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"Se pudéssemos (...) traduzir filosoficamente o duplo movi-
mento que actualmente anima o espirito cientifico aperceber-
-nos-iamos de que a alternancia do a priori e do a posteriori é
obrigatdria, que o empirismo e o racionalismo estdo ligados
no pensamento cientifico, por um estranho lago, tio forte
como o que une o prazer i dor."

Gaston Bachelard, "Filosofia do Novo Espirito Cientifico"
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Prefacio

A ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN) é um método instru-
mental privilegiado para o estudo de muitos processos dindmicos que ocorrem em
solugdo. Devido a escala de tempo caracteristica desta espectroscopia, que utiliza
frequéncias da ordem dos megahertz, € possivel em muitos casos obter espectros
RMN que podem fornecer, directa ou indirectamente, informagdo sobre equilibrio
quimico, fenémenos de permuta, movimentagdo intramolecular e relaxa¢do nuclear.

A criagdo, desenvolvimento e aplicagdo de técnicas de RMN para o estudo
destes fendmenos sdo actividades de investigagdo vastas e ainda em grande expan-
sdo. Uma das dreas de particular interesse e dificuldade é a quimica biolégica,
nomeadamente a bioinorgénica e a quimica das macromoléculas, assuntos em que as
t€cnicas instrumentais tém vindo a ganhar cada vez maior importincia.

O estudo do papel dos catides metdlicos na matéria viva tem revelado a sua
importancia fulcral para muitos processos bioquimicos essenciais, com fungdes regu-
ladoras, estruturais ou coenzimadticas. Os catides metdlicos como cofactores enzimé-
ticos encontram-se invariavelmente coordenados a proteinas, numa grande variedade
de geometrias, através dos aminodcidos das cadeias polipeptidicas ou de coenzimas
especificas. E portanto de grande interesse o estudo do equilibrio de complexagio
dos catides metdlicos com ligandos bioldgicos, nomeadamente com mistura de dife-
rentes tipos de grupos coordenantes, tendo em vista o estabelecimento de modelos
para a sua actuac¢do e considerando que a regulagdo da sua actividade estd intima-
mente relacionada com aspectos do equilibrio de associagdo a esse tipo de ligandos.

A estereoespecificidade e a dindmica intramolecular sdo também aspectos
essenciais para o funcionamento de macromoléculas como as proteinas enzimdticas
ou os 4cidos nucléicos e o seu estudo em solugdo tem-se tornado cada vez mais
necessdrio para compreender certos aspectos do seu modo de funcionamento, uma
vez que a informagao estrutural obtida através da técnica de difracgio de raios X estd

limitada ao estado sélido.



xii PREFAcio

Numa tentativa para contribuir para o estudo de alguns aspectos da quimica
biolGgica focados nos dois ultimos pardgrafos, e aproveitando as jd referidas potencia-
lidades da ressonincia magnética nuclear para o estudo de processos dindmicos em
solugdo, foi estudado no trabalho descrito nesta dissertagdo o equilibrio de complexa-
¢do de dois ligandos bioldgicos, citidina e glicilglicina, com os catides bivalentes do
grupo 12 (Zn(II), Cd(II) e Hg(Il)), metais com um papel relevante em quimica biol6gi-
ca. Foram também desenvolvidos instrumentos tedricos e praticos para o estudo da
relaxagdo nuclear, tendo em vista a dependéncia daquele fendmeno da movimentagdo
molecular e a utilizagio dos parametros de relaxacdo (7, e T;) para o seu estudo.

Esta dissertagdo estd dividida em trés Partes; na Parte I € esbogado o quadro de
referéncia tedrico e sdo definidos os conceitos bdsicos para a compreensdo € execu-
¢do do trabalho experimental. Esta Parte € constituida por trés Capitulos dedicados a
descrigdo de alguns aspectos da quimica biolégica dos catides metdlicos do grupo 12
(Capitulo 1), da espectroscopia de RMN (Capitulo 2), e da metodologia utilizada
para a determinagao de constantes de equilibrio por RMN (Capitulo 3).

Na Parte II, dividida em quatro Capitulos, é apresentado o estudo da formagdo
dos complexos bindrios e terndrios mistos de citidina e glicilglicina com zinco(II),
cddmio(II) e merciirio(II). No Capitulo 4 sdo discutidos aspectos relacionados com a
defini¢do dos estados de referéncia, com a escolha do padrdo de referéncia interna
para os desvios quimicos e com a aplicabilidade dos métodos utilizados para o
cdlculo das constantes de equilibrio. Nos trés Capitulos seguintes sdo apresentados
os resultados do cdlculo das constantes de acidez dos ligandos referidos (Capitulo 5)
das constantes de estabilidade dos complexos formados com zinco(Il) e cddmio(II)
(Capitulo 6), e das constantes de estabilidade dos complexos formados com mer-
cario(I), utilizando espectros de equilibrio de cinética lenta e rdpida na escala de
tempo de RMN (Capitulo 7).

Na Parte III (Capitulo 8) é apresentado um método, € respectiva aplicagdo
computacional, para o cdlculo de constantes de tempo de relaxagdo transversal, T,
para um sistema com qualquer nimero de niicleos, e duas sequéncias de impulsos para
a determinagdo experimental dessas constantes para as transi¢goes de quantum duplo e

quantum nulo de um sistema de dois micleos nao acoplados ou fracamente acoplados.
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NA PARTE I sAo ABORDADOS, sob um ponto de vista essencialmente tedrico, alguns
topicos com interesse para as Partes Il e Il onde sao descritos os resultados experi-
mentais.

No Capiwlo 1 é apresentada uma breve resenha dos aspectos mais importan-
tes da quimica de coordenag¢do dos catioes de metais de transi¢do do grupo 12.
Para estes catides sao esbogadas as linhas gerais da sua associagdo quimica com
moléculas bioldgicas e, nomeadamente, a formacdo de complexos terndrios com
essas moléculas.

No Capitulo 2 sdo abordados aspectos fundamentais, bem como alguns mais
especificos necessdrios para a execucdo deste trabalho, da espectroscopia de resso-
ndncia magnética nuclear (RMN). Esta técnica constitui o fio condutor do trabalho
apresentado, uma vez que foi utilizada de uma forma quase exclusiva para os estu-
dos descritos nas Partes Il e Il1l. Optou-se por fazer uma descri¢do semi-cldssica
dos vdrios temas abordados por ser suficiente para descrever as aplicagoes utiliza-
das e interpretar os resultado obtidos.

Finalmente, no Capitulo 3, ultimo desta Parte, é explicitada a terminologia
utilizada na Parte II, que respeita ao estudo do equilibrio quimico, e é descrita a

aplicagao de técnicas de RMN a determinagdo de constantes de equilibrio.




1

Aspectos da quimica bioldgica dos
catioes bivalentes do grupo 12

NESTE CAPITULO SAO FOCADOS alguns aspectos essenciais da quimica de coordenagdo
dos catides do grupo 12 com relevancia para o trabalho experimental apresentado na
segunda parte desta tese. Apos uma introdugdo geral referente & importincia dos
catides metdlicos para a vida, com particular énfase para os catides zinco(II),
cddmio(IT) e merciirio(II), sdo resumidos aspectos bdsicos da quimica biolégica des-
tes catides metdlicos com destaque para a formagdo de complexos terndrios mistos.
Uma discussdo mais especifica e comparativa da complexagio dos catides divalentes
do grupo 12 com ligandos biolégicos (aminodcidos, peptideos e nucleotideos) é

reservada para as secgoes introdutdrias dos capitulos da Parte IT desta tese.

1. A importancia dos catioes metalicos para a vida

A PRESENCA DE CATIOES METALICOS na matéria viva € uma consequéncia natural da sua
existéncia no meio aquoso onde a vida se iniciou e desenvolveu [1]. No decurso da
evolugdo, alguns destes catides metdlicos foram seleccionados para desempenhar
tarefas fulcrais para o funcionamento da matéria viva (elementos essenciais), onde se
encontram tipicamente em muito pequena quantidade, enquanto que outros se torna-
ram prejudiciais para o bom funcionamento dos organismos vivos (Figura 1.1).

Os elementos metdlicos essenciais encontram-se, com excepgdo do molibdénio
e do iodo, até ao 42 periodo do quadro periddico dos elementos. Os catides metalicos
mais leves como K", Na*, Ca® ou Mg™, cuja configuragio electrénica € igual i de
um gds nobre e que mantém o seu estado de oxidagdo inalterado, tém uma bioquimi-
ca relacionada com a formagéo de ligagdes idnicas e interacgdes electrostdticas e por
isso desempenham tipicamente papéis relacionados com o balango de cargas

interfacial, com mediagio em cadeias de controlo de tipo hormonal ou de impulso
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ASPECTOS DA QUIMICA BIOLOGICA DOS CATIOES BIVALENTES DO GRUPO 12 5

eléctrico, ou com a estruturagdo a nivel molecular (formagido de pontes
intramoleculares entre grupos carboxilicos em proteinas) e a nivel macroscépico
(formagdo da estrutura dssea).

A bioquimica dos catides dos elementos 23 (vanddio) a 30 (zinco), grupo a que
se pode juntar o molibdénio do 52 periodo do quadro periédico dos elementos,
envolve sobretudo a coordenagdo a ligandos bioldgicos, alterando em alguns casos o
seu estado de oxidagdo, e o seu papel principal ¢ desempenhado nos centros activos
das enzimas como cofactor na catdlise de reac¢des organicas. Algumas dessas reac-
¢Oes biologicas catalisadas por enzimas sdo também catalisadas in vitro por comple-
xos de catides metdlicos, sem a presenga de enzimas, observando-se uma velocidade
de reacgdo superior a reacgdo ndo catalisada mas inferior & reacgio catalisada
enzimaticamente [1]. A maior velocidade de reacgdo proporcionada pela enzima estd
relacionada com a especial geometria imposta pelos grupos coordenantes da proteina
¢ que serd semelhante 4 observada para o estado de transigdo (estado entdtico),
diminuindo por essa via a energia de activagio da reacgdo.

Tal como a concentragio do catifo H', a concentracio dos catides metalicos
essenciais € controlada de uma forma activa nos seres vivos existindo uma grande
interdependéncia entre as suas concentragdes. A sua deficiéncia ou excesso tem
consequéncias graves para a satde sendo causa de um grande niimero de doengas.

Os catiGes de metais pesados sdo em geral prejudiciais por inactivarem impor-
tantes enzimas, substituindo os catides essenciais, ou por coordenarem em grande
extensdo aos dcidos nucléicos (ADN e ARN), o que explica a elevada toxicidade

associada, por exemplo, aos catides Pb**, Cd** e Hg™".

Por outro lado, as situagdes
de envenenamento por esses metais sao muitas vezes agravadas pela sua acumulagio
nos tecidos devido a auséncia de mecanismos eficazes para a sua inactivagdo ou

excregdo.

2. O papel biolé6gico do zinco

O camiAo ziNco(II), QUE E o ELEMENTO vestigial mais abundante depois do ferro, tem
importantes fungdes intra- e extracelulares, e ocorre sobretudo associado a proteinas,

muitas delas enzimas em que o zinco faz parte do centro activo.



6 Capituro 1

A estabilidade do seu estado de oxidagdo +2 € suficiente para impedir um
envolvimento directo em reac¢des de oxidagdo-redugdo e, por outro lado, a sua
dureza intermédia permite que forme ligagdes com uma grande variedade de grupos
orgédnicos de uma forma pouco selectiva.

O catido zinco tem um papel essencial na organizagdo da estrutura dos
cromossomas nos eucariotas, onde se liga aos nucleotideos do ADN, bem como na
regulacdo da expressdo genética através dos receptores/promotores dedos-de-zinco
(zinc-fingers: coordenagdo do zinco a cadeias polipeptidicas e dcidos nucléicos), na
sintese das bases nucleotidicas (aspartato transcarbamilase) e do ADN e ARN (ADN-
-polimerase ¢ ARN-polimerase). Estd assim intmamente relacionado com o cresci-
mento ¢ desenvolvimento celular e a sua deficiéncia na dieta provoca crescimento
retardado (mental e fisico) e malformagdes corporais.

Nas proteinas de armazenamento e transporte de catides metdlicos, como na
metalotionina, o zinco estd coordenado por quatro dtomos de enxofre (residuos de
cisteina) numa geometria aproximadamente tetraédrica. Esta geometria de coordena-
¢do também se encontra em proteinas onde o zinco tem uma fungdo estrutural ou
reguladora, envolvendo dtomos de azoto e enxofre como dadores (Figura 1.2).

Nas enzimas em que o zinco tem uma fungdo catalitica (no centro activo) a
esfera de coordenagdo € constituida por dtomos de azoto (anel imidazola da
histidina), oxigénio (grupos carboxilicos de vdrios aminodcidos) ou enxofre
(cisteina), ficando sempre uma ou duas posigoes de coordenagdo livres para a ligagdo

do substrato (geometria tetra-, penta- ou hexa-coordenada apds a ligagdo do

substrato).
(H,0)2 - : (H10)12 S S
...... IZn\ . / \ L 1 _
o N
_ Io o \ e BN | / I \
e 0 R0
/ = S

Flgura 1.2— Alguns tlpos de grupos dadores eda geometna de coordanagéo do zinco{lly em
proteinas; a geometria é condicionada sobretudo pela macromolécula quelante. N representa um
residuo de histidina e S pode representar tiolato ou um resnduc de cistelna. (Reproduzido da
referéncia 2)
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A constante de ligagdo de Zn>* as enzimas tem um valor alto, tipicamente da
ordem dos 10°, mas essa ligacdo € no entanto bastante 14bil, como também o € a
ligagdo do substrato ao catio metdlico. O catido Zn(I) tem uma configuracio de
valéncia 3d"°, praticamente ndo polarizdvel, e assume vdrias geometrias de coordena-
¢do. Estas caracteristicas, aliadas a ndo rigidez dos grupos que ligam o catifo zinco
as enzimas, tornam possivel pequenas variagGes na sua geometria de coordenagio
que permitem aumentar a velocidade das reacgdes catalisadas [2].

As reacgOes catalisadas pelas enzimas que contém zinco(Il), que € um 4cido de
Lewis forte, tiram partido da sua capacidade de captagdo de electrdes para a activa-
¢do dos substratos, aumentando a sua electrofilicidade. Encontra-se assim no centro
activo de enzimas intracelulares e extracelulares de degradacdo hidrolitica de protei-
nas (carboxipeptidases, aminopeptidases e colagenases) e de ligagdes fosfato
(fosfatases) [3]; uma representagdo esquemdtica da configura¢do do centro activo da

enzima carboxipeptidase A pode ser observado na Figura 1.3.

