
solucéo final obteve a coloracdo amarela-alaranjada. Em seguida, a solucéo
tem o seu volume reduzido em rota-evaporador até a obtencdo de 6leo de cor
vermelho-alaranjado. ApGs duas semanas o0 6leo se precipitou formando um
sélido de cor amarela. O sélido é lavado com éter, seco, devidamente pesado e
utilizado para as andlises necessérias. De acordo com a termogravimetria e
analise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio indicou-se a formacéo de
complexo BiCl,(Miz).

5) Testes de cristalizagao:

Todos os complexos sintetizados e descritos acima tiveram testes de
cristalizacdo em:

(i) Solucdo do complexo mantida em Placas de Petri para evaporacao de
solvente, (ii) Sintese convencional mantida em béqueres de diversos tamanhos
para evaporacdo de solvente, (iii) Difusdo lenta em tubos do tipo H e (iv)
Cristalizagdo em solventes imisciveis com formagé&o de cristais na interface.

Para o complexo SbCI(Bzmiz), . CH3OH foram obtidos cristais com formato
de losango e cor laranja a partir do método (i). Para BiCl(Bzmiz).CH3OH foram
obtidos cristais com formato de losango e cor vermelha através dos métodos
(), (i) e (iii) e cristais amarelos e com formato de agulha para o complexo
BiClz(Bzmiz).2H,0 através dos métodos (i) e (ii). Para o complexo de BiCl;(Miz)
foram obtidos cristais com formato de losango e de forte cor amarela através
do método (iv) utilizando como solventes metanol/ dietil-éter.

As analises de difracdo de raios X para os complexos inéditos ainda estéo
em andamento.

6) Formacéo da estrutura dos dedos de zinco HIV-1 NCp7:
Preparou-se solugbes de ZnF 1,0x10°° mol/L através da incubacdo de 1mM

de peptideo com Zn(CH3COOQO), em razdo equimolar 1:2 por 2h com pH 6 e
temperatura de 35°C sobre atmosfera de argonio.
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e Preparo de solugdes:

1) Solucéo de Glutationa:

Foram pesados 30,7 mg de glutationa e solubilizados em 0,8 mL de agua
deionizada. Em seguida o pH foi ajustado até pH 6. O volume final da solucéo
foi completado com agua deionizada até 1mL.

2) Solucgdes de tampao fosfato:

Foram pesados 14 mg de fosfato de sédio monohidratado (1,0x10™ mol) e
em seguida solubilizados em 5 mL de agua deionizada.

O pH da solucédo deve ser ajustado com NaOH para o pH final desejado.
Neste trabalho trabalhou-se com tampdes fosfato com pH 5,5; 6,0; 6,5 e 7,0.

3) Solugdes de As(lll):

Foram preparadas solucées de As(lll) com concentracdes de 3,03x107 e
3,03x10™ mol/L utilizando agua deionizada e As,Os.

e Ensaios de Dicroismo Circular:

Foram realizados espectros de dicroismo circular para a solucéo de ZnF (i),
com adicdo de solucdo de arsénio trivalente (ii)) e com adicdo de solucdo de
EDTA (ii).

e Ensaios de Fluorescéncia:

Foram realizados ensaios de fluorescéncia onde titulou-se solugbes de ZnF
em tampdo fosfato em diversos pH com soluces de As(lll) 3,03x10° e
3,03x10™ mol/L em presenca e auséncia de glutationa 100mM.

Para cada ensaio foi acrescido quantidades de solucédo de As(lll) para se
obter razées de [As®*"] / [ZnF] iguais a 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 e 60. Os efeitos
de diluicdo dos acréscimos foram corrigidos para se adquirir tais razdes entre
arsénio e dedo de zinco.
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Resultados e Discussoes
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Os itens de | a VIl sdo referentes a diversos métodos para caracterizagdes
fisico-quimicas para os complexos sintetizados.

Os itens VIII e IX séo referentes aos ensaios para solucdo de dedos de
zinco da proteina NCp7, utilizando espectroscopia de dicroismo circular e
espectroscopia de fluorescéncia, respectivamente.

I.  Solubillidades:

Foram feitos testes de solubilidades para os complexos sintetizados em
temperatura ambiente com diversos solventes para que fossem realizados
testes de cristalizacdo mais eficazes. Os resultados estdo apresentados na
tabela 1 a sequir.

Tabela 1. Resultados para os testes de solubilidade dos complexos em 25°C.

solvente indice de F1 F4 B1A B1V B4
polaridade®
H,O 9.0 Dissocia | Insoluvel Fica Insoltvel | Insoltuvel
vermelho
insoltvel
DMSO 7.2 Solutvel Soldvel Soldvel Soldvel Soluavel
DMF 6.4 Soluvel Soluvel Solavel Solavel Soluvel
ACN 5.8 Soldvel Soldvel Soldvel Soldvel Soluvel
Etanol 5.2 Soluvel Soluvel Solavel Solavel Soluvel
Metanol 5.1 Solavel Solavel Solavel Solavel Soluvel
Acetona 51 Soludvel SoluUvel Soltvel Soldvel Soluvel
Ac. de etila 4.4 Soludvel Insoltvel | Insoldvel | Insoltvel | Insoltvel
CCly 4.1 Insoltvel | Insolavel Soldvel Soltvel | Insolavel
THF 4.0 Soludvel Insoltvel Solavel Solavel Soluvel
CH,CI, 3.1 Insoltivel | Insoltvel | Insolavel | Insolavel | InsolGvel
Eter 2.8 Insoltivel | Insoltvel | Insoltvel | Insoltavel | InsolGvel
Benzeno 2.7 Insoltvel | Insoldvel | Insoltvel | Insoldvel | InsolGvel
Tolueno 2.4 Insoltivel | Insoltvel | Insoltvel | Insoldvel | InsolGvel
Hexano 0 Insoltvel | Insoltvel | Insoltvel | Insoldvel | InsolGvel

Pode se observar uma predominancia de insolubilidade para os complexos
em solventes com indice de polaridade igual ou menor que 4.0 e soluvel em
todos os casos para solventes com o indice de polaridade acima de 5.0.
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[I. Condutimetria:

O método condutimétrico foi usado para avaliar a presenca de contra-ions
nos compostos complexos sintetizados.

Foi medida a condutividade de solu¢cdes dos complexos de Sb e Bi com os
ligantes Bzmiz e Miz colocando-os em uma célula com um par de eletrodos de
platina. As medidas foram feitas em 27,3°C e o aparelho calibrado em 25°C.

A medicao direta da condutividade € um procedimento muito sensivel para a
medicdo de concentracbes i0nicas e deve ser usada com cautela, pois
qualquer espécie com carga elétrica presente numa solucao, contribuira para a
condutancia total. Foram preparadas solugcbes dos compostos em
dimetilsulféxido em concentracdes 1,0x10° mol/L. Caso hajam contra-fons CI
em razao equimolar de 1:1 na estrutura de algum complexo sintetizado, havera
entdo percepgao de aproximadamente 100 uS na condutimetria da solugéo
referente ao composto para cada CI, e seu respectivo cation, presentes.®®

Tabela 2. Valores em S para condutimetria dos compostos analisados.

Composto Concentracao Condutimetria
(mol/L) (uS)
SbCI(Bzmiz), .CH;OH 1,0x107 20,4
SbCly(Miz) 1,0x107 32,2
BiCl(Bzmiz).CHs;OH 1,0x10® 4,64
BiCly(Bzmiz) .2H,0 1,0x10® 8,10
BiCly(Miz) 1,0x10® 6,57

Diante de tais resultados foi possivel concluir a auséncia de contra-ions CI’
e carga nos complexos sintetizados.

[ll.  Espectroscopia na regiao do ultravioleta:

Foram feitos espectros eletrbnicos na regido do ultravioleta visivel para os
ligantes Bzmiz e Miz e seus respectivos complexos utilizando-se como solvente
DMSO em temperatura ambiente. A finalidade é confirmar a complexag¢édo dos
ligantes com as espécies metalicas envolvidas. Determinou-se o comprimento
de onda maximo para as bandas apresentadas respeitando-se a Lei de
Lambert-Beer calculou-se a absortividade molar (¢) de cada espécie. Foi
utilizado para o experimento cubetas de quartzo com I=1cm.
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A tabela 3 apresentada a seguir resume os dados obtidos através dos
espectros de UV-vis, apresentados nas figuras 4 e 5.

Tabela 3. Valores obtidos no UV-vis para os ligantes e complexos analisados.

Composto Amax (NnmM) £ (10°cm™M™h | Conc.(mol/L)
Bzmiz 299 | 325 | 0,678 | 0,709 1,0x10°
F1 299 | 329 | 0,678 | 0,804 1,0x10°3
Blv 299 | 338 | 0,678 | 1,143 1,0x10°3
Bla 299 | 340 | 0,678 | 1,254 1,0x10°3
Miz 300 0,113 1,0x10°
F4 300 | 323 | 0,643 | 0,488 1,0x10°3
B4 300 | 344 | 0,655 | 1,206 1,0x10°3

Devido ao DMSO ter um maximo de absorbancia em 290 nm os valores
para os compostos abaixo de 300 nm foram desconsiderados a fim de se
descartar efeitos de absorcéo do solvente.

Podemos observar na figura 4 a seguir, a regiado UV dos espectros
eletrbnicos do ligante 2-mercapto-benzimidazol (Bzmiz), livre e coordenado, foi
determinada por duas bandas, uma banda em torno de 299 nm e uma segunda
banda em torno de 325 nm com intensidades proximas. A primeira banda para
0s complexos ndo apresentam grandes variacbes em relacdo ao Amax. A
intensidade da segunda banda para os compostos complexos € maior do que
para o ligante Bzmiz e a energia dessa banda esta em concordancia com
transicdo m — T* dos grupos benzimidazol e € atribuida a transferéncia de
carga intraligante.®"3®

O complexo BiCl,(Bzmiz), Bla, apresenta coordenacdo monodentada (C-S-
Bi) enquanto o complexo BiCl(Bzmiz), B1lv, é bidentado (através de C-N-Bi e C-
S-Bi). Note que a segunda banda apresenta-se menos intensa para o Blv do
que para Bla, de coloracdo amarela, e que Bla apresenta absorbancia maior
na regido de 380-400 nm. Embora os valores neste intervalo de comprimento
de onda sejam baixos, € significativo o suficiente para justificar a coloracao
amarela do composto Bla. ©
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Figura 4. Espectro UV-vis dos complexos SbCI(Bzmiz),, F1, BiCl(Bzmiz), Blv,
BiCly(Bzmiz) . Bla, e do ligante 2-mercapto-benzimidazol na regido de 400 a
290 nm em DMSO.

Na figura 5 mostrada a seguir, notamos que para o ligante 2-mercapto-
imidazol (Miz) livre, a regido UV do espectro eletronico foi determinada por uma
Gnica banda em 300 nm. Para todos os compostos complexos ha a aparicao
de mais uma banda, o que demonstra transicdo M — " e evidéncia a
transferéncia de carga. Neste caso ha também evidéncias de energia mais
baixa para F4 em comparacdo com o B4 visto que na segunda banda para
esses comPIexos 0 Amax da segunda banda é de 344 nm para o B4 e 323 nm
para o F4. 8739

Note que a segunda banda apresenta-se menos intensa para o F4 do que
para B4, de coloracdo amarela, e que B4 apresenta absorbancia maior na
regido de 380-400 nm. Embora os valores neste intervalo de comprimento de
onda sejam baixos, é significativo o suficiente para justificar suas coloracdes
amarela (B4) e caramelo (F4) de maneira concisa. ©
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Figura 5. Espectro UV-vis dos complexos de SbCl,(Miz), F4, e BiCly(Miz), B4,
e do ligante 2-mercapto-imidazol na regido de 400 a 290 nm em DMSO.

IV. Termogravimetria:

A termogravimetria para os complexos foram realizadas com diferentes
amostras do mesmo composto para se obter uma maior precisdao dos
resultados. No entanto, os dados obtidos através da TG ndo nos fornecem
calculos consistentes com os demais dados obtidos em outras técnicas a fim
de nos fornecer uma certeza adicional para a massa molar dos complexos.
Isso ocorre porque a perda porcentual total de massa ndo € compativel com a
massa molar estipulada, sendo a massa remanescente menor que a massa
molar dos Oxidos dos metais em questao, antimonio e bismuto.

Supbe-se que espécies de antimdnio e bismuto geradas durante a
termogravimetria estejam sendo volatilizadas no decorrer do processo, 0 que
nos fornece tal inconsisténcia.

Foi possivel determinar através das termogravimetrias e das analises
elementares, que ha para alguns casos MeOH ou H,O coordenados ou
presentes na rede cristalina dos complexos. Através da perda porcentual
referente ao primeiro patamar (quando ocorre abaixo de 200°C) foi possivel
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determinar quantas moléculas estdo envolvidas em cada caso. Na tabela 4 a
seguir resumem-se os resultados de calculos realizados para valores de perdas
de massa molar em porcentagem para o primeiro patamar e as massas
molares tedricas.

Tabela 4. Valores obtidos e calculados.

Complexo MM tedrica % de perda g/mol do
(g/mol) no 1°

1° patamar patamar
ShCI(Bzmiz),.CH3;OH 487,66 -5,937 29
BiCl(Bzmiz).CH3;OH 424,70 -7,232 31
BiCl,(Bzmiz).2H,0 465,20 -5,175 24

Concluiu-se que em SbCl(Bzmiz), e BiCI(Bzmiz) ha uma molécula de
metanol coordenada ou em rede e que BICl;(Bzmiz) € provavelmente
dihidratado, visto que a perda de 24 g/mol no 1° patamar equivale a
aproximadamente 1,5 moléculas de H,0; enquanto que SbCl,;(Miz) e BiCl,(Miz)
nao possuem nem agua ou metanol, pois ndo apresentaram o primeiro patamar
inferior a 200 °C.