3. Aspectos bioldgicos da quimica do cidmio e do merciirio

Os camoes cApmio(Il) & MERCURIO(II) sdo prejudiciais para o bom funcionamento
celular sobretudo devido ao facto de poderem substituir o catido zinco(II) em muitas
enzimas, substituicdo que reduz drasticamente ou inibe a actividade dessas enzimas
por alteragdo da conformagdo, e logo da reactividade, do centro activo. Estes ides,
sendo mais macios, apresentam grande tendéncia para se ligarem a dtomos de azoto e
enxofre e originam geometrias de coordenagdo diferentes do zinco: o catido Cd(Il)
prefere formar complexos octaédricos enquanto que o catido Hg(II) tem tendéncia
para formar complexos lineares. Tanto o cddmio(II) como o mecirio(I) podem
coordenar a carboxipeptidase A no mesmo local que o catido zinco(I) mas, como
ndo preservam uma geometria de coordenagdo tetraédrica, tornam muito pouco favo-
rével a ligagdo do substrato (grupo carbonilo de um amino4dcido numa proteina ou
peptideo), inactivando assim a enzima. Do mesmo modo, o catido cddmio compete
favoravelmente com o catido zinco para a ligagdo i metalotionina desregulando o

metabolismo do zinco [4].
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Figura 1.3 ;-bispdsiqéd'dds grupos que coordenam o canéozmco na enzima ca;boxiééptidasa.-- E
A; a cheio é mostrado o substrato gliciitirosina. (Reproduzida de Biochemistry, L. Stryer, W. H.

Freeman and Company, 1981)

O mercirio ocorre naturalmente na crosta terrestre proveniente da dissolugdo

de minerais contendo mercurio em cursos de dgua e também devido a acgdo do
Homem, através da mineragdo, da combustdo de combustiveis fésseis e da sua utili-
zagdo na inddstria e na agricultura. O catido mercirio(II) € muitas vezes
metabolizado por microorganismos e plantas a compostos de organomercirio (R-Hg,
R-Hg-R, R-Hg-X, R=alquil, aril, sendo o mais vulgar -CH; por transferéncia da
metilcobalamina, X=halogeneto, acetato, etc) que, por serem compostos voldteis, se
libertam desses microorganismos sob a forma de vapor (Figura 1.4). Estes compos-
tos t€m uma acgdo tdxica muito superior a do catido Hg2+ nos OTganismos SUperiores,
devido as caracteristicas lipossoliveis que lhes permitem atravessar facilmente as
membranas celulares e serem absorvidos no intestino. Também ocorrem por vezes
outros estados de oxidagdo do merciirio para além do divalente, como Hg' e Hgo,

como resultado de reacgdes biolégicas principalmente devidas a microorganismos.
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Os compostos de mercirio tém um tempo de semi-vida de vdrios meses no
Homem e actuam por desestabilizagdo das membranas fosfolipidicas, por liga¢do a
todas as proteinas com grupos -SH, destruindo a sua estrutura, bem como substituin-
do o catdo zinco no centro activo de muitas enzimas. Liga-se também fortemente as
bases e aos grupos fosfato dos dcidos nucléicos, introduzindo grandes alteragdes na
estrutura do material genético. Todas estas acgdes do merctrio € a dificuldade na sua
excre¢do tornam-no toxico mesmo em pequena concentragdo, provocando inicial-
mente alteragdes do sistema nervoso (encefalite e neurite).

O catifo mercurio(II) pode ligar-se nos organismos vivos a hidratos de carbono
[5], por exemplo, mas a sua principal acg¢do € a ligagdo aos grupos amina e tiol das
proteinas e¢ dcidos nucléicos. A sua maior tendéncia € para a coordenagdo a
aminodcidos que contenham dtomos de enxofre disponiveis [6-9] mas a sua ligacdo a
aminodcidos através dos seus grupos amina ¢ também importante [10,11]. Talvez o
papel mais nocivo do mercirio nos seres vivos, normalmente sob a forma de metil-
mercirio, é o seu efeito mutagénico e desnaturante sobre o ADN por via da sua
ligagdo aos dcidos nucleicos, assunto que tem sido largamente estudado [12-16].

Os complexos de mercirio e metilmercirio com aminoécidos, peptideos e
moléculas andlogas tem sido muito estudado desde que foi descoberto o seu efeito
nocivo nos seres vivos. Tanto a quimica organometdlica como inorgdnica do mercu-
rio e do metilmercirio desempenham um papel importante em aspectos relacionados
com a poluigado e toxicidade [17,18] e a procura de antidotos para os envenenamentos
por mercurio tém constituido uma parte importante dos estudos realizados sobre a
acgao destas espécies mercuriais [19].

O catido cddmio(Il) ocorre em menor quantidade que o mercurio sendo também
menos absorvido a nivel intestinal. Para além de provocar uma desregulagdo no
metabolismo do Ca®* ¢ de outros catides essenciais, tem um efeito nocivo sobre a
estrutura das biomembranas, substitui o zinco como 4cido de Lewis em muitas enzi-
mas, alterando o seu funcionamento, ¢ liga-se, tal como o mercirio, aos grupos tiol
das proteinas, provocando sintomas de alteragio do funcionamento renal [20].
A propensdo do catido cddmio para a ligagdo aos dcidos nucléicos € também bem

conhecida, resultando numa ac¢ao mutagénica e desreguladora do metabolismo [1].
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4. Aspectos da quimica de complexagao dos catides do grupo 12

As CONSTANTES DE EQUIL{BRIO, K, para a formagio de um complexo de um catido
metilico M com um ligando L' segundo a equacdo (as cargas estdo omitidas)
MLIL) ... +mL' == ML, L2L} ..

onde n,p,... sd0 maiores ou iguais a zero e m € maior que zero, serd designada em
geral como constante de associagdo ou constante de estabilidade. A relagdo desta
quantidade com a energia de Gibbs (energia livre da reacgdo) faz com que ela
traduza ndo so a forga das ligagdes formadas como também a contribui¢do entrépica
para a reacgao.

Em solugdo aquosa os catides metdlicos possuem uma esfera de hidratagdo, ou
seja, moléculas de dgua coordenada, que sdo substituidas pelos ligandos que entram
na (primeira) esfera de coordenagdo por mecanismos dissociativos (Syl) ou
associativos (Sn2). Embora condicionado pelo tipo de ligandos que entram e que
saiem da primeira esfera de coordenacdo, sio esperados mecanismos dissociativos,
principalmente para Zn* e para Cd**, embora para o mercurio(Il) sejam possiveis
também mecanismos associativos devido ao seu maior tamanho [21]. As reacgdes de
substitui¢do sdo rdpidas, devido i configuracdo de valéncia d'° dos catides
dipositivos do grupo 12 que torna a energia de estabilizagdo do campo do ligando
nula, o que determina que as alteragdes na geometria de coordenagdo associadas 2
passagem para o estado de transi¢do ocorram sem grande diferenca de energia relati-
vamente ao estado inicial. A velocidade destas reacgdes € essencialmente determina-
da pela velocidade da troca com o solvente de moléculas de dgua coordenada, sendo
essa velocidade maior para o zinco e menor para o merctirio [20].

Os catides Zn**, Cd** e Hg2+ sdo dcidos de Lewis fortes, com um grau de
dureza crescente do catido merciirio(Il) para o catido zinco(II). Assim, tanto o
cddmio como o mercirio ligam-se mais fortemente (maiores constantes de equili-
brio) a dtomos dadores como o azoto e o enxofre do que o zinco, que se liga mais
fortemente a grupos com dtomos de oxigénio do que os outros elementos do seu
grupo; o catido mercirio(II) forma ligagGes estdveis com dtomos de carbono ao

contrdrio do que acontece com os catides cadmio(II) e zinco(II).
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As geometrias de coordenagdo variam bastante ao longo do grupo: enquanto
que o catido zinco forma preferencialmente complexos com geometria tetraédrica
(embora também se observern complexos octaédricos deste catido) o cddmio apre-
senta uma coordenagdo octaédrica e, mais raramente, tetraédrica. O mercurio(II)
difere radicalmente dos outros catides do grupo por preferir uma geometria linear de
coordenagdo em complexos com ligandos biol6gicos, embora sejam conhecidos al-
guns complexos tetraédricos.

A estabilidade dos complexos € condicionada ndo sé pelas caracteristicas do
metal e do ligando (a possibilidade de formagado de ligagdes T, a carga dos ligandos e
do catido, a compatibilidade entre os graus de "dureza" do metal e dos ligandos, a
formagdo de quelatos, etc.), mas para a formagdo de complexos terndrios mistos hd
que atender a contribui¢do de factores de estabilidade de natureza essencialmente
estatistica. Este tipo de complexos, formados por um catido metdlico e dois ligandos
diferentes, ¢ frequentemente encontrado na quimica bioldgica e alguns dos seus

aspectos mais importantes serdo tratados na secgdo seguinte.

5. Complexos ternirios mistos e a sua importancia para a quimica biologica

A QUIMICA DE COORDENAGCAO DE CATIOES metdlicos com ligandos de origem bioldgica
tem sido bastante estudada dada a sua importincia para a quimica bioldgica. Nas
secgoes introdutdrias dos capitulos que compde Parte I desta tese € citada e analisa-
da bibliografia relacionada com a quimica de coordenagdo dos catides do grupo 12
com aminodcidos, peptideos e nucleotideos. No Capitulo 3 € dada uma perspectiva
matemadtica da probabilidade de formagdo de complexos mistos € da sua estabilidade
relativa.

A observagdo de que muitos catides de metais de transigdo actuam como
cofactores enzimdticos levou a procura de modelos in virro que explicassem o seu
modo de actuagdo na catdlise bioldgica. Foi reconhecido que as esferas de coordena-
¢do desses catides nos centros activos das enzimas, que na sua maioria podem ser
designados como "macroquelatos”, alguns bastante rigidos, cont€ém frequentemente
uma mistura de diferentes grupos coordenantes e que, devido a imposigdo

estereoquimica (entdtica) da macromolécula, as geometrias de coordenacdo sio em
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geral muito distorcidas relativamente as geometrias encontradas com ligandos
unidentados ou bidentados in vitro. Um outro aspecto importante e particular € a
mistura de diversos tipos de ligandos na esfera de coordenagdo do catido metalico.
Foi postulado que a relativa rigidez da proteina coordenante destinar-se-ia a tornar
cineticamente estdvel o complexo de catido metdlico para compensar a instabilidade
termodinamica introduzida pela distor¢do da esfera de coordenagdo. Essa instabili-
dade permitiria no entanto aumentar a reactividade e labilidade das posigcdes de
coordenagdo disponiveis para a liga¢do do substrato, substrato esse que muitas vezes
interactua hidrofobicamente ou através de pontes de hidrogénio com outros residuos
de aminodcidos ou coenzimas da proteina. Poe-se assim a questdo da importdncia da
interacgdo entre ligandos para a formagdo do complexo enzimdtico bem como da
influéncia dos ligandos da enzima sobre as propriedades quimicas do catido, nomea-
damente acidez de Lewis e estereoespecificidade, que poderdo interferir sobre a
ligacdo de um terceiro ligando (substrato) [21].

Embora ndo esteja positivamente demonstrado que as caracteristicas especiais
de estabilidade dos complexos terndrios estejam directamente relacionadas com a
formagdo dos complexos enzimadticos, esse tipo de complexos ocorre frequentemente
na quimica biolégica.

Na Parte II € apresentado um estudo sobre a formagio de complexos terndrios
mistos de catides divalentes do grupo 12 com um nucleotideo (citidina) e um
dipeptideo (glicilglicina) onde foi avaliada a sua estabilidade relativamente aos cor-
respondentes complexos bindrios e a eventual presenga de cooperatividade. E de
realgar que nestes casos ndo € esperada a presenga de interac¢des hidrofdbicas ou de

empilhamento entre os ligandos para a estabilizagdo dos complexos mistos.
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Ressonancia Magnética Nuclear

A TEORIA DA RESSONANCIA MAGNETICA nuclear de transformada de Fourier tem sido
abundantemente descrita na literatura, sob os seus diversos aspectos, € 0 €Xposto nes-
te capitulo € uma compilagdo e adaptagdo de partes de alguns livros de texto [22-27],
tendo como critério a selecgdo dos temas e aspectos fundamentais, e também alguns

mais especificos, com relevancia para o trabalho experimental.

1. Aspectos basicos da descri¢do semi-cldssica de RMN

1.1 Fundamentos a nivel nuclear

Os NUCLEOS ATOMICOS de muitos nuclideos possuem um momento angular intrinseco,
a, cuja magnitude a € dependente do nimero quintico de spin / :
a=[I{I+D)"h/2r) (2.1)
onde 4 € a constante de Planck. Sendo o momento angular uma grandeza vectorial é
necessdrio definir, para além da sua magnitude, a sua orientagdo relativamente a uma
determinada direcgdo z, orientagdo essa que € caracterizada pelo niimero quéntico
direcional m; que pode tomar valores -/ , -[+1, ..., I-1, I, sendo
a,=my h/(2r) (2.2)
No que se segue considerar-se-4 apenas o caso de niicleos que no estado fundamental
possuam / = 1/2.
Os nicleos atémicos possuem também um momento magnético intrinseco pro-
porcional ao seu momento angular de spin:
H=7a (2.3)
onde ¥ € a chamada relagdo magnetogirica que € caracteristica de cada tipo de
niicleo. Para os nicleos utilizados neste trabalho, °C e 'H, Y € positivo com valores

de, respectivamente, 6,7283 x 10" rad T"'s” € 26,7519 x 10’ rad T''s"".
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Na auséncia de um campo de indugdo magnética externo, B, (que ao longo
deste texto serd denominado apenas por campo magnético), ambos os estados de spin
nuclear sdo energeticamente degenerados. A interac¢do dos dipolos magnéticos
nucleares |l com um campo magnético externo homogéneo e estdtico By, paralelo a
uma direcgdo z, introduz uma diferenga entre as energias desses estados como resul-
tado do alinhamento da componente (1, paralela ou antiparalelamente com o campo
magnético. As componentes [, € /L, t€m uma orienta¢do aleatéria (indeterminada),
sendo possivel considerar, recorrendo a uma analogia com a mecénica cldssica, que
existe precessdo de W em torno de Bo.

As energias E dos estados de spin, conhecidas por energias de Zeeman, sdo
proporcionais ao campo de indugdo magnética aplicado, By:

E=-ueBy=-ymh/(2m) By. (2.4)

Para/ = 1/2 temos que:
AE=hv=Eg-Eq=E. n- E.ip=7Yh (21 ) Bo. (2.5)
Assim, a diferenga de energia entre os dois estados de spin e, portanto, a frequéncia v
da radiagdo electromagnética capaz de provocar transi¢des entre eles, € também uma
funcdo da magnitude do campo magnético aplicado e da relagdo magnetogirica,

sendo a regra de selecgdo para as transigées Am; ==*1.