Foram realizados testes de pontos de fusédo a fim de serem determinadas
faixas de fusdo para os complexos sintetizados. Porém para todos 0s casos
ocorreu decomposicdo dos compostos antes de ser observada fusdo. As
temperaturas em que se iniciou a decomposicdo dos complexos sdo 200°C
para o SbCl(Bzmiz),, 190°C para SbCl,(Miz), 185 °C para BiCl(Bzmiz), 180 °C
para BiCly(Bzmiz) e 180 °C para BiCl,(Miz). Tais valores sdo consistentes com
0s patamares de perdas observados na termogravimetria dos complexos.
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Figura 6. Analise termogravimétrica do complexo SbCI(Bzmiz), . CH3;OH
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Figura 7. Analise termogravimétrica do complexo SbCly(Miz).
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Figura 8. Andlise termogravimétrica do complexo BiCl,(Bzmiz) . 2H,0.
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Figura 9. Analise termogravimétrica do complexo BiCl(Bzmiz) . CH3OH.
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Figura 10. Analise termogravimétrica do complexo BiCly(Miz).
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V. Ressonancia Magnética Nuclear:

As atribuicdes dos sinais para espectros de hidrogénio e de carbono dos
complexos foram feitas em comparacdo com os deslocamentos quimicos e as
formas dos sinais nos espectros de hidrogénio e carbono para os ligantes
(experimental e da literatura).

a) Interpretacao dos espectros de RMN de hidrogénio para o ligante Bzmiz e os
complexos SbCl(Bzmiz),.CH3OH, BiCl(Bzmiz).CH3;OH e BiCl,(Bzmiz). 2H,0:

A figura 11 a seguir nos da representacdes dos compostos com 0s
hidrogénios destacados para discernirmos os protons homotopicos e auxiliar
nas atribuicdes resumidas tabela 5 dos espectros de RMN de hidrogénio.
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Figura 11. Estruturas com hidrogénios destacados para o ligante Bzmiz, e 0s
complexos SbCI(Bzmiz),.CH3OH, (F1), BiCl(Bzmiz).CH3OH, (Blv) e
BiCly(Bzmiz).2H,O , (Bla).
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De acordo com a literatura, as atribuicbes dos sinais para o espectro de
hidrogénio do ligante Bzmiz demonstra um singleto para o grupo —SH com o
valor de deslocamento quimico em torno de 2,95 ppm.©®® A auséncia
caracteristica deste proton nos espectros dos complexos formados
corresponde a desprotonacgdo do grupo, visto que hé a coordenacgéo do enxofre
com as espécies metalicas Sb(lll) e Bi(lll).

O multipleto que aparece na regiao de deslocamento quimico em torno de
7,15 a 7,69 ppm é atribuido aos prétons aromaticos do benzimidazol e os
espectros de hidrogénio dos complexos apresentam padrdo similar, sem
grandes alteracdes.Trata-se de um multipleto classificado como simples de
primeira ordem, ou seja, com numeros de sinais dados por protons vizinhos
acoplados com a mesma constante de acoplamento ou muito proxima (no caso
J = 7.1 Hz para todos os casos). Além de espectros realizados em solucédo de
d6-DMSO foram feitos espectros em d6-acetona, a fim de se estudar possiveis
causas para a pouca variacao no que diz respeito aos deslocamentos quimicos
do multipleto dos complexos em relacdo ao ligante livre, porém a pequena
variacao foi mantida para os espectros de RMN de hidrogénio.

O grupo —NH apresenta-se no espectro de hidrogénio como um singleto
com deslocamento quimico em torno de 12,00 a 14,00 ppm. Torna-se muito
importante nos complexos formados, pois caso haja coordenacgao entre o metal
e 0 nitrogénio deste grupo a desprotonacédo ira causar auséncia deste sinal no
espectro.®

Tabela 5. Dados experimentais e teéricos de RMN de hidrogénio em d6-DMSO
para Bzmiz, F1, Blv e Bla.

Composto | Atribuicdes 3 ppm 3 ppm
experimental literatura
Bzmiz H(a) - SH 2,509 2,950
H(b) - NH 12,498 12,550
H(c), H(d) | 7,341 a6,931 | 7,150 a 7,690
aromaticos
F1 H(a) - SH

H(b) - NH 12,464
H(c), H(d) | 7,871 a 7,090
aromaticos
Blv H(a) - SH
H(b) - NH 12,500
H(c), H(d) | 7,162 a 7,103
aromaticos
Bla H(a) - SH
H(b) - NH 12,543
H(c), H(d) | 7,155 a 7,143
aromaticos
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Nota-se que o singleto referente ao préton do grupo N-H para o complexo
F1 é largo enquanto que nos demais complexos temos um singleto agudo.
Segundo a literatura® é caracteristico deste préton sofrer troca réapida,
intermediaria ou lenta. No caso de troca rapida, os hidrogénios sao
desacoplados do atomo de nitrogénio e dos hidrogénios do carbono adjacente
e o sinal aparece como um singleto agudo, como pbde ser observado para B1lv
e Bla. Quando a velocidade de troca € lenta, como no caso de F1, por causa
da relaxacdo moderada e eficiente induzida pelo momento de quadrupolo
elétrico do nudcleo de nitrogénio o préton ira entdo sofrer efeito dos trés estados
de spin do ntcleo do nitrogénio produzindo um singleto largo.®?

Podemos notar que para o espectro de hidrogénio do complexo Blv h4a a
presenca do proton do grupo N-H, embora se espere que esse complexo seja
um guelato através de S-C-N, ou seja, esperava-se que o sinal referente a esse
singleto estivesse ausente no espectro. Suspeita-se que em solugdo o
complexo Blv sofra modificacbes de forma que BIiCl,(Bzmiz) e BiCl(Bzmiz)
sejam uma Unica espécie em solucdo, pois como podemos observar 0s
espectros adquiridos para Bla e B1lv sdo semelhantes.

A seguir os espectros de RMN de hidrogénio para 0s compostos.
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Figura 12. Espectro de RMN de hidrogénio em d6-DMSO para o ligante 2-
mercapto-benzimidazol, Bzmiz.
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Figura 14. Espectro de RMN de hidrogénio em d6-DMSO para BiCl(Bzmiz).
CH3OH, (B1v).

29



P W1
—_— e + 748

12511
79
GG
61
84
43
3z
20

/ BI

o _
g

o
&

15.0 125 10.0 75 50 25 0.0 -2.5
ppm (t1)

Figura 15. Espectro de RMN de hidrogénio em d6-DMSO para BiCly(Bzmiz).
2H,0, (Bla).

b) Interpretacdo dos espectros de RMN de carbono para o ligante Bzmiz e os
complexos SbCl(Bzmiz),.CH3;OH, (F1), BiCI(Bzmiz).CH3;OH, (Blv) e
BiCly(Bzmiz).2H,0 , (Bla) :

A figura 16 a seguir nos apresenta as estruturas quimicas para os referidos
compostos contendo ndmeros nos carbonos a fim de auxiliar na visualizacéo
das atribuicdes dos deslocamentos quimicos e encontrar 0s respectivos valores
na tabela 6.

O espectro de carbono para o ligante Bzmiz de acordo com a literatura tem o
carbono do imidazol (C1) com deslocamento quimico em torno de 168 ppm.“%
Esse carbono encontra-se desblindado em virtude dos nitrogénios vizinhos em
ambos os lados. A presenca dos nitrogénios do anel imidazol também déo ao
ligante caracteristica desativante, ou seja, orientacdo meta para o0 anel
aromatico e como consequéncia os carbonos 3 e 6 no ligante sdo os mais
blindados, seguidos dos carbonos 4 e 5 e por fim os carbonos 2 e 7 como 0s
mais desblindados.

Os complexos sintetizados apresentam espectros de carbono similares ao

ligante e seguem 0 mesmo raciocinio para atribuicbes dos deslocamentos
quimicos resumidos na tabela 6 a seguir.
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Figura 16. Estruturas representativas com carbonos numerados para Bzmiz,

F1, Blv e Bla.

Tabela 6. Dados experimentais e tedricos de espectros de carbono para o
ligante Bzmiz e e os complexos F1, B1lv e Bla em d6-DMSO e d6-acetona.