1.2 Fundamentos a nivel macroscépico

EM MECANICA QUANTICA pode ser demonstrado que o conhecimento de, por exemplo, a
componente m, para um nucleo individual introduz uma indetermina¢do nos valores
das outras componentes do momento magnético de spin desse nicleo. No entanto, €
possivel conhecer com precisdo todas as componentes da magnetizagdo total de uma
amostra macroscopica que resulta das contribui¢des dos momentos magnéticos de
cada nicleo individual dessa amostra. A justifica¢do deste facto € dada pelo teorema
do limite central cujo resultado principal afirma que, independentemente do grau de
incerteza relativo ao valor de uma determinada varidvel para um objecto individual, o
seu valor total para um conjunto grande de objectos pode ser conhecido com grande
precisdo. O comportamento magnético a nivel macroscopico de um conjunto muito

grande de nicleos pode portanto ser descrito pelos meios da fisica cldssica.
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Macroscopicamente, a jd referida precessio dos momentos magnéticos i em
torno de By implica o anulamento da resultante da soma das componentes no plano
xy devido 2 sua distribui¢do aleatéria (incoeréncia de fase). O aparecimento de uma
magnetiza¢do ndo nula M numa amostra exposta a um campo magnético By paralelo
a0 eixo dos zz s6 € possivel se houver uma diferenga entre as populagdes dos dois
niveis de energia acessiveis para nicleos com [ = 1/2 (¢, para m; = -1/2 e f3, para
m; = +1/2) uma vez que as componentes [, para esses dois estados sdo de igual
magnitude mas de sinal contrdrio.

A distribuigdo dos niicleos pelos dois niveis de energia segue uma distribui¢do
de Maxwell-Boltzmann

No/Ng = exp(AE/(kT )) = 1 +AE/(kT ) (2.6)
onde k € a constante de Boltzmann e T a temperatura absoluta. A truncagem feita no
exponencial baseia-se no facto de que AE, que € igual a yA/(27) By, é muito menor
que a energia térmica kT a temperaturas préximas da temperatura ambiente (para
niicleos de 'H a 25° C sujeitos a um campo magnético estdtico de 9,4 T, a proporgdo
AE [ kT seria de 2,65x 102 1/4,11x 107" J). A diferenga entre as duas populagdes é
portanto dada por

No-Ng =N AE | (2kT ) (2.7)
onde N = Nq+ N Esta diferenga é muito pequena quando comparada com as que
ocorrem em outras técnicas espectroscépicas (U.V./Vis. e LV. por exemplo) o que
explica a relativa baixa sensibilidade da técnica.

A absor¢do de energia por um sistema de spins tende a igualar as populagdes
dos dois niveis por provocar transi¢des de estado de spin nuclear enquanto que a
relaxagdo do sistema de spins para o meio circundante (rede) permite repdr a diferen-

¢a de populagdo entre os dois niveis de energia.

Equacées diferenciais de Bloch
A descrigdo macroscépica e cldsssica de Bloch da ressondncia magnética nu-
clear € limitada a sistemas simples e é complementar & utilizacio de um

Hamiltoniano de spin. E no entanto itil para a introdugdo de conceitos como a

interacgdo radiagdo-spins, a relaxagdo, a forma de banda e o referencial rotativo.
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A magnetizagdo M de uma amostra € 0 somatdrio dos momentos magnéticos

individuais:
M=, 1=7A (2.8)
onde A representa o momento angular de spin nuclear total. A interac¢do entte B e
M origina um bindrio ¢ € descrita pela equagdo
dM/dt = ydA/dt =-yB xM. (2.9)
A solugdo deste sistema de equagdes diferenciais traduz a precessdo da magnetizagao
em torno do campo magnético, conhecida como precessdo de Larmor, com uma
velocidade angular ay = -y B de frequéncia @ = yB/(27), a denominada frequéncia de
Larmor (Figura 2.1). Para campos magnéticos normalmente utilizados (2 a 12 T) a
frequéncia de Larmor situa-se nas dezenas ou centenas de MHz, dependendo do tipo
de nucleo.

A variagdo da magnetizag¢do originada pela aplica¢do do campo magnético By
ou pela relaxa¢do em direcgdo ao estado de equilibrio, My, nio estd prevista na
equagdo 2.9. A variagdo da componente longitudinal M, implica transferéncia da
energia do sistema de spins para a rede enquanto que a variagdo das componentes
tranversais (M, e M,) de M podem ter origem em fendmenos diferentes, sem que
ocorra transferéncia de energia para a rede. Bloch assumiu uma variagdo uni-
exponencial para as componentes de M mas com duas constantes de tempo diferen-
tes: Ty, constante de relaxagdo spin-rede ou longitudinal, para M, e T,, constante de

relaxagdo spin-spin ou transversal, para M, e M,. As equagtes fenomenoldgicas de

Figura 2.1 — Componentes da magnetizagao originada pela aplicagao de um campo magnético a
uma amostra macroscopica situada na origem do referencial. e
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Bloch contém assim a precessio de Larmor bem como termos correspondentes a
relaxagdo:

dM/dr =-yBxM-(M,- Mok /T, - M, i+M, j)/T, (2.10)
onde i, j € k sdo vectores unitdrios nas direcgdes x, y € z, respectivamente.

Nas experiéncias de ressondncia magnética nuclear € emitida radiagdo electro-
magnética em direcgdo a amostra segundo, por exemplo, o eixo dos xx. A compo-
nente magnética da radiagdo, 2Bicos(®@¢), muito menor que By, oscila no plano xy
podendo ser resolvida em duas componentes rodando em sentidos opostos com velo-
cidade angular +@. S6 a componente que roda no mesmo sentido que a frequéncia
de Larmor, -@, poderd interferir com a magnetizagdo. O campo magnético B que
actua sobre a amostra € assim dado por

B =B, +B, = Bicos(ax)i + Bisen(wx)j + Bok. (2113
A By podem ainda ser adicionadas pequenas contribui¢des resultantes do
acoplamento internuclear indirecto e da protecgio electrénica sobre os nicleos. Para
nucleos do mesmo tipo numa determinada molécula e em fungdo da sua vizinhanga
quimica, aquelas contribuigdes alteram a frequéncia de ressondncia de nucleo para
nicleo, adicionando informagdo preciosa aos espectros. Estas contribui¢des, que
fazem com que o espectro de uma determinada espécie nuclear possa ser um
multipleto € ndo um sinal unico, serdo analisadas com mais detalhe em secgoes
ulteriores, mas ndo sdo consideradas explicitamente na equagdo 2.11.

O campo magnético B € oscilante e, por ndo ser colinear com o eixo dos zz, o
bindrio aplicado na magnetizagdo gera componentes desta no plano xy que podem ser
detectadas por induzirem corrente eléctrica num solendide (Figura 2.2). Por substi-
tuicdo de B da equacdo 2.11 nas equagdes de Bloch (equagdo 2.10) e separando as

componentes, obtém-se:

dM,/dt = y[BoM, + Bisen(wM, | - M, /T, (2.12)
dM, /dt =-y([BoM, - Bycos(@wt)M, 1 -M, /T, (2.13)
dM, /dt = —}’[B&COS(CW)M), +Bsen(wOM, - (M,-M o)/ T, (2.14)

Estas equagdes sdo relativas a um referencial fixo (x, y, z) do laboratério. O efeito de

B, sobre a magnetizagdo da amostra € melhor entendido num referencial rotativo de



20 Carfruro 2

Figura 2.2 — Efeito do campo magnético oscilante B, sobre a magnetizagao nuclear M.

eixos (x', ¥', z) que roda soliddrio com o campo B, com uma velocidade angular -@.
Neste novo referencial as componentes da magnetizagdo, designadas por u (ao longo
da semi-eixo positivo de x') e v (ao longo da semi-eixo positivo de y'), sdo descritas
por:
u =M, cos(ax) - M, sen(ax) (2:15)
v =M, sen(wx) + M, cos(ax) (2.16)

e a variagdo destas componentes no referencial rotativo € dada por:

dM, /dt =-yB1v - (M, - Mo) T (2.17)
dM, /dr = du/dr = (an- @ -u /T, (2.18)
dM,, /dt = dv/de = -(a - ©)u + YBM, - v/ T, (2.19)

onde @y = ¥By ¢ a frequéncia de Larmor. Estas equagdes resultam da equagdo 2.10
se se considerar que o campo B € um campo eficaz definido por

Be; =Bo+ (@y) + By = [(an - @)/y] + Bil'
e substituindo M, e M, pelas suas equivalentes no referencial rotativo, u € v. Nesse
referencial a precessdo efectua-se em torno de B, que se encontra no plano x'z entre
B, ¢ B,, dependendo do valor de @w. Na condigdo de ressonincia (@ = @), B €
igual a By (eixo x") e portanto a magnetizagdo roda no plano y'z com frequéncia

angular -y B,.
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Um forte impulso de radiofrequéncia B, de duragdo 7, (tipicamente entre 1 e
50 ms), provoca uma rotagdo da magnetizagdo no referencial rotativo de um angulo
6 = yB, 1, (radianos); se 7, for muito menor que as constantes de tempo de relaxa-
¢do transversal e longitudinal durante o impulso ndo hd lugar a relaxagio significati-
va. A andlise de Fourier de um impulso muito curto de radiagdio monocromdtica
mostra que € composto por um intervalo de frequéncias cuja amplitude € dada por

Bi(vy=sen[ (v - v) V[ (v- V) 1] (2.20)
em que a frequéncia central, V., ¢ denominada frequéncia portadora. Um impulso de
10 ms permite irradiar simultdneamente um intervalo de frequéncias suficientemente
largo para abranger todas as possiveis ressondncias de 'H (ou de "*C) com uma
poténcia practicamente constante nesse intervalo.

A excitagd@o do sistema por meio de um impulso de radiofrequéncia cria compo-
nentes da magnetizagdo no plano x'y' (excepto se 8 for um miiltiplo de 180°) o que
equivale a dizer que provoca coeréncia de fase dos momentos nucleares nesse plano
do referencial rotativo. Um impulso de 90° eguala as populagdes dos dois estados de
spin, tal como acontece quando se satura a amostra, mas gera também componentes
observdveis da magnetizagdo no plano x'y' que tém a sua intensidade madxima para um
impulso de 90° (Figura 2.2). Um impulso de 180° inverte as populagdes dos niveis o
e f sem gerar magnetizagdo transversal mas apenas longitudinal ao longo de -z.

Apds um impulso de 90° a magnetizagdo decai para o seu estado de equilibrio
seguindo idealmente as leis de relaxagdo exponencial com constantes T, para M, e T,
para M, (impulso segundo xx):

M:(2) - Mo = [M(0) - Mo] exp(-1/ T1) (2.21)
M () = My y(0) exp(-t / T3) (2.22)
onde T, ¢ T, sdo as constantes da equagdo de Bloch e M,(0) = 0.

A detecgo efectuada pelo espectrémetro mede a magnetizagio transversal M.,
que, por oscilar sob o efeito de By, induz num solendide um sinal de fase varidvel
cuja amplitude decai com o tempo com uma constante temporal T, , constante que
incorpora o efeito da ndo homogeneidade de By. Esta evolugdo de M,, com o tempo
€ designada por FID (free induction decay) e é geralmente a soma de vdrias frequén-
cias (interferograma) devido aos efeitos jd referidos de desvio quimico e de acopla-

mento nuclear indirecto.
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A captacdo do sinal € feita junto a amostra por um solendide, que pode ser
aquele que serve para a emissdo de B, sinal que € depois pré-amplificado e forneci-
do a um detector sensivel a fase que possui dois canais pelos quais o sinal € dividido.
A cada canal é fornecida como referéncia a onda portadora: em fase num deles ¢
desfasada de 90° no outro. Este sistema designa-se por detecgdo em quadratura por
ter dois canais desfasados de 90°. Obtém-se na prdtica um referencial rotativo com
frequéncia v. o que permite detectar apenas o sinal diferenca entre a frequéncia de
Larmor e a frequéncia portadora (£2 = @ - 27v.) que € de muito menor frequéncia que
. O sinal detectado para um nucleo particular apés um impulso de 90° sera:

M (t) =My exp(-t/ T ;) cos(£2t) (2.23)
M(t) = Mo exp(-t/ T ;) sen(£2¢) (2.249)
sendo a componente M, detectada no modo de absor¢do e M, no modo de dispersdo.

Apds a detecgdo os sinais sdo digitalizados e armazenados. Ernst e Anderson
[28,29] mostraram que a transformada de Fourier de uma série de ndmeros comple-
x0s em que a parte real € M,(t) e a parte imagindria € M,(t), permite obter uma fungdo
cujo valor (intensidade) depende da frequéncia £2, o espectro de RMN, e o sinal
algébrico de (2 = @ - 27V, fica desse modo também definido.

A transformada de uma fungdo sinusoidal do tempo € uma fungdo lorentziana
da frequéncia:

chp(-r/ Ty) cos(w-2nve )t dt =T,/ [1 + Tzz(a) - 27V, )2] (2.25)
(intervalo de integracdo de 0 a +o0), com largura de banda a meia altura dada por
1/(xT;). Como existem contribui¢des para a largura de banda ndo "naturais”, tal
como a ndo homogeneidade de By, define-se uma constante de relaxacdo transversal
efectiva T, sendo a largura de banda dada por 1/(x T,"), muito embora o sinal possa

nesse caso nao ter uma forma lorentziana.

1.3 O desvio quimico

EM MOLECULAS DIAMAGNETICAS, 0 campo magnético exterior By interfere com os mo-
mentos angular orbital e de spin dos electrdes que rodeiam os nicleos, gerando
correntes cujo campo magnético € adicionado ao externamente aplicado. Por esta

razao os nicleos ndo sentem um campo By mas sim um campo:
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B'=-0B, (2.26)
sendo o a constante de protecgdo magnética que pode ser diferente de niicleo para
nicleo numa mesma molécula. A constante deprotec¢do magnética ¢ varia com a
orientagdo das moléculas relativamente ao campo magnético, devido a anisotropia da
distribui¢do dos electrdes, sendo de facto uma quantidade tensorial que depende da
estrutura da molécula. No entanto, em situagdes de rdpido movimento molecular em
gases e liquidos, o nicleo sente apenas o valor médio da protecgdo magnética o que
permite obter espectros de grande resolugdo. Uma grande anisotropia de protecgdo
electrénica pode no entanto ser fonte de alargamento de banda e de relaxagdo para
alguns niicleos, mesmo em liquidos ou solugdes.

Considerando uma amostra fluida, temos para um nicleo i

B'=(1-6")B, (2.27)
e para a condigdo de ressonincia
vi=lylB ) 2m)=lyI(1- 6')Be/ 2m) = v (1 - ¢°) (2.28)
Assim, uma maior protec¢do magnética corresponde a uma diminuigio da frequéncia
de ressondncia relativamente a frequéncia na auséncia de proteccio electrénica, vs.

O desvio quimico € uma quantidade relativa e define-se como a diferenca

Vi=Vi- v =yl (6’- 6" )By/ 27m) = vy (0”- &) (2.29)
entre um nicleo [ ¢ um nicleo j, que € dependente do campo By. A forma mais
frequente de definir desvio quimico usa a expressio

& =(vi-v;)/v; =c’- o' (2.30)
que € independente do campo magnético e que se exprime geralmente em partes por
milhdo (ppm).

Existem muitas substincias que sdo utilizadas como referéncia interna para
RMN, ou seja, substincias que sdo dissolvidas na amostra e cuja frequéncia de
ressondncia serve como padrdo para a medigdo dos desvios quimicos. Estas substan-
cias padrdo devem obedecer a determinados requisitos como por exemplo nio
interactuarem com a substincia em estudo, terem, se possivel, apenas uma frequéncia
de ressondncia e serem soliveis no solvente utilizado na amostra. Em certos casos &

necessdrio usar uma referéncia externa que é colocada num suporte estanque, geral-
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mente um tubo capilar selado, dentro da amostra. Este procedimento ndo € equiva-
lente a ter uma referéncia interna porque sendo By = £ Ho, a permeabilidade magnéti-
ca do meio, y, € diferente da amostra para a referéncia, sendo o desvio quimico da

referéncia diferente nos dois meios.

1.4 Acoplamento internuclear indirecto

O ACOPLAMENTO DIRECTO (através do espago) médio entre os dipolos nucleares € nulo,
em termos da contribuigdo para subdivisdo dos niveis de energia, para regimes de
rotagdo rdpida e isotropica das moléculas, proporcionando no entanto um mecanismo
de relaxagdo. Existe, no entanto, um mecanismo indirecto de acoplamento dipolar
nuclear por intermédio dos electroes das ligagdes quimicas. Este acoplamento tem
como resultado uma pequena contribuigdo para o campo magnético sentido pelos
nucleos acoplados que se traduz no desdobramento dos seus sinais de RMN devido
ao desdobramento dos niveis de energia. Os niveis de energia (em unidades de
frequéncia) para os niicleos de uma molécula em movimento isotrépico sdo obtidos
da equagdo

WE =2 vim+ Zig Ju mimy (2.31)
onde v; =ly I (1 - 0'") By/ (2m) (ver a equagdo 2.28) e J € a constante de acoplamento
escalar entre dois nicleos. O segundo termo da equagdo 2.31 refere-se precisamente
ao acoplamento escalar, sendo as regras de selecgdo para as transi¢bes: Am; = *1 e
Ame=0 (k #)).

Se um nicleo estd acoplado com n nicleos equivalentes (com o mesmo desvio
quimico e as mesmas constantes de acoplamento) o seu sinal de RMN serd desdobra-
do num multipleto com 2n + 1 sinais de frequéncias diferentes. As proporgdes entre
as intensidades desses sinais para nicleos de spin 1/2 obedece aos numeros do
tridngulo de Pascal para os coeficientes do desenvolvimento da poténcia n de um
binémio. A distdncia em Hertz entre os sinais do multipleto €, aproximadamente, a
constante de acoplamento, J, que € independente do campo magnético B,. A cons-
tante de acoplamento toma valores que vdo desde zero até as centenas de Hertz,
podendo ser negativa ou positiva (embora isso ndo se reflita num espectro normal) e
depende da distancia entre os nicleos (nimero de ligagdes quimicas entre eles) ¢ da

estrutura molecular.
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A equagdo 2.31 € vélida para espectros de 1* ordem, ou seja, para espectros em
que &; - & >>J;. Diz-se nesse caso que os nicleos estdo fracamente acoplados e sdo
por vezes representados simbolicamente por letras afastadas do alfabeto (ex.: AX,
AMX). Os espectros que ndo obedecem a condigdo J; - § >> J;; dizem-se de 22 ordem
e apresentam distor¢des na intensidade € na composigdo dos sinais dos multipletos.
Diz-se entdo que os niicleos estdo fortemente acoplados e representam-se simbolica-
mente por letras contiguas do alfabeto: AB, A,BC.

O desacoplamento entre niicleos ocorre naturalmente, por vezes, mas também
pode ser provocado. Quando um de dois niicleos acoplados estd em permuta rédpida
intra ou intermolecularmente (com o solvente por exemplo), o outro sente apenas o
valor médio dos estados de spin do primeiro, valor esse que ¢ sempre zero. O desa-
coplamento pode ser induzido artificialmente através da saturagdo selectiva de um
dos nucleos, que se obtém irradiando um dos multipletos com uma radiofrequéncia
continua de baixa poténcia. Este desacoplamento selectivo é geralmente usado entre
nicleos da mesma espécie (desacoplamento homonuclear) mas também pode ser
heteronuclear. Refira-se também que o desacoplamento pode ndo ser selectivo,
como quando se pretende desacoplar os nicleos de °C de uma amostra dos niicleos

de hidrogénio (desacoplamento heteronuclear).

1.5 Permuta quimica

O EFEITO DE PROCESSOS DINAMICOs a nivel molecular tém muitas vezes reflexo nos
espectros de RMN se ocorrerem préximo da sua escala temporal (Figura 2.3). A per-
muta intermolecular entre locais magneticamente ndo equivalentes em equilibrio
termodindmico € um desses processos e os seus efeitos nos espectros de RMN podem
ser utilizados para a medigao de constantes de equilibrio, constantes de velocidade ou
parametros termodindmicos do processo, €, em casos favordveis, para obter informa-
Géo sobre o préprio mecanismo da permuta.

No chamado regime de troca muito lenta, cada uma das espécies em solugdo
mostra um espectro especifico, apesar de se poderem interconverter (Figura 2.4).
O espectro total € apenas a soma dos espectros individuais e a largura das bandas é

proporcional a (1/7T3) + (1/ Ty)ins. (largura natural da banda mais a contribui¢do da
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nao homogeneidade do campo). No regime de troca lenta, embora os espectros das
diferentes espécies em troca permanegam separados podem ser observados alarga-
mento de banda que sdo proporcionais a (1/ T2) + (1/ To)inse + (1/ To)iroca. NO regime
intermédio de troca os espectros individuais das espécies que se interconvertem
desaparecem para coalescer num espectro médio (desvios quimicos e constantes de
acoplamento médios). Préximo deste regime as larguras de banda sdo muito eleva-
das (a detecgao do espectro pode mesmo desaparecer) e traduzem fundamentalmente
as caracteristicas cinéticas da permuta. No regime de troca rdpida apenas o espectro
médio € observado mas com alargamento de bandas devido a permuta, alargamento
esse que desaparece no regime de troca muito rdpida.

Cada nicleo de uma molécula pode ter o seu regime de troca especifico no
espectro de RMN, para determinadas condig¢des, uma vez que ele € fungdo também
da diferenca de desvios quimicos entre as espécies que se interconvertem. E muitas
vezes possivel alterar o regime relativamente 2 escala de tempo RMN fazendo variar,
por exemplo, as concentragdes das espécies, a magnitude do campo magnético ou a

temperatura.

1.6 Relaxacao

CoMo FoI JA REFERIDO, 0 trabalho efectuado por B; sobre a magnetizagdo provoca um
aumento da energia do sistema de spins (diminui¢do de M, ) devido as transi¢des de

estado de spin. Tem também como efeito aumentar a coeréncia de fase no plano xy

0% 10% 102 10" 10 10" 10 10%  10*
.k(S-T) . o ; ; !.._ i | R g . 1 |
— i . ; Perfil de banda >C o

Perfil de banda 'H

Transf. de saturagao

Relaxagao 'H

Relaxacio "°C

Figura 2.3 — Constantes de velocidade e métodos de RMN ap!ic’:éveis'n_a sua medida.
(Reproduzido da referéncia 22}
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que se traduz no aumento de M, e de M, e, consequentemente, numa diminuigdo da
entropia do sistema. O processo de relaxagdo, que conduz o sistema a uma distribui-
¢do de populagdes de Maxwell-Boltzmann, ndo ocorre por emissdo expontinea de
energia. As transigdes entre as orientagdes do momento magnético dos niicleos
necessarias para o restabelecimento do equilibrio sdo provocadas por campos magné-
ticos aleatdrios e flutuantes que existem préximo dos nicleos.

O campo magnético isotrépico aleatdrio total sentido por um certo nicleo é em
média nulo e provém da prdpria molécula ou de moléculas vizinhas em movimento
Browniano. Este campo local, que depende de By, € oscilante sendo composto por
um certo intervalo de frequéncias; a sua componente no plano xy eficaz na promogao
de transi¢des € a que oscila com a frequéncia de Larmor. Esta € a chamada contri-
bui¢do ndo-adiabdtica ou nido-secular para a relaxa¢do longitudinal e transversal.
A alteragdo das populagdes provocado por este mecanismo implica a relaxagio de M,
que € um processo dependente de T,'. A incerteza introduzida no estado de spin tem
como resultado o aumento da largura de banda e logo contribui para a relaxagio
transversal, ou seja, para i

A componente longitudinal do campo aleatério local nao induz transigdes de
spin mas soma-se a B, provocando assim um alargamento de banda directo por
introduzir flutuagdes nos niveis de energia. Esta é a chamada contribuigdo adiabdtica
ou secular para a relaxagao transversal e consequentemente para :

Existem diversos tipos de mecanismos que levam a relaxagdo nuclear. Dentre
eles, os mais importantes sdo as interacgdes dipolo-dipolo (DD), a anisotropia de
desvio quimico (ADQ), as interacgdes spin-rotagdo (SR) e as interacgdes de
acoplamento escalar (AE) (ndo serd aqui feita referéncia ao efeito de nicleos com
momento quadrupolar ou de espécies paramagnéticas na relaxagdo). Passa-se a
descrever brevemente 0s mecanismos acima referidos; uma descri¢do mais detalhada
serd encontrada noutras secgoes.

DD - A interacgdo dipolar entre nicleos é muitas vezes 0 mecanismo mais
importante de relaxa¢do e tem origem na translagdo e rotagdo dos spins na amostra
que, ao Criarem campos magnéticos aleatdrios locais, contribuem para a relaxagao

nuclear.
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ADQ - Como j4 foi referido, a anisotropia de protecgdo electrénica provoca
variagdes no campo total sentido pelos niicleos, dependendo da orientagdo da molé-
cula relativamente a By. Devido ao movimento molecular cria-se um campo magné-
tico oscilante capaz de provocar transigdes concorrentes para a relaxacdo. Esta
contribui¢do depende assim da simetria de distribui¢ao da densidade electrénica em
torno do nicleo.

SR - A rotagdo molecular cria um campo magnético com origem nos electroes,
que acopla com o spin nuclear. O mecanismo de relaxagdo € proporcionado neste
caso por colisdes que interrompem o acoplamento e a sua eficdcia depende de um
tempo de correlagdo Tz relacionado com o tempo médio entre colisoes.

AE - O acoplamento indirecto entre dois nicleos baseia-se na interacgao miitua
dos seus campos magnéticos e por isso a variagdo com o tempo de um deles cria um
mecanismo de relaxagdo para o outro. Isto pode ocorrer por duas vias: por troca
quimica (relaxa¢do AE de primeiro tipo) ou por relaxac¢do de um dos spins (relaxagdo
AE de segundo tipo).

As constantes de velocidade de relaxagdo provenientes de cada mecanismo

contribuem aditivamente para Tl'l e Tz'l.

1.7 Aspectos praticos instrumentais

NuM ESPECTROMETRO DE RMN-TF (transformada de Fourier) de alta resolugdo a
amostra encontra-se dentro de uma sonda que contém os filtros, circuitos ressonantes
e solendides necessdrios para a emissdo e recepgdo das ondas de radiofrequéncia.
Contém ainda a possibilidade de aceitar um fluxo de gds ¢ um termopar para o
controlo da temperatura da amostra. A sonda encontra-se por sua vez no eixo central
de um solendide supercondutor que gera o campo magnético By. Estes espectré-
metros possuem também electromagnetes (shims) que permitem fazer variagdes em
By para a correcgao da sua ndo homogeneidade dentro do volume de amostra a
analisar. E também possivel fazer rodar a amostra em torno do seu eixo vertical, por
meio de um fluxo de ar, com o objectivo de minorar o efeito das variagdes de By no

plano xy sobre as formas de banda.
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Pequenas variagdes de By com o tempo (drifting) podem ser detectadas e con-
troladas pelo espectrémetro através da andlise da variagdo da frequéncia de um
nicleo que exista abundantemente na amostra. Devido a utiliza¢do frequente de
solventes deuterados, com o fim de evitar o aparecimento de fortes sinais de solvente
nos espectros de 'H, o niicleo de *H é frequentemente utilizado pelos espectrometros
para fazer o encravamento campo-frequéncia (lock).

O computador tem um papel central num espectrometro de RMN-TF pois € ele
que controla a temporizagdo dos acontecimentos pré-programados pelo operador
através de interfaces adequados.

Os passos para obter um espectro unidimensional simples sdo: 1-definir uma
série de pardmetros que vdo ser necessarios ao computador para levar a cabo a expe-
riéncia (largura espectral ou o nimero de aquisi¢des por exemplo); 2- aquisigdo do
FID (evolugdo e acumulagdo); 3- processamento do FID (apodizagdes, etc.); 4-trans-
formagdo de Fourier do FID para obter o espectro de RMN; 5- processamento do
espectro (ajuste de fase, ajuste da referéncia, correc¢do da linha de base, etc.).

No passo | € necessdrio definir o nimero de pontos que vdo ser usados para
armazenar os FID's bem como o nimero de pontos da transformada de Fourier, a
largura espectral, a frequéncia do transmissor, o tempo de relaxagdo entre dois im-
pulsos e o nimero de acumulagdes, entre outros parametros. A largura espectral €
limitada pela velocidade mdxima de amostragem do conversor analdgico-digital,
como consequéncia do teorema de Nyquist [30].

O passo 2 € executado automdticamente pelo espectrometro e inclui a repeti¢do
da seguinte sequéncia: tempo de relaxagao - excita¢do (impulso de radiofrequéncia) -
tempo de espera - aquisicdo (detec¢do e armazenamento). O tempo de espera €
muito curto e € em geral necessdrio para possibilitar aos circuitos electrénicos a
comutagdo entre emissdo € recepgdo. Este atraso € responsdvel por distor¢des de
fase que podem ser corrigidas no passo 5.

O passo 3 destina-se a fazer modificagdes no FID antes da sua transformagao.
Em geral procede-se a uma multiplicagdao do FID por uma fun¢do paramétrica com o

fim de aumentar a relagdo sinal/ruido ou aumentar a resolugdo do espectro.
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Apés a ransformagdo de Fourier, o espectro resultante mostra quase sempre
distor¢oes de fase. Existem distorgdes nao dependentes da frequéncia, ditas de
primeira ordem, e dependentes da frequéncia (segunda ordem). Estas distor¢des sdo
corrigidas automdticamente ou manualmente por ajuste numérico. E frequente tam-
bém ter necessidade de corrigir a linha de base para o nivel zero.

A intensidade dos sinais € o integral da sua fungfo de frequéncia e a medigio
pode ser feita numéricamente pelo computador do espectrémetro. As quantidades
relativas de cada tipo de niicleo sdo proporcionais aos seus integrais se ndo houver
truncagem da relaxagdo ou transferéncia de polarizagdo por EON (efeito Overhauser
nuclear) diferentes de nicleo para nidcleo. Esta € uma razio pela qual é quase
sempre ficil fazer essa determinagdo para 'H ¢ nem sempre o € para e por esta
dltima espécie de nicleo ter maiores e mais variados tempos de relaxag¢do. Factores
de erro nesta medicdo vém de distorgdes da linha de base e sobreposi¢do de bandas,
por exemplo, sendo dificil alcangar margens de erro inferiores a 5%. Se os integrais
forem utilizados para determinagdes analiticas torna-se necessdrio recorrer a virias
medi¢des para calcular uma média e o respectivo desvio padrio. A sobreposigio de
bandas implica fazer uma andlise da sua forma (lorentziana ou gaussiana) e recorrer a
um ajuste paramétrico para calcular os integrais.