Composto | Atribuigcdes 3 ppm 3 ppm 3 ppm
experimental | experimental literatura
em d6-DMSO | em d6-acetona

Bzmiz C1 imidazol 168,105 170,783 168,000
C3eC6 109,470 110,307
C4eC5h 122,307 123,391
C2eC7 132,227 133,430

F1 C1 imidazol 168,075 169,561
C3eC6 109,590 110,509
C4eC5h 122,394 123,538
C2eC7 132,312 133,228

Blv C1 imidazol 168,097 165,881
C3ecC6 109,488 111,276
C4eCh 122,326 124,279
C2eC7 132,246 133,053

Bla C1 imidazol 168,018 166,777
C3ecC6 109,493 111,128
C4eCh 122,338 124,143
C2eC7 132,217 133,151
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Os espectros de carbono e DEPT foram utilizados para confirmacéo da
atribuicdo do sinal dos atomos de carbono. Uma vez que atomos de carbono
nao hidrogenados ndo apresentam sinal neste tipo de espectro (DEPT), pode
ser observado o desaparecimento do sinal referente a C1 e o sinal referente
aos carbonos 2 e 7 para todos os compostos. Permanecendo apenas 0s sinais
referentes aos carbonos aromaticos, C3 e C6 em torno de 109 ppm e C4 e C5
em torno de 122 ppm.

N&o houve variagbes significativas para os valores de deslocamento
quimico dos complexos em relacao ao ligante livre Bzmiz em d6-DMSO; porém
0s resultados se mostraram expressivos o suficiente para observarmos uma
leve blindagem no carbono C1 e nos homotopicos C2 e C7 para todos 0s
complexos em d6-acetona. Tal efeito € resultante da diminuicdo do efeito
indutivo negativo causado pelos nitrogénios vizinhos a esses carbonos, uma
vez que um dos nitrogénios esta coordenado ao metal causando diminui¢do da
eletronegatividade exercida sobre o C1, C2 e C7.

Nos demais carbonos, C3 e C6, C4 e C5, observou-se leve desblindagem
em relacdo ao ligante livre.

A seguir 0s espectros de carbono para 0s compostos.

168.104
132.227
122.307
109.470
39.805
39.686
39478
39.269
39.060

175 150 125 100 75 50 25
ppm (1)

Figura 17. Espectro de RMN de carbono em d6-DMSO para ligante 2-
mercapto-imidazol, Bzmiz.
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Figura 19. Espectro de RMN de carbono em d6-DMSO para BIiCl(Bzmiz).
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Figura 21. Espectro de RMN de carbono em d6-acetona para o ligante 2-
mercapto-benzimidazol, Bzmiz.
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Figura 23. Espectro de RMN de carbono em d6-acetona para o BiCl(Bzmiz).
CH3OH,(B1v).
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Figura 24. Espectro de RMN de carbono em d6-acetona para o BiCly(Bzmiz).
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A seguir os espectros de DEPT 135 para os complexos sintetizados.
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Figura 25. Espectro de DEPT 135 em d6-DMSO para o ligante 2-mercapto-
benzimidazol, Bzmiz.
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Figura 26. Espectro de DEPT 135 em d6-DMSO para SbCl(Bzmiz),.CH3;0H,
(F1).
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Figura 27. Espectro de DEPT 135 em d6-DMSO para BiCl(Bzmiz),.CH3;OH,
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Figura 28. Espectro de DEPT 135 em d6-DMSO para o BiCly(Bzmiz).H,0,
(Bla).

c) Interpretacdo dos espectros de RMN de hidrogénio para o ligante Miz e os
complexos SbCl,(Miz) e BiCly(Miz):

As atribuicbes para os prétons dos compostos complexos foram feitas em
comparacdo com o espectro de hidrogénio do ligante. Consideraram-se
mudancas nos valores de deslocamentos quimicos apenas entre 0s protons
ligados aos atomos participantes da complexacdo com os metais; hdo havendo
alteracdes significativas nos demais prétons da parte organica do composto.
N&o foram encontrados valores na literatura para os deslocamentos quimicos
do ligante, apenas para os prétons vinilicos, portanto considerou-se uma
comparacao somente entre 0s espectros experimentais.

Os hidrogénios representados na figura 29 a seguir e tabela 7 abaixo
apresentam legendas H(a), H(b) e H(c) para que possam ser discernidos e
identificados os protons homotopicos e auxiliar na visualizacao.

De maneira diferente dos complexos obtidos para o ligante Bzmiz pode-se
observar nos espectros de hidrogénio em d6-DMSO para SbClx(Miz) e
BiCly(Miz) a auséncia do préton do grupo N-H, e a presenca do proton do grupo
S-H, ou seja, ha forte evidéncia de que a coordenacéo do 2-mercapto-imidazol
com as espécies metdlicas Sb(lll) e Bi(lll) se deu através do nitrogénio e ndo
do enxofre como pode ser observado a seguir.
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Figura 29. Estruturas representativas com hidrogénios destacados para Miz,
ShCly(Miz), (F4) e BiCly(Miz), (B4).

Tabela 7. Dados experimentais e tedricos de RMN de hidrogénio para Miz, F4 e
B4 em d6-DMSO e d6-acetona.

Composto | Atribuicdes 3 ppm 3 ppm 3 ppm
experimental | experimental literatura
em d6-DMSO | em d6-acetona

Miz H(c) - NH 11,890 11,308

H(b) vinilico 6,814 6,903 6,94%
H(a) -SH 2,511 3,011
F4 H(a) - NH 12,234
H(b) vinilico 7,124 7,345
H(c) -SH 2,508 2,897
B4 H(a) - NH
H(b) vinilico 6,848 7,241
H(c) -SH 2,468 2,834

Pode-se observar para os complexos em d6-DMSO que ha a auséncia do
singleto em 11,890 ppm do ligante livre, atribuido ao préton para o grupo —NH.
Isso indica que a coordenacdo entre as espécies metalicas Sb(lll) e Bi(lll)
ocorre através do nitrogénio e ndo do enxofre (oposto ao que ocorre nos
complexos com Bzmiz), pois ha a presenca do singleto atribuido ao grupo —SH
em ambos os casos. Porém o espectro de hidrogénio em d6-acetona para o
ligante Miz indica que o grupo —SH possui integracéo de apenas 0,48; o que
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demonstra indicios de que a espécie -NH-C(=S)-NH- é mais estavel nessa
solucéo do que a outra forma tautomérica.

Para o espectro de hidrogénio do complexo SbCl,(Miz) em d6-acetona
observou-se, de maneira diferente do RMN de hidrogénio em d6-DMSO, a
presenca de singleto atribuido ao proton do grupo —NH. Além disso, ha também
no espectro hidrogénio em d6-acetona singleto atribuido ao grupo —SH. Ambos
0s grupos, -NH e —SH, apresentam integracdo proporcional 1:1. Isso demonstra
evidéncia de que ha no complexo SbCI>(Miz) uma troca protdnica ocorrendo
entre S e N em solucdo de d6-acetona. Os deslocamentos quimicos para tais
grupos sdo bem caracteristicos e equidistantes, de forma que se estivéssemos
falando de uma troca protdnica rapida teriamos um Unico singleto com
deslocamento quimico de valor intermediério ao intervalo que os distancia.
Porém podemos observar nitidamente no espectro dois singletos agudos e
especificos, um em 12,234 ppm (atribuido a —NH) e outro em 2,897 ppm
(atribuido a —SH), o que sugere uma troca protonica lenta o suficiente para que
ambas as espécies sejam detectadas no espectro e em proporg¢des iguais.