O método de RMN de onda pulsada tem como vantagem relativamente ao
método mais antigo de onda continua a irradiagfo simultdnea de todas as frequéncias
dentro de um determinado intervalo o que permite obter espectros com maior rapi-
dez. A digitalizagdo ¢ armazenamento permitemn somar FID's sucessivos, obtidos
com impulsos intervalados de um certo tempo para aquisi¢do e relaxagdo, o que
proporciona um ganho em sensibilidade. A intensidade do sinal RMN € proporcional
a0 nimero de acumulagdes (em condigdes boas de relaxagdo) enquanto que a intensi-
dade do ruido € apenas proporcional 4 raiz quadrada desse nimero. Outra vantagem
do método de onda pulsada € a possibilidade de controlar a orientagdo da magnetiza-
¢d0 das mais variadas maneiras. Isso determinou o aparecimento de sequéncias de
impulsos que permitem obter espectros com informacdo que anteriormente era im-

possivel de obter directa ou indirectamente [31].
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2. Formalismo de operadores para a descri¢ao de experiéncias de RMN

2.1 Operadores de spin
O MOMENTO ANGULAR DE SPIN de um nicleo ou de um conjunto de nicleos, a que
corresponde o operador /, pode ser representado por trés componentes com 0S Tes-
pectivos operadores /,, /, € [, sendo que I =I’+ Iy2+122. Definem-se ainda os
operadores de subida e descida /, e /. da seguinte forma: [, = [, +1l,e [. =1,-1],.
As propriedades destes operadores na base lay, 1) (representagio simbélica para
|7, m; ) com valores [1/2, 1/2) e [1/2, -1/2) respectivamente) podem ser resumidas

pelas matrizes de Pauli, Figura 2.5.

2.2 Hamiltoniano de spin nuclear

O HAMILTONIANO DE SPIN NUCLEAR, H, para sistemas em fase liquida com movimento
isotrdpico, actua apenas, tal como o como o nome indica, sobre as varidveis do spin
nuclear e pode ter vdrias contribui¢des aditivas, dependentes ou independentes do
tempo. Os estados estaciondrios deste Hamiltoniano sdo obtidos por combinagdo
linear dos produtos entre os estados de spin (a ou ) das fungdes de onda de todos
os nicleos do sistema.

O Hamiltoniano de spin nuclear ndo dependente do tempo, Hy, pode ser expres-
so como a soma de duas contribui¢des independentes: uma descrevendo a interac¢do
do spin nuclear com By (interacgdo Zeeman) ¢ a outra relacionada com o

acoplamento escalar entre spins:
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Lol e
i[O g A ke
corrale g e el B

Figura 2.5 — Definigao da matriz de Pauli para um operador genérica O ¢ para os operadores de
spin cartesianos e de subida e descida na base( |a), |8)) definida no texto.
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Hy=Hy +H* =- in Vi L+ Dy i n T L L (2.32)
em que V;=%(1- 6,°°) BoJ;, ¢ N igual ao nimero de nicleos no espectro, sendo
vdlida para sistemas com acoplamento forte.

A contribui¢do para H resultante da interacgdo do campo de rddio-frequéncia
de observagdo B, com o sistema de spins tem uma representagdo semelhante ao
Hamiltoniano de Zeeman,

Hes()) = -Zimw %1 Bi(0), (2.33)
e pode ser independente do tempo se, como € frequente, se considerar relativo a um
referencial rotativo (x', y', z) com a frequéncia de B,. E de notar que H, é invariante
relativamente ao referéncial fixo ou rotativo, isto €, € invariante a rotagdes em torno
do eixo dos zz.

Para moléculas com movimentos rdpidos e isotrépicos, o acoplamento dipolar
directo, que € de magnitude vdrias ordens de grandeza superior ao acoplamento
indirecto (escalar), €, em média, nulo, tendo apenas como efeito a criagdo de um
mecanismo de relaxagao. A sua contribuigdo, quer dependente do tempo, quer esta-
ciondria, para o Hamiltoniano de spin nuclear, bem como a de outros mecanismos de

relaxagdo, serd considerada detalhadamente em secgdes seguintes.

2.3 O operador densidade

CONSIDERE-SE UM SISTEMA sub-microscopico cujo estado € descrito por uma fungio de
onda Y e represente-se esta por uma combinagdo linear de fungdes proprias de Hy, @;:
y=2icio (2.34)
A variagdo de y € dada pela variagdo dos coeficientes ¢; o que permite definir os
elementos p,, de um operador p(f), operador densidade, como os produtos dos
coeficientes c; tal que:
P = | a0 (0 Cahn 0 = o (235)
Para a descrigdo de uma amostra macroscépica € necessdrio considerar a média deste
operador no volume observado.
Os coeficientes ¢;, sendo nimeros complexos, podem ser escritos na forma
¢;= lcil % e vem:

P =t = Il | ™! (2.36)
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Assim, na base de funcdes proprias de H, os elementos da matriz densidade fora da
diagonal, p; (i # /), sendo diferentes de zero (dngulos ¢; e @; nao aleatdrios), descre-
vem coeréncia de fase entre dois estados correspondente 2 transi¢do n —> m enquan-
to que os elementos da diagonal, p;;, sdo iguais a populagdo relativa do estado i, se a
matriz densidade estiver normalizada (fungdes de estado normalizadas). A matriz
densidade pode descrever assim o estado de um conjunto de spins num determinado
momento.

Para aplicagdoes em RMN, uma vez que todas as observagoes sdo feitas no
sistema de spins, € geralmente suficiente calcular os valores esperados de um conjun-
to restrito de operadores que actuam exclusivamente sobre as varidveis de spin nucle-
ar, sendo os restantes graus de liberdade atribuidos & rede. Assim, para o cdlculo
desses valores, ndo € necessdrio considerar o operador densidade total p mas apenas
um operador densidade reduzido, 0. A sua definigdo assenta na expressdo das
funges do sistemna total |ot) como produtos |fs) onde f depende de varidveis da rede
e s de varidveis do sistema de spins:

('l o () ls) = Ze{s'Flote) | fs) (2.37)

ou
o (1) = wA p() (2.38)
onde try significa o trago parcial com respeito as varidveis da rede. O valor esperado

para uma varidvel @ serd assim dado por

@) =u{Qc®} (2.39)

Expansao do operador densidade em operadores produto
Um formalismo que torna o significado fisico do operador densidade mais
evidente € que apresenta uma maior conveniéncia computacional foi introduzido por
Sgrensen er al. [32] e baseia-se na expressdo do operador densidade como uma
combinagdo linear de produtos de operadores de spin:
o () =X, by(0) 2970 [y (1) (2.40)
onde N € o nimero de spins 1/2 no sistema; £ € o indice do nuicleo; v=1x, y,ou z; g €

o nimero de operadores de um s6 spin € ay, € igual a 1 para g nicleos e igual a zero
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para os restantes N - g. Como exemplo, e considerando o referencial rotativo, I*
representa a magnetizacdo longitudinal do spin &, enquanto que /% ou /,* representam
a magnetizagdo transversal em-fase desse mesmo spin. Por outro lado, produtos
como 41, representam magnetizagdo transversal de um spin em anti-fase relativa-
mente a um outro spin enquanto que /X, representa coeréncia de quantum duplo
entre os spins & e /. E sempre possivel representar operadores de transi¢ao nuclear
através de combinagdes lineares destes operadores produto.

Os operadores correspondentes a magnetizagdo observdvel sdo apenas I, ¢ /,,

ou seja, operadores transversais de um dnico spin em-fase.

Evolugdo dos operadores produto

O efeito da precessdo (desvio quimico), acoplamento escalar ou impulsos nio
selectivos de rddio-frequéncia pode ser representado por operadores produto, chama-
dos operadores de evolugio, que actuam sobre os operadores que descrevem o estado
do sistema de spins, tendo o resultado um significado fisico evidente. As duas
primeiras operagdes (precessdo e acoplamento escalar) correspondem a rotagdes em
torno do eixo dos zz enquanto que os impulsos de rddio-frequéncia podem ser em
torno de qualquer eixo.

Para o desvio quimico relativo ao referencial rotativo, {2, o operador tem a
forma €47 /i, onde T designa o intervalo de tempo durante o qual dura a precessio.

= k » .
A sua acgdo sobre o operador /,” € a seguinte:

1: --------------------- > 1: cos(£,T )+ I: sen(£2,7 )
E visivel a analogia com a decomposi¢io de uma componente do vector
magnetiza¢ao no plano xy devido 2 sua rotagdo em torno do eixo dos zz.
O acoplamento escalar € representado pelo operador bilinear em operadores de
spin 7 Ju T 21,1, cuja acgdo sobre a magnetizagdo transversal de um spin k pode ser

entendida pelo seguinte exemplo para o acoplamento entre dois spins, & € /:

k k ky 1
[y e 21, eo8(xt,0) + 1, sentwt,; 1)
sendo ainda de notar que do acoplamento escalar resultam frequentemente termos em

anti-fase.
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Um impulso ndo selectivo de rddio-frequéncia € representado pelo operador
ﬁlxk (caso de transmissdo de radiagdo com a direcgdo e o sentido do semi-eixo
positivo dos xx) sendo 3 o valor do dngulo de rotagdo da magnetizagdo durante o

impulso. O seu efeito sobre um operador I} (magnetizagdo longitudinal) é:

Iy e > I,k cosfi— I)k senf3
onde o sinal negativo provém da convengdo sobre as rotagoes dos operadores produ-
to. Esta conven¢do, introduzida por Sorensen et al. [32], € oposta a estabelecida para
a rotagdo da magnetizagdo, sob o efeito de bindrios produzidos pelos diversos cam-
pos magnéticos, no modelo vectorial. Na Figura 2.6 € apresentado o resultado da
acgdo de operadores de evolucao sobre os operadores que descrevem o estado do
sistema de spins onde essa convengao € aplicada [30].

Este formalismo permite analisar, de uma forma simples, o comportamento de
um sistema de spins sujeito a uma sequéncia de impulsos. E de notar que as diversas
transformagdes implicitas numa sequéncia de impulsos podem ser descritas por
ac¢do dos operadores de evolugdo numa ordem diferente da existente na sequéncia,

para um sistema com acoplamentos fracos.

Mapas de ordem de coeréncia

Ao longo da fase de excitagdo numa experiéncia de RMN o sistema de spins
pode percorrer vdrios estados, representados pelos diversos operadores produto.
A ordem mdxima e minima de coeréncia de um operador produto € dada pelo nime-
ro de operadores de spin transversais presentes nesse produto de operadores. As or-
dens de coeréncia de um operador produto podem ser obtidas substituindo os opera-
dores transversais por operadores de subida e descida; por exemplo: 21,'1.* contém
ordens de coerénciap =+1 e p =-1 (lembrar que I, =1, + il), 41,11,2[,3 possui p = +3,
+1,-1,-3 e para 41,'L,’1,’ temos p = +2, 0, -2.

Um impulso ndo selectivo de rddio-frequéncia, ao contrdrio do que € observado
para a precessdo ou para o acoplamento escalar, pode provocar alteragdes da ordem

de coeréncia. Esse impulso tem a capacidade de excitar todas as ordens de coeréncia
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Tabela 2. 1 —Resultados da: acgao dos operadores de avoiugao (prlmetra ilnha) sobre os
o operadores produto que descrevem o estado do 5|stema (pnmalra coluna) (Heproduzndo da
refarenc:a 30) ; e s

entre p=n € p =-n em que n € 0 nimero de termos num operador produto. Como
esta excitagdo ndo €, em geral, selectiva, abrangendo vdrias ordens de coeréncia,
torna-se necessdrio aplicar um filtro que seleccione apenas aqueles saltos ou transfe-
réncias de ordem de coeréncia desejados. A forma mais vulgar de o conseguir ¢
fazendo a ciclizagdo de fase dos impulsos da sequéncia, coordenando com a cicliza-
¢do da fase do receptor [33].

Um ciclo de fase para um impulso caracteriza-se pelo incremento, de FID para
FID, da fase desse impulso de uma quantidade A@. A selectividade N de um ciclo de
fase € definida como a sua capacidade para rejeitar todos os saltos de coeréncia (Ap)
diferentes de N e dos seus miiltiplos inteiros, sendo A@ =271 /N. A fase do receptor
deve ser coordenada com os incrementos A¢; de cada impulso i de uma sequéncia,
por forma a proporcionar a adi¢do dos sinais interessantes e a subtraccdo dos
indesejados. A fase do detector € calculada pela expressdo @ =-Z ApA@;. Por
convengao, € detectada a ordem de coeréncia p =-1. As Figuras 8.4 ¢ 8.5 mostram

exemplos de ciclos de fase com as tabelas que os permitiu calcular.




38 Capituro 2

3. Descrigao semi-classica da relaxaciao em RMN

3.1 Teoria BPP da relaxacio em RMN

BLOEMBERGEN, PURCELL E POUND desenvolveram uma teoria de relaxagdo nuclear,
denominada posteriormente BPP, de que se apresentam alguns aspectos de seguida.
Nesta teoria baseia-se a descrigdo semi-cldssica da relaxa¢do em RMN tal como foi
desenvolvida e apresentada por Redfield [34], Abragam [35], Ernst [23] e
McConnel [25].

O nimero de transi¢ées por unidade de tempo induzidas pelo campo local
aleat6rio B, = (B,")o f(1), onde (B,"); é a amplitude média r.m.s. (root-mean-square)
do campo e f(t) uma fungdo aleatéria com média zero e média r.m.s. 1, sobre um
sistema isolado de spins do mesmo tipo, pode ser deduzida pela teoria das perturba-
¢oes como sendo expressa por

Wi=(1/4) v B J(®) (2.41)
onde J(w) representa a poténcia da frequéncia @. J designa-se por densidade
espectral e estd relacionada com f(t). Como se supds que (B,L)o = (B,L)O e ambas
contribuem de igual forma para a relaxagdo vem que

Wi=(1/2) 7" B J(@) (2.42)
Como cada transig@o altera a diferenga entre populagdes de 2 obtem-se

T =2W =7" (B J(o) (2.43)
A fungdo J estd obviamente relacionada com a movimentagdo molecular e especifi-
camente com f(f) através da fungdo de autocorrelagio
G(1) = finfir+o) (2.44)
onde a linha superior indica o valor médio de um conjunto macroscdpico. Assume-
se que G(7) tem um decaimento exponencial com 7
G(n) =™, (2.45)
onde t. € o tempo de correlagdo do movimento rotacional isotrépico, cuja transfor-
mada de Fourier € a chamada fun¢do de densidade espectral reduzida
Jw)=1./(1+ ' t). (2.46)
A constante T estd assim relacionada com o tamanho das moléculas pois 7. € menor

) . S 2 .2
para moléculas menores (movimento mais rdpido). Quando ®" 7" << 1 temos a
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chamada condig¢@o de estreitamento extremo onde J(w) = 7. que € a situagdo mais
vulgar para pequenas moléculas em solventes muito pouco viscosos. Para macromo-
léculas, no entanto, T, tem valores menores (relaxagdo mais rdpida) uma vez que T,
pode atingir valores mais elevados e a aproximagdo J(®) = . ndo é vilida.
Para T, existe contribui¢do secular e ndo secular o que permite deduzir a
expressao
Ty = QY+ (12) ¥* B’ J(O) (2.47)
Uma vez que B." ndo provoca transigdes, o ultimo termo de 2.47 depende de J(0).