Sugere-se que tal efeito ocorra em acetona e ndo em DMSO em virtude da
capacidade do solvente DMSO de se coordenar aos metais. Logo, o DMSO se
coordena com o Sb através de seus orbitais disponiveis, em posicdes axiais,
formando um composto de geometria trigonal piramidal e se posicionando entre
o atomo N e S, impedindo assim que a troca protonica entre esses atomos
ocorra.

Para o BiCly(Miz), ndo ha sinal atribuido ao préton do grupo —NH nem em
d6-DMSO ou d6-acetona. Sugere-se que ha uma maior proximidade entre Sb e
S, devido a polarizabilidade do enxofre e por ser o Sb um semi-metal de
fronteira macio-duro. Tal interacdo entre Sb e S aproxima mais N e S
favorecendo a troca protonica entre eles. O mesmo nao ocorre com o bismuto,
por ser mais denso eletronicamente e estar ligado ao nitrogénio, o carater da
ligacdo Bi-N é mais duro que Sb-N, o que torna a interacdo entre Bi e S menor,
nao aproximando assim N e S o suficiente para que ocorra a troca protdnica

entre eles.

Em ambos os casos, tanto para SbCl,(Miz) quanto BiCly(Miz), observou-se
desblindagem dos prétons vinilicos em relagéo ao ligante livre nos espectros de
hidrogénio em d6-acetona.

A seguir os espectros de RMN de hidrogénio para os compostos.
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Figura 30. Espectro de hidrogénio em d6-DMSO para o ligante 2-
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Figura 31. Espectro de hidrogénio em d6-DMSO para o complexo SbCl,(Miz),
(F4).
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Figura 32. Espectro de hidrogénio em d6-DMSO para o complexo BiCly(Miz),
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Figura 33. Espectro de hidrogénio em d6-acetona para 2-mercapto-imidazol,
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Figura 34. Espectro de hidrogénio em d6-acetona para o complexo SbCl,(Miz),

(F4).
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Figura 35. Espectro de hidrogénio em d6-acetona para BiCl,(Miz), (B4).
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d) Interpretacdo dos espectros de RMN de carbono para o ligante Miz e os
complexos SbCly(Miz) e Bi Cly(Miz):

A figura 36 a seguir nos apresenta representacbes para as estruturas
guimicas para os referentes compostos contendo nimeros nos carbonos a fim
de auxiliar na visualizacdo das atribuicdes dos deslocamentos quimicos e
encontrar os respectivos valores na tabela 8.

N—% N
H SH H 'S (i
3—2 T—
Cl N/ \N /3_2\
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Bi
| l |
Cl HS (F4) Cl HS (B4)

Figura 36. Estruturas com carbonos numerados para Miz, F4 e B4.

N&o foram encontrados valores de deslocamento quimico na literatura,
considerou-se uma comparagado somente entre 0s espectros experimentais.

Tabela 8. Dados experimentais de RMN de carbono em d6-DMSO para Miz, F4
e B4.

Composto Atribuicdes 3 ppm
experimental
Miz C1 (imidazol) 160,534
C2 e C3 (vinilicos) 115,481
F4 C1 (imidazol) 152,593
C2 e C3 (vinilicos) 118,501
B4 C1 (imidazol) 158,172
C2 e C3 (vinilicos) 116,181

Notou-se uma leve desblindagem para os carbonos vinilicos dos complexos
em relacao aos valores obtidos para tais carbonos no ligante, sendo maior para
o complexo SbCl;(Miz) do que para o BiCly(Miz). Percebe-se também que o
deslocamento quimico para o C1 € menor para os complexos do que para o
ligante, ou seja, ele esta mais blindado nos complexos. A blindagem que ocorre
neste carbono € proveniente da diminuigdo do efeito indutivo negativo causado
pelos nitrogénios, pois quando ocorre a complexacao com Sb(lll) ou Bi(lll) com
um dos nitrogénios ha diminui¢do da eletronegatividade exercida sobre o C1.

44



Observou-se nos espectros de DEPT o desaparecimento do pico referente a
C1 permanecendo apenas o pico dos carbonos vinilicos, C2 e C3.
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Figura 37. Espectro de carbono em d6-DMSO para o ligante 2-mercapto-
imidazol, Miz.
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Figura 38. Espectro de carbono em d6-DMSO para o complexo SbCly(Miz),
(F4).

45



wwwww
mmmmm
@ Mmoo
mmmmm

158172
116,181

158.50  158.00
ppm (t1)

o]

150 125 100 75 50 25 0
ppm (t1)

Figura 39. Espectro de carbono em d6-DMSO para o complexo BiCly(Miz), (B4)

A seguir os espectros de DEPT 135 para os complexos sintetizados.
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Figura 40. Espectro de DEPT 135 em d6-DMSO para o ligante 2-mercapto-
imidazol, Miz.
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Figura 41. Espectro de DEPT 135 em d6-DMSO para o complexo SbCly(Miz),
(F4).
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Figura 42. Espectro de DEPT 135 em d6-DMSO para BiCly(Miz), (B4).
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VI. Anélise Elementar:

A analise elementar visa quantificar o porcentual que cada elemento possui
na composicdo do composto respectivo em funcdo da massa molar total.
Foram feitos CHN de todos os complexos obtidos, utilizando-se amostras
cristalinas, sendo que para cada amostra realizou-se a analise em duplicata.

Tabela 9. Valores porcentuais de C, H e N, respectivamente, para 0S
complexos sintetizados. Em parénteses o valor teorico calculado.

Composto % de C % de H %de N

SbCI(Bzmiz), .CH3;OH 38,16 | (37,0) | 2,54 |(2,87)| 12,33 | (11,64)
38,19 2,61 12,33

SbCl,(Miz) 10,80 | (12,34) | 1,19 | (1,03) | 8,04 | (9,06)
11,17 1,27 8,47

BiCl(Bzmiz).CH3;OH 23,19 | (22,6) | 1,52 |(1,88) | 7,25 | (6,60)
23,34 1,60 7,36

BiCly(Bzmiz) .2H,0 17,70 | (18,06) | 1,72 | (1,93) | 5,77 | (6,02)
17,24 1,67 5,54

BiCl,(Miz) 9,58 |(10,26) | 1,01 |(0,85)| 7,05 | (7,98)
10,08 0,98 7,06

Baseando-se nos dados obtidos pela analise elementar e condizentes com
a condutimetria, espectroscopia na regidao do UV-vis e IV, termogravimetria
além dos dados obtidos por RMN, p6de-se propor as seguintes representacdes
apresentadas a seguir na figura 43 para cada composto:
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Figura 43. Representacdes moleculares propostas para 0S compostos
SbCI(Bzmiz), .CH30H, BiCl,(Bzmiz) . 2H,0, BiCl(Bzmiz).CH30H, SbCl,(Miz) e
BiCl>(Miz) respectivamente.

Uma outra possibilidade para o Blv, seria a formacdo de dimeros onde
cada Bi(lll) estaria ligado ao N de uma molécula do ligante e o S de outra. Essa
estrutura sé sera esclarecida apos os resultados da difracdo de raios x.