A teoria BPP € vilida apenas no regime de colisGes fracas em que 7, < T5.

3.2 Superoperador de relaxacio

Para a equagdo de variagdo de o com o tempo € necessdrio usar um Hamiltoniano
que seja a soma do termo da interacgdo de Zeeman e da interacgdo indirecta
(acoplamento escalar) com uma componente que descreve o acoplamento do sistema
de spins com a rede, conducente 2 relaxagéo.

O fenémeno da relaxagdo pode ser considerado como tendo origem numa
perturba¢do aleatéria e dependente do tempo que contribui uma componente estacio-
néria H,(r) para o Hamiltoniano total: H = Ho+ H\(f). Assim temos que:

do/dt=-i[Ho+ H\(D), 0] (2.48)
O desenvolvimento do comutador permite escrever a equagio 2.48 sob a forma
d o/dt=-i[Hy, 0] -i[H(t), o] (2.49)
O termo [Hy, o] pode ser considerado como um superoperador H gerado por Hy que
tem como fungSes proprias combinagdes lineares de operadores produto (representa-
¢do de 0) [36]. No caso dessas combinages representarem transigdes, os valores
préprios serdo as frequéncias das transi¢des respectivas. O termo [H,(f) , 0] Tepre-
senta a interacgdo do sistema de spins com a rede e pode igualmente ser considerado
como o superoperador de relaxagdo I” gerado por H,(r) que actua sobre o e cujos
valores proprios sdo as probabilidades de transi¢do entre dois elementos da matriz
densidade. A expressio do movimento de o na base de H, permite assim obter a
equagdo matricial

do/dr =(-iH-R) o (2.50)
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onde H € a supermatriz do Hamiltoniano independente do tempo e R € a supermatriz
de relaxagao cujos elementos determinam o decaimento dos elementos do operador
densidade para o seu valor de equilibrio, & € que, devido a estacionaridade de H,(?),
sdo constantes no tempo. E de notar que este decaimento pode nio ser mono-
exponencial, como geralmente se admite. A equagdo 2.50 pode muitas vezes ser
simplificada se for sujeita a uma transformacdo unitdria [37,38]

Xdo/dt = X(-iH - R)X ' Xo (2.51)
que diagonaliza H e transforma os produtos de operadores (na expansio de ¢ referi-
da anteriormente) em operadores de transi¢ao e os elementos de R nas suas velocida-
des de relaxagdo.

Para o célculo dos elementos de R podemos expandir o Hamiltoniano de inter-
acgdo com a rede da seguinte forma:
Hy(t) = X, K 9790 V9 (2.52)
onde V¥ (V' = V') 530 operadores que actuam apenas no sistema de spins, Y
(Y("")(r) = Y{‘?)*(t)) sdo fungdes aleatdrias cldssicas representando o tipo de movimento
da rede ¢ K é uma constante de interaccdo. O indice ¢ distingue as componentes
dos tensores irredutiveis que definem as diversas interacgdes que se podem conside-
rar. Esta forma de exprimir a interac¢do do sistema de spins com a rede, que traduz o
cardcter semi-cldssico da teoria, permite definir vdrios tipos de mecanismos de rela-
xagdo (dois exemplos serdo considerados detalhadamente mais adiante). Nesta for-
mulagdo semicldssica ndo se consideram estados discretos na rede ¢ o seu
acoplamento com o sistema de spins, este sim descrito por operadores adequados a
interacgao, € dado por fungdes aleatdrias reais dependentes do tempo.
A equagdo 2.48 pode ser modificada para a sua representagdo de interacgdo

usando as substituigoes

o™ = gt (2.53)
Hy(n)™ = e Hy(r) (2.54)

obtendo-se:
dd™/dr = -i[H\(D)™, ™ (2.55)

Integrando 2.55 por aproximagoes sucessivas até segunda ordem (varidveis 7 e ') e

diferenciando novamente usando uma substitui¢do de varidvel (¢ - t' = 7) obtém-se:
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do™/de = - JO"[H, O™ [H(t-D™, 6™(0)-00 1] dt (2.56)
onde a linha superior indica, como foi definido anteriormente, a média entre todos os
sisternas da amostra macroscopica no intervalo de tempo 7. Na obtengio de 2.56 foi
considerada desprezével a correlagdo entre H,()™ e 0™ ao fazer a média sobre todo
o volume; ™ representa agora essa média. A dedugdo feita para obter 2.56 € vdlida
para ¢, <<t, Ty, T; onde t. € o tempo de correlagdo dos processos aleatdrios descritos
por?Y.

Para reescrever 2.56 na forma de operador considera-se a expansdo de H,(¢) na
sua forma de interac¢io:
H()™ =™ Hy(t) e ™ = LT, K9 V) v, @ 7, (2.57)
Uma vez que VP(") $do operadores proprios do superoperador Hamiltoniano, o indice
p relaciona estes operadores com as frequéncias @, que sdo os valores proprios do
superoperador.
A substituigdo de H (@™ em 2.56 implica a defini¢do da fungdo de auto-correla-
ciodeY
g9(1) = Y9) Y9 (1+0), (2.58)
que € uma fungdo real e par, bem como da fun¢do da poténcia de densidade espectral
gerada por F, que se pode calcular fazendo a transformada de Fourier de 2.58:
T4 (@) = f:“ g9 ™ dr (2.59)
Obtém-se assim uma expressdo geral para o superoperador de relaxacdo
do™/dr = -Xy 12y S (0,7) [V, D1V, 9, 0™(0)-004 11 ¥ ™ (2.60)
que € a equagdo de relaxagio de o™ na forma de operador. Duas simplificagGes
nesta equagdo sdo justificdveis [35]. A primeira pressupde que, ao fazer a média, as
fungoes Y(‘”(r) sdo estatisticamente independentes, ou seja, que
g5 =8, 4D (2.61)
Jo N e) = §, 4 S W) (2.62)
0 que permite elimina a varidvel ¢' no somatdrio da equagdo 2.60. A outra vai
restringir a equagdo 2.60 aos termos seculares, ou seja, aqueles para os quais
@ = g ¢ e

@y

1). Esta condigdo apenas se verifica para p =p', o que
elimina p' do somatério em 2.60. Obtém-se assim a forma simplificada de 2.60

do™/de = -Z.Z, I (0,?) [4,2[4,9, 0™(1)-0u. 1. (2.63)
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Tal como H,, o superoperador de relaxacdo € invariante quanto a transformagdo do
referencial rotativo para o referencial do laboratdrio.

E agora possivel reescrever 2.49 como

do(®)/dr = -iH{o (1)} - I{0(1)-00} (2.64)
onde H{ o} =[Hy,0] e
Mo} =22, 7% (&) V,S[V,?, o1] (2.65)
Estas equagdes formam a base da andlise quéntica dos espectros de RMN. A equa-
¢do 2.65 foi usada para o cdlculo computacional de constantes de relaxagdo transver-
sal na terceira parte deste trabalho.

Representando a equagdo 2.56 numa base do Hamiltoniano Hy, com fungdes
proprias o> e IB>, obtém-se a equagdo generalizada da variagdo da matriz densidade
com o tempo, equagao de Redfield [34]:

d0ue™/dt = Zgg € PP R s 45 (Opg™- Oppeq.) (2.66)
onde R,y gp $30 0s elementos da matriz de relaxagdo de Redfield. A restrigdo do
somatdrio aos termos seculares (@ys- Wy, = 0) torna 2.66 invariante quanto 3 mudanga
de referencial permitindo obter

A/t = -10aw Ou(t) + 2pp Raw s (Opp-Opgeq) (2.67)
que € a representagdo matricial de 2.64.

A evolugdo, na representagdo de interacgio, do valor macroscépico observado
Q(t) de um operador Q que actua sobre um sistema S € dada por [26]:

d(Q)/dt = r{Q do™/dr) =
L2, S, (v, 1V, 2,00 - (V. [V, .01 Dea. ) (2.68)
Implicitas nas equagdes de Bloch (2.10) estdo as relagoes
dlI)/de = ()L deq) / T (2.69)
Al yde = () [ Ts (2.70)
E assim evidente que se se substituir Q por [, I, ou [, em (2.68) e a sua simplificagdo
conduzir a (2.69) ou (2.70) as velocidades de relaxagdo serdo os coeficientes do
membro direito de (2.68) [25].
Hamiltonianos de interac¢do
Os elementos da expansdo do Hamiltoniano de relaxagdo dependem do tipo de

interacgdo e do tipo de movimento molecular. Este Hamiltoniano pode ser dividido
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em vdrias parcelas em que cada uma representa um tipo de relaxagio:
Hy=Hpp+Hapg+Has + ... (2.71)
Para a energia potencial mutua de interagdo entre dois dipolos magnéticos
temos classicamente:
U = ((etd/r’ - 3tera)(uera)/r’) po/(4m) (2.72)
onde ry € o vector distincia entre os dois dipolos (niicleos) £ e / (ver Figura 2.6),
com modulo ry, € U € a constante de permeabilidade magnética do vazio. O Hamil-
toniano correspondente € obtido fazendo a substitui¢do 1 = y(h/(27)) I:
Hop = r 5 (WQ2m)* po/(47) {(TeT) - 3(er) Arr)/re’) (2.73)
Expandindo os produtos escalares em coordenadas polares, Figura 2.2, e generalizan-
do para um nimero N de spins, obtém-se a expressdo deste Hamiltoniano em termos
de um tensor esférico irredutivel de operadores [25]:

Hpp,, = Zk:lﬂ-l;l:lﬂ;deF-ZZ Dy Yz,u(q)(eu(f),ﬁou(f)) Vi (2.74)
com Vi = LI - (U + 11,5, Vil = -Gy + L) e Vi = -(3/4) 1A
onde By € @y sdo os dngulos formados pelo vector internuclear ry e a direcgdo do
eixo dos zz (ver Figura 2.2) e em que Dy = rk{3 HH (}1/(271:))2 Uo/(4m) € por vezes
designada constante de acoplamento dipolar.

O Hamiltoniano Hpp € flutuante devido ao movimento molecular rotacional,
considerado neste trabalho como aleatdrio e isotrdpico, que modula as fungdes Y, ,u(‘”

que possuem valor médio O e média rm.s. 1. A poténcia do campo magnético

L ux

Figura 2.6 — DefinicSes geométricas para a interacgéo dipolo-dipolo entre dais nicleos k e .
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aleatério gerado por este movimento para interacgdes intramoleculares pode ser rela-
cionado com o seu tempo de correlagdo rotacional t, sendo proporcional a J(w) tal
como foi definido em 2.46.

O Hamiltoniano de relaxagio por anisotropia de desvio quimico € por natureza
intramolecular e flutuante, gerado pela reorientagdo molecular da molécula relativa-
mente ao campo magnético B,. Relativamente ao referencial do laboratério, este
Hamiltoniano, 2 semelhanc¢a de Hpp, pode escrever-se da seguinte forma

Hang, = Ziet 52=-1.1 Ce Y2u (60, 00)) Vic? (2.75)
com V,O=2 1%, v"= (6"%12) 1*e V"= (6'7/2) I *. Para uma simetria cilindrica do
campo de protecgdo magnética gerado pelos electrdes que envolvem o nicleo &, Cy €
definido por % By Ag, onde Ag, € a diferenca entre a protecgdo electronica transversal
e longitudinal relativamente ao tnico eixo de simetria do tensor de anisotropia.

A parte geométrica de Hapg, fungdes Y25 7(8:(0), (1), € semelhante a do
Hamiltoniano de interacgdo dipolar, envolvendo dois dngulos que definem a orienta-
¢do do eixo de simetria cilindrico relativamente ao campo magnético B,. As caracte-
risticas de frequéncia destas fungdes, para rotagdo aleatéria e isotrépica, dependem

também de 7. € sdo proporcionais a J(w) [38].

4. Algumas técnicas relevantes de RMN-FT

4.1 Supressio do sinal do solvente

A SUPRESSAO DO SINAL DO SOLVENTE € muitas vezes necessdria devido a grande diferen-
ca de intensidade entre os sinais da amostra e o sinal do solvente. Esta diferenga faz
com que os sinais do soluto desapare¢am ou fiquem com uma intensidade muito
menor que o esperado (mesmo tendo uma concentragdo razodvel) devido & limitagdo
da resolucdo e da gama dindmica do conversor analégico-digital.

Na maioria das experiéncias deste trabalho o solvente utilizado foi a dgua por
ser mais econémica que o correspondente Oxido de deutério € por possibilitar a
observacgio de sinais de protdes em regime de troca com o solvente. Para a supressao
do sinal da dgua podem ser utilizados métodos de pré-saturagdo ou de relaxagao
diferencial (WEFT, WATR [39]) mas o método escolhido foi a excitagdo selectiva

devido ao seu bom desempenho no espectrémetro utilizado [40].
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A sequéncia de impulsos utilizada ¢ conhecida por 1-3-3-1 devido & proporgdo
entre os tempos dos quatro impulsos que a compdem (o superlinhado significa um
desvio de fase de 180°): a-¢-3a-1-3a-t- a- aquisi¢do, onde 8 =90°. A utili-
zagdo de atenuagdo na poténcia do transmissor permite alcangar melhores resultados.
O espectro resultante mostra um ponto de excitagdo nula no centro do espectro, que
se faz coincidir com a frequéncia do sinal da dgua, e uma distincia até ao mdximo de

excitagdo igual a 1/(2r ). O espectro alterna de fase 180° apds cada nulo.

4.2 Espectros bidimensionais

Os ESPECTROS BIDIMENSIONAIS sdo conseguidos usando dois dominios de tempo (¢; € ;)
em vez de um (#;) nas sequéncias de impulsos que os produzem, sendo feitas portanto
duas transformacdes de Fourier para cada um desses dominios.