VII.  Espectroscopia na regido do infravermelho:

Os ligantes 2-mercapto-benzimidazol e 2-mercapto-imidazol tém como
caracteristica, além do grupo —SH, o fato de serem heterociclos aromaticos e
possuirem tauromerismo proténico, como mostra a figura 44 a seguir. O
espectro de IV para os ligantes apresentam bandas caracteristicas de v (S-H)
em torno de 2300 a 2800 cm™ e v (C=S) em 1259 cm™ para Bzmiz e 1270 cm™
para Miz, indicando possivel troca protbnica rapida o suficiente para que sejam
detectadas no estado sélido em ambas as formas tautoméricas. ©° *°

O espectro na regiao do infravermelho para o ligante Bzmiz tem bandas
caracteristicas intensas e agudas na regido de 3100 cm™ atribuidas as
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vibragdes de v (N-H). HA também duas bandas médias em 1514 cm™ e 1358
cm™ atribuidas aos estiramentos para v (C=N) e v (C-N) respectivamente. “13®

H

°N N
VSH =—= >=s

N N

H H

Figura 44. Tautomerismo para os ligantes Bzmiz e Miz respectivamente.

De acordo com a literatura, as bandas referentes as vibracbes de
deformacéo axial para a ligagdo C-S ocorrem entre 700 cm™ e 600 cm™, porém

devido a baixa intensidade e grande variagdo de posi¢do h&a pouco valor na
determinacéo das estruturas. ¢

A tabela 10 a seguir apresenta os estiramentos atribuidos para diversas
bandas nos ligantes utilizados e complexos sintetizados.

Tabela 10. Atribuicdes de bandas de absorcéao de IV de maior importancia para
os ligantes e complexos.

Estiramentos | Bzmiz Miz F1 F4 Blv Bla B4
(cm™)
v (N-H) 3154, 3130 3152, 3186
3117, 3067
3056
v (S-H) 2332, 2345, | 2332, | 2333, | 2332, | 2332, | 2332,
2366 2370 2365 2367 2366 2346 2370
v (C=N) 1514, 1586, | 1502, 1578, 1534, 1508, | 1580,
1467 1560, 1493 1561, 1499, 1450 1560,
1477 1543 1451 1542
v (C-N) 1358, 1226 1349 1364, 1349 1353 1342
1340
v (C=S) 1260 1267 1250
v (C-S) 744, 738, 753, 764, 744 742 776,
713 779 741 753 752
v (M-CI) 433 474, 434 435 468,
459 460
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Nas figuras 45 a 51 a seguir estdo ilustrados os espectros na regiao do
infravermelho em pastilhas de KBr para as espécies mencionadas.

Comparando-se 0s espectros na regiao do IV de ambos os ligantes em suas
formas livres com as complexadas, h& suaves diferencas, porém especificas o
suficiente para serem discernidas dos ligantes livres. Além disso, ha interesse
na regido de baixa frequéncia em torno de 450 cm™ a 490 cm™ referente a
bandas de estiramento Sb-Cl e Bi-Cl indicando a participacdo de ions cloreto
como ligantes nos compostos complexos formados. ©?

O complexo F1 apresenta em seu espectro IV banda de estiramento
atribuida no ligante & v (S-H) em torno de 2332 cm™ e uma outra banda em
1250 cm™ atribuida a v (C=S) indicando presenca de ambas as formas
tautoméricas no composto. A complexacdo com a espécie metalica é
monodentada, através do enxofre, como podemos observar através de
diminuicdo no numero de onda para as bandas referentes a v (S-H) e v (C=S)
no complexo em relagdo ao ligante livre, indicando enfraquecimento das
ligacdes em virtude da ligagdo S-M. €942

Para os complexos Blv e Bla n&do é evidenciado a banda em 1259 cm™
presente no ligante livre e atribuida a v (C=S), o que indica que para esses
complexos a forma —NH-C(=S)-NH- ndo € a mais estavel, sendo que pode-se
observar para ambos banda em torno de 2332 cm™ referente a v (S-H)
indicando que a forma tautomérica —NH-C(SH)=N é a mais estavel tanto para
B1v quanto Bla. %49

Pode-se notar que no estado sélido, F1, B1lv e Bla apresentam a banda
referente a v (S-H), enquanto que em solucdes, como foi visto anteriormente na
ressonancia magnética nuclear, tais complexos apresentam desprotonacao do
grupo —SH. Ambos os métodos espectrométricos apresentam evidéncias da
coordenacao através das espécies metalicas pelo enxofre, onde no IV temos
enfraquecimento da banda v (C=S) causado pela formacao da ligacdo S-M e
nos espectros de RMN de hidrogénio a auséncia do singleto do grupo —SH
indicando a desprotonacéao causada pela coordenacgéo entre S-M.

Para o composto BiCl(Bzmiz) concluiu-se a estrutura de um composto
quelato. A fim de visualizarmos qual nitrogénio participa da coordenag¢do com o
bismuto formando o quelato em questdo, observemos a figura 44, que
demonstra o tautomerismo para o ligante 2-mercapto-benzimidazol. Na
estrutura | temos um nitrogénio protonado (1) e outro nitrogénio (2) formando
dupla ligacdo com o carbono.

A regido de 3100 a 3500 cm™ é atribuida a estiramentos v (N-H), os quais
segundo a literatura®? desaparecem quando ha coordenacdo entre espécie
metélica e o nitrogénio desprotonado, ou seja, a formagéo do quelato ocorreria
através do enxofre e o nitrogénio (1) sem apari¢cdes de bandas neste intervalo.
No entanto, para BiCl(Bzmiz) essa regido também ¢é atribuida a regido de
estiramento para v (C-H), os quais também estdo presentes devido ao anel
aromatico em sua estrutura, o que justifica a presenca dessas bandas no
espectro. %
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Além disso, h4d bandas muito fortes presentes tanto para o ligante (1514 e
1567 cm™) quanto para o complexo (1534, 1499 e 1451 cm™) sendo atribuidas
ao estiramento v (C=N) indicando que a coordenac¢do com o bismuto ndo se da
através deste nitrogénio; caso contrario o espectro ndo apresentaria bandas
fortes neste intervalo de comprimento de onda. 84042

Outras mudancas importantes sao observadas no perfil dos espectros IV
para BiCl(Bzmiz) e BiCl,(Bzmiz). Notou-se que para o complexo BiCly(Bzmiz),
Bla, h4 um acréscimo de bandas na regido em torno de 3100 cm™, o que
evidencia além de v (C-H) a presenca de um grupo NH nesse complexo e sua
auséncia no quelato BiCl(Bzmiz), Blv. %41

Para os complexos SbCly(Miz) e BiCly(Miz) ha diminuicdo de bandas
atribuidas a v (N-H), o que condiz com os espectros de RMN de hidrogénio,
pois eles indicam a coordenacdo das espécies metélicas através do nitrogénio
anteriormente protonado. Outra evidéncia de coordenacao através do N e nao
do S se d& ao fato de ndo haver variacdes significativas para a banda em 1120
cm™ no ligante livre, onde para F4 temos 1118 cm™ e em B4 temos 1122 cm™.
Coordenactes através do metal e o enxofre causariam enfraquecimento da
banda presente nessa regido, referente a v (C=S). “#?

De acordo com demais dados de andlise elementar, RMN, CHN e TG, foi
possivel propor as estruturas dos compostos sintetizados. Dados
cristalograficos ainda estdo sendo tratados tendo-se concluido com éxito a
cristalizacdo dos compostos inéditos F1, Bla, Blv, F4 e B4 e a difracdo de
raios X dos mesmos.
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Figura 45. Espectro de IV para o ligante 2-mercapto-benzimidazol, (Bzmiz).
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Figura 46. Espectro de IV para o ligante 2-mercapto-imidazol, (Miz).

Figura 47. Espectro de IV para o complexo SbCI(Bzmiz), . CH3OH, (F1).
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VIIl.  Espectroscopia de Dicroismo Circular:

A espectroscopia de dicroismo circular (DC) é aplicada a moléculas quirais.
Essa técnica pode ser aplicada para distinguir enantidmeros e para analisar
conformacdes de macromoleculas. ¥

Proteinas menores podem sofrer empacotamentos e variagdes
conformacionais rapidamente, portanto, complexos constituidos de proteinas
dedo de zinco tém sido estudados com éxito através da espectroscopia de DC,
a qual pode ser usada para monitorar possiveis mudancas conformacionais. ¥

A figura 52 a seguir apresenta os espectros de dicroismo circular para o Zn-
peptideo, As-peptideo e Zn-peptideo em presenca de EDTA em tampao fosfato
pH 6,0.

---- As-Peptideo -m- Zn-Peptideo ><- Zn-Peptideo + EDTA

10

235 255 215

—
O
oSO

(deg.cm’.dmol™)

nm
Figura 52. Espectro de DC para Zn-Peptideo 1,0 x10™ mol/L; As-Peptideo
1,0 x10° mol/L e ZnF com adig&o de [EDTA] 1,0x10" mol/L.

O espectro DC para o ZnF apresenta conformagéo helicoidal destra, ou
seja, quiralidade positiva. Uma conformacdo helicoidal é gerada pela
complexacdo do zinco com os residuos de cisteinas e histidina presentes na
sequéncia peptidica e é responsavel pelo perfil do seu espectro de DC, ou seja,
€ uma caracteristica intrinseca. Podemos ver que para o As-peptideo, embora
haja coordenacédo entre o As(lll) e a sequéncia protéica no mesmo sitio de
coordenacdo em que se encontrava coordenado o Zn(ll), a conformacdo é

totalmente alterada da obtida para Zn-peptideo.
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De acordo com Cline, J.D. et al, regides helicoidais de proteinas que contém
residuos cisteina, sdo suscetiveis a desestabilizacdo da estrutura através da
ligacdo com As(Il).“** 1sso ocorre porque tanto As(lll) quanto Zn(ll) podem se
ligar aos grupos tidis das cisteinas. Ao usarmos As(lll), promovemos a troca
entre esses metais com a consequente modificagdo da conformacdo e
inativacdo da proteina.

A formacdo de pontes dissulfidicas intramoleculares entre os residuos
cisteina presentes nas proteinas também causam mudancas estruturais. Ao
adicionarmos EDTA a uma solucédo de ZnF temos a ejecao do zinco. Logo, a
sequéncia protéica sofrera oxidacdo com formacao de ponte —S-S— entre as
cisteinas, fator que é irreversivel.

IX. Espectroscopia de Fluorescéncia:

A fluorescéncia € uma caracteristica intrinseca e depende da estrutura
molecular do composto em questéo. Isso significa que se causando alteracdes
estruturais na molécula, alteramos também suas caracteristicas fisico-
guimicas, consequentemente, mudancas na fluorescéncia.

No caso de proteinas dedos de zinco, particularmente a do tipo NCp7 do
HIV-1, a fluorescéncia adquirida € proveniente do arranjo espacial gerado pela
coordenacdo do Zn(ll) aos dominios CCHC (na proteina NCp7 ha dois
dominios CCHC), especificamente da posicdo do residuo triptofano presente
na sequéncia peptidica (Trp (w) vizinho ao residuo Cys (C)) como demonstrado
na figura 53 a sequir.

|
I
GK E G I GK E G :
c. /H; ' c. Mg,
N “"7n A : K //'Zn ’\KAI
F R w !
c/ \c N Te \c D1
NH,-MQRGNFRNQRKNV K R APRKK® T ERQANFLGKIWPSYKGRPGNFL-COOH

Figura 53. Sequéncia inteira da proteina nucleocapsidica HIV-1 (NCp7), com o
triptofano destacado em negrito.

Utilizamos a espectroscopia de fluorescéncia para estudarmos a interacao
entre o dedo de zinco e As(lll) bem como sua habilidade de ejecdo do zinco. O
arsénio quando adicionado a solucdo de ZnF compete com o zinco ejetando-o
e se ligando ao peptideo. O novo complexo formado entre o peptideo e a
espécie As(lll) adquire nova conformacdo que ndo € fluorescente. Logo a
substituicdo do zinco pelo arsénio pode ser acompanhada através do
apagamento da fluorescéncia. ¢4444%
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Foram feitos também ensaios em presenca de glutationa (GSH), a fim de
estudar a interacdo com o ZnF e o As(lll) e como sua presenca auxilia ou néo
na ejecéo do zinco.

Como pode ser observado na figura 54 a seguir, h4 distincdo de efeitos
gerados pela quantidade de glutationa empregada na titulacdo de ZnF. O uso
de GSH em maior concentracéo (1,94x10°° mol/L) originou fluorescéncia inicial
maior do que no caso em que foi usado GSH em menor concentracao
(1,98x10™ mol/L). A glutationa interage com o ZnF causando esse aumento da
fluorescéncia. Além disso, a razdo de diminuicdo da fluorescéncia, ou seja, a
eficiéncia de ejecdo do zinco pelo As(lll) foi maior quando adicionou-se
[GSH]=1,94x10" mol/L, o que demonstra que a presenca de glutationa no meio
facilita a incorporagéao do As(lll).

== 10°GSH =l= 10*GSH

Fluorescéncia

[As(11)]1/[ZnF]

Figura 54. Fluorescéncia da titulacdo de uma solucédo de ZnF com As (lIl) em
tampao fosfato pH 6,0; [ZnF] 1,0x10™ mol/L; A exe= 280 nm ; A em= 360 nm .

A estabilidade do complexo de ZnF depende fortemente do pH, diminuindo
com o aumento da acidez, o que causa importantes variacbes na
fluorescéncia.®**® Baseado em tal afirmativa foram realizados ensaios em
diferentes valores de pH, como demonstrado na figura 55 a seguir.
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Figura 55. Fluorescéncia da titulacdo de uma solucdo de ZnF com As (lll) em
diferentes valores de pH; de tampdo fosfato; [ZnF] 1,0x10° mol/L; [GSH]
1,94x10°° mol/L; A exc= 280 nm ; A ¢m= 360 nm.

Podemos observar que a fluorescéncia inicial da solucdo de ZnF variou de
acordo com o pH da solucéo na seguinte ordem: pH 6 > pH 5,5 > pH 6,5 > pH
7,0. No valor de pH 6 observa-se um maior valor de fluorescéncia inicial e
maior propor¢ao na ejecéo do Zn(ll) por As(lll).

Nos estudos realizados por Demicheli et al, ainda néo publicados, foi
realizada a titulacdo de solucdo de ZnF com solucdo de complexo As(GSH); e
de acordo com dados de fluorescéncia e espectrometria massas pode-se
considerar que a incorporacdo do As(lll) é facilitada pela presenca da GSH
provavelmente através da formacao de espécie ternaria intermediaria.“*

O atual trabalho d& continuidade aos estudos ja iniciados, a fim de se
esclarecer alguns pontos com relacdo as espécies que favorecem a ejecédo do
Zn(ll) pelo As(lll). Porém novos experimentos serdo necessarios a fim de
complementar os estudos. Estudos cinéticos seréo necessarios, especialmente
com espectroscopia de fluorescéncia e UV-Vis para a finalizagcdo do nosso
trabalho.