Um dos espectros bidimensionais usados neste trabalho para elucidagdo de
atribuicao foi do tipo de correlagdo de desvio quimico heteronuclear. Este tipo de
experiéncia baseia-se na transferéncia de coeréncia entre 'H ¢ °C (partindo de uma
sequéncia DEPT ou INEPT [31 e referéncias ai contidas]). Durante ; os sinais dos
nticleos de "°C sdo modulados com a frequéncia dos protdes a eles adjacentes, devido
ao seu acoplamento, estabelecendo-se assim a correlagdo entre os seus desvios qui-
micos. O resultado sdo sinais de correlagido entre a dimensdo f; (transformada de t,),
onde teremos os desvios quimicos de 'H, e f;, onde se encontram os desvios quimi-
cos do espectro de e

Noutros espectros bidimensionais, usadas para a medigio de tempos de relaxa-
¢3o de quantum nulo, decorrido o tempo #; dd-se a transferéncia de coeréncia homo-
nuclear entre coeréncias de quantum zero e quantum tnico através do acoplamento
homonuclear 'H-'H. Estes espectros foram adquiridos usando o método TPPI (time
proporcional fase incrementation) que consiste no incremento de 90° da fase do
primeiro impulso da sequéncia para cada incremento de ¢, [41]. Apds a transformada
de Fourier real dos pontos da dimensao f;, o espectro obtido € equivalente a execugio
de detecgdo em quadratura nas duas dimensdes (se for usada a detecgdo em
quadratura usual em f). Neste modo de detecgdo torna-se necessirio preservar,
através dos ciclos de fase apropriados, tanto as coeréncias de sinal positivo como as

de sinal negativo.
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43 Medicdode T, ede T,

UM mvpuLso DE 180° coLoca a magnetizagdo em -z 0 que permite a existéncia de
relaxagdo puramente longitudinal. Apdés um tempo ¢ a variagdo de M, devida a
relaxagio pode ser medida aplicando um impulso de 90° para colocar a magnetizagdo
no plano xy e medir a sua intensidade. Este € o chamado método da inversdo-
recuperagdo uma vez que se baseia na inversdo da magnetizagdo e respectiva relaxa-
¢do de volta ao equilibrio. O seu decaimento € essencialmente exponencial seguindo
a expressdo 2.21 para M,(0) = -Mo:

M,(1) - Mo = -2 Mpe"' ™ (2.76)

Para a medigdo de T,, a magnetizagdo deve ser colocada no eixo dos yy por
intermédio de um impulso de 90°,. A dissipagdo da coeréncia da magnetizagdo no
plano xy do referencial rotativo como resultado da relaxagdo transversal tem duas
contribuigdes, como jd foi referido: a falta de homogeneidade de By € 0s processos
aleatérios que criam os campos magnéticos oscilantes responsdveis pela chamada
"relaxagdo natural". A aplicagdo de um impulso de 180°, apés um tempo ¢ produz, ¢
segundos depois, uma refocagem dos vectores (eco de spin de Hahn [42]) que se
dispersaram devido a terem diferentes frequéncias por experimentarem diferentes
campos magnéticos causados pela inhomogeneidade de B,. Esta refocagem dos
desvios quimicos também elimina os efeitos da relaxagdo longitudinal que entretanto
ocorre bem como imperfeigdes na duragdo dos impulsos. Ao fim de um tempo 2 a
intensidade do vector magnetizagdo em y é menor que apds o impulso inicial de 90°
devido & relaxagdo natural irreversivel. Mais sequéncias de eco podem ser aplicadas
em série para obter tempos de relaxagdo varidveis, experiéncia que € conhecida por
Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) [43]. A intensidade dos ecos é dada por

M,(2nt) = M,'(0) e ™' (2.77)
onde n é o ndmero de ecos de spin efectuados.

Se a largura das bandas for proporcional apenas a 1/T3, ou seja, quando ndo
existe aprecidvel contribuigdo da falta de homogeneidade do campo magnético ou de
troca quimica, € possivel medir a constante de tempo de relaxagdo transversal aravés
da medigdo da largura das bandas. Inversamente, os valores tedricos para 7, podem

ser usados para fazer a simulagdo dos sinais de um espectro de RMN.
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A medi¢do da constante de tempo transversal para coeréncias de quantum
multiplo pode ser executada da mesma forma, substituindo o impulso de excita¢do de
90°, pela sequéncia 90°,- - 180° - 1 - 90°, que produz termos ndo observdveis de
quantum multiplo. Apds a sequéncia CPMG, durante a qual esses termos diminuem
de intensidade devido a relaxagdo, essa componente da magnetizagido pode ser obser-
vada por transferéncia de coeréncia para termos observaveis (quantum iinico).

Deve ser referido que, embora os desvios quimicos sejam refocados pela se-
quéncia de impulsos CPMG o mesmo ndo acontece com a evolugdo do acoplamento
escalar, o que se traduz em distorgdes de fase no espectro observado que serdo tanto
maiores quanto maior for 2nz. Isto aplica-se a todas as ordens de coeréncia afectadas

de acoplamento.
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Constantes de equilibrio quimico
e sua determinacdo por RMN

NEsTE CAPITULO SAO PRECISADOS alguns conceitos relacionados com o equilibrio qui-
mico, nomeadamente no que respeita a formagdo de complexos de metais de transi-
¢d0, bem como alguns termos do vocabuldrio utilizado. Em seguida pretende-se dar
uma panordmica geral sobre as técnicas e os métodos de determinagdo de constantes
de equilibrio utilizando a espectroscopia de RMN, sendo descritas algumas técnicas

grificas e computacionais para essa determinagio.

1. Constantes de estabilidade de complexos

Terminologia

A terminologia, as defini¢des e os conceitos usados neste trabalho sdo correntes
na drea do estudo do equilibrio quimico. Vale a pena no entanto precisar o significa-
do de alguns termos que sdo largamente utilizados ao longo do texto.

O termo "espécie” € utilizado para designar uma molécula ou ido molecular que
exista em solugdo. Em muitas equagGes quimicas serdo utilizadas abreviaturas que
permitam identificar as diferentes espécies facilmente; essas designagdes serdo clari-
ficadas no texto quando necessdrio. O termo "forma" é usado relativamente a uma
molécula para designar uma espécie que contém essa molécula. Como exemplo pode
ser considerado o caso de uma solugdo de citidina (Cit) e nitrato de zinco
(Zn(NO;);) em dgua; af serdo exemplos de espécies Cit, HCit", ZnCit™, Zn™" ),
ZnOH", NOj'aq), H;0, H;0" ¢ OH; Cit, HCit", ZnCit** sio formas de citidina,
ZnCit™, Zn2+(aq,), ZnOH", sdo formas de zinco(Il) e ZnOH", H,0, H;0' e OH sio
formas de dgua.

Grande parte do presente estudo incidiu sobre um tipo de reacgdes quimicas

relativamente bem definido, ou seja, a associagdo molecular através da formacio de
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uma ou mais ligagoes dativas entre moléculas que fornecem os electrdes de uma sua
orbital ndo ligante, os ligandos, a outras moléculas, catides metdlicos (simbolizados
pela letra M) ou moléculas que os contém, e que recebem essa densidade electronica
numa das suas orbitais ou combinagdo de orbitais (nesta ltima categoria sdo consi-
derados os catides H" e D). A este tipo de associagdo molecular serd chamado neste
trabalho "complexagdo” sendo o seu resultado o "complexo”. A expressdo "constan-
te de estabilidade” (simbolo geral K) € utilizada para designar a constante de equili-
brio para a formagido de um complexo ligando-metal, com as concentragoes sempre
expressas em mol dm”> (M).

Um "complexo bindrio" resulta da coordenagd@ao de um unico ligando a um
catifo metdlico enquanto que um "complexo temndrio” envolve um catido metdlico e
dois ligandos a ele coordenados. No caso desses ligandos serem diferentes o com-

plexo designa-se por "terndrio misto".

Complexos terndrios mistos

A formagdo preferencial dos complexos terndrios mistos MAB relativamente
aos complexos MA; e MB, numa solugdo equimolar de A e B tem em primeiro lugar
uma explicagdo estatistica, uma vez que o complexo misto tem maior probabilidade
de se formar [44], mas, no entanto, os complexos mistos sdo ainda mais estdveis do
que o que seria previsivel estatisticamente.

Experiéncias com ligandos pequenos e catides metdlicos do primeiro periodo
dos metais de transi¢do permitiram concluir que a neutralizagdo de carga € a pequena
perturbagdo estérica entre os ligandos sdo factores que favorecem a formagdo de
complexos terndrios mistos. Foi possivel também observar que o primeiro ligando a
coordenar-se ao catido metdlico tem muitas vezes um poder discriminatdrio sobre o
segundo ligando que entra na primeira esfera de coordenagdo [45], ou seja, existe um
efeito de cooperatividade entre os ligandos que por vezes envolve uma interacgao
directa entre eles.

No mecanismo de formagao dos complexos terndrios foi demonstrado que o
passo limitante da velocidade da reac¢do € a libertagio de moléculas de dgua da

primeira esfera de coordenagdo do catido metdlico quando o dtomo coordenante do
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ligando nao estd protonado; no caso dos catides do grupo 12, a velocidade de troca
de moléculas de dgua € maior para zinco € cidmio que para o merciirio. Por outro
lado, quando o ligando estd protonado, a sua desprotonagdo € o passo limitante da
reacgdo [45].

A estabilidade adicional de um complexo terndrio pode ser quantificada através
da diferenca

AlogK = logK Mas - logk Mz,
ou seja, avaliando a tendé€ncia relativa que um ligando B tem para se ligar a um
catido metdlico M com um ligando A a ele coordenado. Estatisticamente, AlogKk
deve ter sempre um valor negativo uma vez que B tem menos locais de coordenagido
disponiveis em MA que em M. Se, por exemplo, M formar complexos octaédricos e
A e B forem ligandos monodentados, entdo AlogK deve ser igual a
AlogK = log(5/6)-10g(6/6) = -0,079.

Se AlogK for maior que este valor tedrico estaremos perante um fenémeno de coope-
ratividade originado por alguns dos factores de estabilidade jd referidos para os

complexos terndrios.

Aspectos termodindmicos do equilibrio quimico

A formagdo dos complexos estudados neste trabalho € espontinea (e rdpida)
bastando para tal misturar os reagentes em solugdo aquosa, sendo as constantes de
estabilidade desses complexos uma medida da afinidade do ligando para o ido met4-
lico nas condi¢des experimentais usadas. Esta ultima afirmagdo tem uma implicagdo
e uma justifica¢do termodinamica que se passam a expor.

A condigdo de equilibrio para uma reacgdo quimica descrita pela equagio
generalizada

ZviM=0

(¢’

& vili=0 (3.1)
em que M; representa as varias espécies presentes na reacgdo, Vv; os coeficientes

estequiomeétricos e U; 0s potenciais quimicos das espécies.
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Numa solugdo real temos como vilida a relagao termodinamica
Ui=u’ +RTIng; (3.2)
que define y;, a energia livre molar (potencial quimico) da espécie i, em fun¢do da
sua actividade, a;. Esta quantidade estd relacionada com a concentragdo molar, c;,
pela expressao:
a; =7Yc;

onde 7%, 0 coeficiente de actividade da espécie i, € igual a 1 numa solugio ideal; y;” é
o potencial quimico padrdo, ou seja, o potencial quimico para a; = 1, que se define
como o estado padrdo. Existe portanto uma dependéncia entre u® e o coeficiente de
actividade ¥%. Por outro lado, € escolhido como estado de referéncia o estado do
sistema para o qual o coeficiente de actividade, que ¢ uma fun¢io da composicao do
sistema, € igual a 1.

Substituindo 3.2 em 3.1 obtém-se a expressao

Zvul +RT X viln%ci=0
ou
> v = -RT n[IT ()]
que pode ser expressa como
AG® = -RTInK

com AG”® representando a diferenga de energia livre entre produtos e reagentes no
estado padrao, 2 v;,u,-”, e a constante K = H(}fcf)v" definida como a constante de
equilibrio termodindmica.

Para uma equag¢do quimica geral

aA+bB +...== mM+nN + ...
a constante de equilibrio termodindmica € assim definida por
K=axag" ..au" ay"
donde facilmente se conclui que
K= }’Bb W eA® Csb oy ey = Ky K.

A constante de equilibrio K, € a chamada constante de equilibrio de concentragdo ou
estequiomérica. Neste trabalho as quantidades medidas por RMN ou com o eléctro-

do de pH sdo concentragdes ou actividades, respectivamente, € portanto as constantes
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calculadas ndo sdo, em primeira andlise, verdadeiras constantes termodinidmicas, es-
tando dependentes dos niveis de concentragdo usados para a sua determinagdo, po-

dendo, nomeadamente, variar com a forga iénica do meio.

Estado de referéncia

Para poder avaliar o significado de uma constante de equilibrio é necessdrio
definir o seu estado de referéncia. Este estado de referéncia pode ser definido para
uma solugdo muito diluida (concentragdes da ordem de 10 mol dm™), considerada
muito proxima do estado ideal e, nesse caso, K, ¢ calculada para diferentes composi-
¢Oes do sistema (a baixa concentragdo) e K, € estimada, por exemplo, pela equacio
de Debye-Hiickel para a forga idnica e os coeficientes de actividade. Outra solugdo
seria extrapolar para o estado de referéncia os valores de K. determinados a concen-
tragdes elevadas, embora essa operagdo exija o conhecimento tedrico da variagdo dos
coeficientes de actividade com a concentragdo € as sua intercorrelagio.

Neste trabalho, a baixa sensibilidade caracteristica da ressonincia magnética
nuclear impds a utilizagdo de concentra¢des que ndo podem ser muito inferiores a
10 mol dm”, e, por outro lado, a utilizagdo de solugdes com sais de metais torna a
forga idnica bastante elevada. A solugdo adoptada nestes casos baseia-se na defini-
¢do do estado de referéncia ao nivel das concentragdes usadas para as experiéncias,
onde, por definigdo, se considera assim K, igual a 1 e portanto K = K.. Esta aproxi-
magdo € tanto menos vilida quanto mais varidvel for, ao longo da experiéncia, a
composi¢do das solugdes usadas para o cdlculo das constantes de equilibrio.

Dois tipos de experiéncias foram usados para a determinagio de constantes de
estabilidade: um em que € variado o pH e sdo mantidas constantes as outras concen-
tragdes € outra em que o pH € constante e € variada a concentragio de ido metdlico.
Em ambos os casos as constantes sdo determinadas pela andlise da variagdo dos
desvios quimicos do(s) ligando(s). Isto implica que a defini¢do do estado de referén-
cia para os diversos sistemas estudados possa ser simplesmente a definigdo das
condigdes em que sdao medidos os desvios quimicos do(s) ligando(s) nas solugdes de

referéncia: desvios quimicos de referéncia. As solugdes de referéncia sdo aquelas em
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que as condi¢des de concentragdes totais, temperatura, referéncia interma e forga
i6nica das experiéncias sao reproduzidas mas que ndo contém catido metdlico com-
plexante.

Para as experiéncias de pH varidvel, as concentragdes e a forga idnica nido
variam apreciavelmente e portanto o estado de referéncia € facilmente definido pela
descri¢do das concentragdes usadas e forga idnica do meio. No caso das experiéncias
de pH fixo hd necessariamente grandes variagdes de concentragdo de catido metdlico
(e respectivo contra-i30) e assim optou-se por definir como estado de referéncia os
desvios quimicos dos ligandos em solugdes em que a forga idnica € estabelecida por
sais ndo complexantes, sendo as constantes de equilibrio referidas portanto a forga
iénica préxima de zero.

Na segunda parte deste texto, a definigdo dos estados de referéncia serd discuti-
da para cada caso particular. Procurou-se sempre obter constantes cujos valores
fossem compardveis, isto €, relativas a estados de referéncia semelhantes, uma vez
que se pretendeu fazer um estudo comparativo entre as afinidades dos ligandos para

os catides H', Zn**, Cd**, e Hg™".