Ao contrario do ensaio de Demicheli et al, onde foi adicionado As(GSH)3, 0s
ensaios realizados e apresentados neste trabalho foram feitos com a prévia
adicdo de glutationa a solucdo de ZnF e posterior titulacdo com solucdo de
As(lll). Para ambos os estudos, tanto na adicdo prévia de GSH ao ZnF (método
i) quanto sua adicdo na forma de complexo As(GSH); (método ii), torna-se
muito mais eficiente a cinética da reacdo de troca de Zn por As.

De acordo com os dados mostrados nos graficos acima (figuras 54 e 55) e

ja discutidos, a adicédo prévia de GSH ao ZnF demonstra haver uma interacéo
entre as espécies, pois o ZnF possui uma fluorescéncia inicial maior do que em
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sua auséncia, o que nos leva a sugerir a formagcdo de uma espécie ternaria,
Zn-GSH-Peptideo.

Bombarda et al, propuseram um mecanismo de coordenacdo da espécie
Zn(ll) com os residuos CCHC para a proteina nucleocapsidica 7. Segundo seu
estudo, a coordenacdo do zinco se da inicialmente entre uma cisteina
desprotonada e a histidina, tendo o zinco duas moléculas de 4gua coordenadas
a ele através de esferas de coordenacao externa. Essa etapa € rapida, porém
seguida de duas etapas mais lentas, nas quais as moléculas de agua séo
substituidas por coordenacdo em esferas internas pelas outras duas cisteinas
do dominio ainda ndo coordenadas. Ou seja, 0 mecanismo apresenta
intermediarios bidentado, tridentado e o final, tetradentado. “®

HS 4 49

36

Figura 56. Proposta de mecanismo de coordenacdo do Zn(ll) com dominio
CCHC.

Esse mecanismo demonstra a existéncia de diferentes intermediarios em
funcdo do pH, tal raciocinio é consistente com o estudo realizado por Demicheli
et al®, onde foi demonstrado que a substituicdo do Zn(ll) pelo Sb(lll) no ZnF
depende do pH da solucdo. Segundo Fabris, D. et al, foi determinado uma
espécie a qual havia coordenacao do zinco com duas cisteinas e a histidina do

dominio, ou seja, a espécie tridentada proposta no mecanismo de Bombarda.
(20,45)

A tabela 11 abaixo resume valores de fluorescéncia inicial para ensaios nos
guais foi adicionado glutationa simultaneamente ao ZnF e para 0 ensaio no
qual adicionou-se somente ZnF.

Tabela 11. Valores para flurescéncia inicial em adi¢cdo simultanea ou ndo de
ZnF e GSH em diversos valores de pH para o tampao fosfato.

pH do Fluorescéncia inicial para Fluorescéncia inicial
tampéo ZnF + GSH para ZnF

55 1,20 2,86

6,0 3,20 2,04

6,5 1,45

7,0 0,94 1,12
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Nota-se que quando a adi¢do de glutationa ndo é simultdnea ao ZnF h4 um
menor valor de fluorescéncia inicial para o pH 6,0 e a posterior adicdo de GSH
nao reverte o quadro (Figura 58) devido a oxidacdo do ZnF.

=@—pH7 =—ll=pH6 pH5,5
3
I
2,5 +—
8
(8]
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) 1,5 v L
=] F —_— E
0,5
0 5 10 21 40 60

[As(11)/[ZnF]

Figura 57. Fluorescéncia da titulacdo de uma solucdo de ZnF com As (lll) em
diferentes valores de pH de tampao fosfato; com adicdo posterior de [GSH]
1,94x1073. [ZnF] = 1,010 mol/L; A exe= 280 nm ; A em= 360 nm.

No caso de formacdo de Zn-GSH-Peptideo, a glutationa pode atuar como
base de Lewis interagindo com a espécie Zn(ll), origihando um novo
intermediario no qual o zinco ndo seria tetracoordenado ao dominio CCHC,
causando uma espécie termodinamicamente menos estavel que a tetra-
coordenada, o que justificaria o efeito da GSH em potencializar a ejecdo do
zinco e consequente substituicdo pelo As(lIl).

Nossos futuros experimentos visam realizar um estudo por espectrometria
de massas para solu¢cdes de ZnF em presenca de glutationa, a fim de se
confirmar a formacédo da espécie Zn-GSH-Peptideo e tornar mais consistente a
hipétese da importancia dessa espécie nos mecanismos de substituicdo do
zinco nas proteinas ZnF.
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Conclusodes
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O trabalho apresentou a sintese e caracterizagcéo fisico-quimica de cinco
compostos inéditos de antimdnio (lll) e bismuto (Ill) com ligantes 2-mercapto-
imidazol e 2-mercapto-benzimidazol.

As analises espectrométricas indicaram que ocorre complexagdo através do
atomo de enxofre para os complexos com 2-mercapto-benzimidazol e através
do nitrogénio para os complexos com 2-mercapto-imidazol. A coordenagéo com
as espécies metalicas Sb(lll) e Bi(lll) causaram modificacbes em algumas
propriedades caracteristicas dos ligantes, que puderam ser constatadas
através das espectroscopias na regido do ultravioleta visivel e infravermelho
além de ressonancia magnética nuclear.

Os ligantes sdo insolaveis em &agua, porém sollveis em dimetilsulféxido,
caracteristica importante visto que se trata de um solvente muito utilizado em
testes bioldgicos. Serdo realizados futuramente testes biolégicos para 0s
complexos sintetizados bem como a caracterizacdo de suas estruturas através
da difracao de raios X.

O trabalho também apresentou resultados com respeito a interacdo do
As(lll) com a proteina nucleocapsidica do HIV-1 (NCp7) com ejecdo do zinco e
mudanca de conformacdo da proteina. O estudo também abrange a
dependéncia do pH e a influéncia e participagdo da glutationa como
biomolécula que favorece a ejecdo do Zn em proteinas ZnF. Sao necessarios
maiores estudos para a confirmacdo da espécie ternaria Zn-GSH-peptideo,
embora 0s ensaios realizados até 0 momento indiguem algumas evidéncias de
sua existéncia.

Os resultados obtidos fornecem novas perspectivas de elucidacdo de alguns

mecanismos de acdo, ainda ndo bem compreendidos, de drogas a base de
metais.
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Espectros de fluorescéncia para o primeiro ensaio. 3uL de GSH e 30 pL de
GSH respectivamente.
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Espectros de fluorescéncia para o segundo ensaio. 30uL de GSH e pH 7; 6,5; 6
e 5,5 respectivamente.
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Espectros de fluorescéncia para o terceiro ensaio, peptideo livre. 30uL de GSH
e pH 7; 6,5; 6 e 5,5 respectivamente.
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Espectro de Fluorescéncia (xiii) para 3° Ensaio, 30uL de GSH e pH 5,5.



Espectros de fluorescéncia para o quarto ensaio, adicdo de ZnF e GSH nao
simultaneas. 30uL de GSH e pH 7; 6,5; 6 e 5,5 respectivamente.
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Espectro de Fluorescéncia (xvi) para 4° Ensaio, 30uL de GSH e pH 5,5.
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