2. Calculo de constantes de estabilidade por RMN

A APLICAGAO DE PROGRAMAS de computador para o cdlculo de constantes de equilibrio
a partir de dados de equilibrio obtidos de uma grande variedade de fontes, tornou
essa operagdo quase de rotina [46-48]. No entanto, também permitiu que fossem
obtidos valores por vezes sem significado por aplica¢do de programas cdlculo de
uma forma pouco critica. Este problema foi tido em conta durante a execug¢do do
trabalho experimental descrito na Parte II onde € discutido detalhadamente o modo
de obtengdo e o significado das constantes calculadas.

O procedimento geral para o cdlculo de constantes de estabilidade € baseado
frequentemente no mesmo principio, qualquer que seja a técnica instrumental usada
para obter os dados do equilibrio. Trata-se de ajustar, pelo método dos minimos
quadrados, uma fun¢do paramétrica aos dados experimentais. Os pardmetros (cons-
tantes de equilibrio e outras varidveis caracteristicas do equilibrio) sdo alterados até

ser encontrado um minimo absoluto para a fungdo. Para cada tipo de técnica existem
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métodos proprios para criar essas fungdes, baseadas em modelos de equilibrio com
estequiometria postulada ou conhecida.

Os métodos instrumentais mais utilizados sdo fundamentalmente em dois tipos
diferentes: electroquimicos e espectroscépicos. No primeiro grupo integram-se a
potenciometria (talvez o método mais usado para o estudo de complexos), a polaro-
grafia e a voltametria. As técnicas espectroscopicas mais comuns sdo as espectrofo-
tometrias electronicas (ultravioleta / visivel) e de infravermelho e a espectrometria de
ressondncia magnética nuclear, acerca da qual serd feita seguidamente uma exposi-

¢do mais detalhada.

2.1 Regressio sobre os desvios quimicos de RMN

Regressdo linear

Os métodos de regressdo linear utilizando os desvios quimicos de RMN foram
utilizados, por um lado, para estabelecer a estequiometria das reacg¢des de complexa-
o e, por outro, para a determinagio de constantes de estabilidade [49], muitos deri-
vados de métodos jd conhecidos para estudos de espectroscopia electrénica [50-52].
A alteragdo dos desvios quimicos devida a formagdo de complexos pode dar uma
indicagdo sobre o local, ou locais, de coordenagdo uma vez que a alteragdo da
densidade electrénica €, pelo menos para moléculas lineares, maior junto a esse local,
diluindo-se o efeito para niicleos mais longinquos (para moléculas ciclicas ou hetero-
ciclicas isso pode ndo ser inteiramente verdade). A andlise da magnitude da variagdo
dos desvios quimicos pode por isso fornecer indicagdo sobre o tipo de complexos que
se formam e os locais de coordenagio.

As determinagdes quantitativas, nomeadamente de constantes de estabilidade,
baseiam-se, como jd foi referido, na andlise da variagdo dos desvios quimicos por
ajuste de uma fungdo que traduz o equilibrio. Para o caso cldssico da formagio de
um complexo 1:1 com a equagdo quimica

M +L = ML
em que

Ky = IMLJ/AIMT [L]), (3.3)
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o desvio quimico do ligando, 8, num equilibrio rdpido, ¢ dado teoricamente pela
equagao 3.4

§=/fL0 +fur S (3.4)
com fi = [L}/Ls, fim = [ML]/L; € Ly=[L] + [ML], ¢ onde & ¢ S sdo os desvios

quimicos das formas L. e ML. A equagdo 3.4 pode ser reescrita como

0=fur (Swv-&) + . (3.5)
Se se redefinir os desvios quimicos relativamente a ¢, através das relagdes
A=06-68 Av, = 0- oL
¢ obtida a seguinte expressdo para a equagdo 3.5:
A=y A (3.6)

Usando a expressdo da constante de equilibrio K|; na equagdo 3.3 obtém-se para a
equagdo 3.6 a forma
A=A K [M]/(1 + Ky [M]). (3.7)
Esta equagdo pode ser linearizada de trés formas:
linearizagao de Benesi-Hildebrand
/A = 1/(Ave. K11 [M]) + 1/AwL (3.8a)
linearizagdo de Scott
M)/A = [M]/Av + 1/(Ave. K11) (3.8b)
e linearizagao de Scatchard
AM] =-Kyy A+ A, Ky (3.8¢)
Para qualquer destas equagdes, a regressdo linear sobre os pontos experimentais
fornece os valores de Avy e de K, a partir do declive e da ordenada na origem, ver
Figura 3.1. Em geral, estas equagdes aplicam-se quando a concentragdo total de M
(M,) é muito maior que a concentragdo de L, o que permite substituir [M] por M..
Como pode ser observado nos grificos da Figura 3.1, as trés linearizagGes referidas
ndo sdo equivalentes no que respeita a distribui¢do dos pontos experimentais no gra-
fico e por essa razdo a aquisigdo dos valores experimentais deve prever esse facto para
ndo valorizar um determinado intervalo de concentragoes em detrimento de outros.
Quando a aproximagdo [M] =M, ndo € vdlida, € possivel usar a regressdo
linear iterativamente, tal como foi proposto por Nakano er al. [46]. O método de

Nakano é um método iterativo de regressao linear, inicialmente desenvolvido sob
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forma grifica, para estudar a formagdo de complexos 1:1. Quando K; € menor que
1 mol'dm’ a aproximagdo K ;[M] << 1 (equivalente a dizer que M, >> [L]) lineariza
a fungdo do ajuste e a regressdo linear fornece directamente o valor dos parimetros
desejados. O método de Nakano € baseado na execugdo iterativa da regressdo linear
para abranger os casos em que nao € possivel fazer essa aproximagdo e 0s seus tragos
gerais serdo delineados seguidamente.

Da equagdo da constante de equilibrio e dos balangos materiais

Ky = [MLI/(IMI[L]) (3.92)
M, = [M] + [ML] (3.9b)
L=[L] + [ML] (3.9¢)

pode ser deduzida, por substitui¢do na equagéo 4.1, a equagao

M,/A= (M, + L, - [MLD)/Ave + /(Ao K11) (3.10)
onde M, e L, sdo, respectivamente, a concentragdo total de catido metdlico ¢ de
ligando, [ML] € a concentragdo de complexo no equilibrio e Ay € igual a dve- 6.

As experiéncias executadas sdo do tipo de variagdo da concentragdo de ido
metdlico onde, portanto, L, ¢ mantida constante e M, € variada, sendo os dados
experimentais constituidos pelos pares (M,4). Um grifico de M/A em fungdo de
(M, + L,) fonece uma primeira estimativa de Ay, (reciproco do declive), valor este
que ¢ usado para calcular [ML] = Li(A/Aw) para cada ponto experimental. A repeti-
¢do da regressdo linear sobre os pontos (My/A; Mi+L,-[ML]), em que [ML] € calcula-
do para cada iteragdo pela férmula apresentada atrds, fornece, por seu turno € de
acordo com a equagdo 3.10, sucessivos valores de Aw, (declive) que convergirdo
para um valor constante até ao nivel de precisdo requerido. Depois de atingido esse
valor, K, € calculado a partir da ordenada na origem da fungdo 3.10. Todo este
processo de cdlculo estd exemplificado esquematicamente na Figura 3.2.

Os cdlculos de constantes de estabilidade pelo método de Nakano mostraram
uma elevada rapidez de convergéncia do processo iterativo mas este método revelou
instabilidade ou niio convergéncia para casos em que 0s erros aleatérios relativos dos
pontos experimentais sdo elevados.

Os métodos de regressdo linear foram aplicados a casos mais complexos que a

associagdo 1:1 [49,53,54] mas os métodos de regressdo ndo linear sdo muitas vezes
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Figura 3.2 — Esquema de utilizagio do método de regressao linear iterativa (métado de Nakano)
descrito no texto. a) Simulagao de uma experiéncia de vériaqéo de c'chcentraqéo de catiao
metalico; b) Grafico utilizado para a primeira estlmatwa de A c) Resultado apés a primeira
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mais convenientes para esses sistemas ou para 0s casos em que nao se podem fazer

as aproximagoes que conduzem a lineariza¢do das fungdes de desvio quimico.

Regressdo ndo linear

Este m€todo tem a vantagem da generalidade uma vez que a fungao a ajustar é
derivada das equagdes de desvio quimico e balangos materiais sem ser necessirio
qualquer aproximagdo. Seguidamente ¢ exemplificada a dedugdo da fungdo de des-
vio quimico para o caso 1:1. Das equagdes 3.9, e por substitui¢do na equagdo 4.1
aplicada a um sistema 1:1, obtém-se

A=6-4 = ([L)/L)AL + ((ML)/L) A, (3.11)
Atendendo a que A, = &, - & = 0, obtém-se, por resolugio da equagdo de 2° grau,
A=Mi+ Lo+ 1Ky - (Mo+ Lo+ UK - 4ML) DA 2L, (3.12)
que € a equagdo do desvio quimico em fungdo de quantidades conhecidas e dos dois
parametros a calcular, K;; € Awvi, onde € evidente a dependéncia nio linear de A com
K 1. O cdlculo dos pardmetros € feito por regressao nao linear desta fungdo sobre os
dados experimentais (M,, A), que pode ser implementada num programa comercial
para microcomputador.

Nos casos de equilibrios mais complexos, em que o sistema em equilibrio ¢
descrito por um maior nimero de equagdes e de espécies (ver, por exemplo, 0 caso
da Figura 4.3), o ajuste pelo método dos minimos quadrados do conjunto de fungdes
ndo linearmente dependentes que resulta desses sistemas, torna necessdria a resolu-
¢do de equagOes de 3° grau ou de grau superior ou mesmo de equagdes irracionais.
Por uma questdo de flexibilidade e de generalidade € conveniente optar, nesses casos,
por um meétodo iterativo de resolugdo desses sistemas de equagdes nao lineares, que
ocorrem sistematicamente nos cdlculos de concentragdes em equilibrio quando a
descri¢do do sistema contém mais que uma equagdo. Assim, um primeiro processo
iterativo € utilizado para o cdlculo das concentragdes em equilibrio, a partir dos quais
€ calculado o desvio quimico; uma segunda iteragdo ajusta os pardmetros do equili-
brio para minimizar a diferenca entre os desvios calculados e os observados. O
programa descrito no Capitulo 4 para o cdlculo de constantes de equilibrio para

qualquer sistema baseia-se nesta metodologia.
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2.2 Regressao sobre as constantes de tempo de relaxacio

Tal como acontece com os desvios quimicos, a variagdo dos tempos de relaxa-
¢do devido a4 complexagdo pode dar indicagdes qualitativas e quantitativas. Os
tempos de correlagdo ¢ do movimento nuclear em cada nicleo de uma molécula sio
obviamente sensiveis 4 formagdo de complexos; em principio, a maior alteragdo serd
junto da zona de coordenacio, cuja mobilidade diminuird, conduzindo a um aumento
de .. Estas alteragoes de mobilidade podem ser medidas através dos valores de T; €
T, devido a sua dependéncia de #.. De um ponto de vista quantitativo, a determina-
¢do das constantes de equilibrio pode ser feita, tal como para os desvios quimicos,
por ajuste de uma fungio do equilibrio a variagdo dos tempos de relaxagio T, ou
velocidades de relaxagdo, R = 1/T, com a variagdo da concentragdo de uma espécie.
No caso de um equilibrio rdpido de estequiometria de complexagio 1:1 € vélida a
expressdo andloga a (3.4)

R =fiRe + R (3.13)
que com as substituigdes
AR=R-R_ ARvi. =R - Ry
permite obter
AR = ARy, K1y [M] /(1 + Ky [M]) (3.14)
que € andloga A equagdo 3.7. As técnicas jd descritas para a linearizagdo de (3.7) sdo
aplicdveis a esta equagdo que, alternativamente, pode também ser usada para um

ajuste nao linear.
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Na PARTE II DESTA DISSERTAGAO sdo apresentados os resultados experimentais referen-
tes ao cdlculo de constantes de equilibrio por ressondncia magnética nuclear para
os sistemas compostos pelos catides do Grupo 12, Zn™*, Cd’* e Hg*", e por ligandos
biolégicos, principalmente citidina e glicilglicina.

No Capitulo 4 sdo descritas as condicées experimentais comuns a todas as
experiéncias executadas no que se refere a reagentes, preparagdo de amostras,
condigoes de obtengdo dos espectros, programas de cdlculo e critérios de apresenta-
cdo de resultados. E discutida também a escolha da referéncia interna para os
desvios quimicos.

Nos Capitulos 5 a 7 sdo expostos e comentados os resultados obtidos para o
cdlculo de constantes de equilibrio em vdrios sistemas. O Capitulo 5 é dedicado ao
estudo das interacgoes intermoleculares entre os ligandos (citidina e glicilglicina) e
entre estes e o catido H™.

No Capitulo 6 estdo reunidos os resultados do estudo dos sistemas contendo os
catives mais leves do grupo 12, Zn** e Cd*, com citidina elou glicilglicina
(incluindo os complexos terndrios mistos) devido a semelhanga de resultados obtidos
para esses catioes. No Capitulo 6 sao também discutidas a influéncia da forga
ionica e dos anioes sobre os desvios quimicos observados para os ligandos, as
condigoes de aplicabilidade das técnicas de pH fixo e pH varidvel e a escolha do
estado de referéncia.

No Capitulo 7 sdo apresentados os resultados do estudo qualitativo e quantita-
tivo dos sistemas contendo nitrato de mercurio, citidina elou glicilglicina. Para esse
estudo foram utilizado métodos para obter condi¢oes de equilibrio de cinética lenta
e rdpida nos espectros de RMN com o objectivo de recolher mais informagdo sobre

as espécies presentes em solugao.
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Condicoes experimentais gerais e
métodos de calculo

NESTE CAPITULO SAO DESCRITAS as condigdes gerais de obtengdo dos dados experimen-
tais, € explicada a aplicagdo dos métodos computacionais que serviram para o seu
processamento ¢ sdo definidos os critérios para a avaliagdo da qualidade dos resulta-
dos. As condig¢Ges experimentais especificas usadas em cada experiéncia serdo des-

critas, em pormenor, nos capitulos seguintes referentes aos resultados experimentais.

1. Solventes e reagentes

Os SOLVENTES UTILIZaDOS foram 6xido de deutério (D,0), com pureza isotdpica de
99,9% (Aldrich), e dgua desionizada e bidestilada em quartzo, com uma resistividade
superior a 4x 10° ohmem. Os especros de RMN da dgua ndo mostraram nenhum
sinal proveniente de impurezas, pelo menos até ao nimero maximo de acumulacdes
normalmente usado nos ensaios; o D,O apresentou apenas o sinal de HOD.

Todos os reagentes foram obtidos comercialmente e utilizados sem qualquer
purificagdo adicional, excepto quando especificamente mencionado nas secgdes se-
guintes.

Os aminodcidos e derivados (glicina, glicilglicina, acetilglicina e glicilsarco-
sina) foram obtidos na Merck (pro analysi, p.a.), enquanto que a citidina (anidra) foi
obtida na Aldrich.

Os sais referidos seguidamente foram obtidos na Aldrich, com uma pureza
igual ou superior a 98%: KNO; KCI, KBr, Ca(NOj),;.4H,0, CaCl,.2H,0,
CaBr,.2H,0, Zn(NO3),.6H,0, ZnCl,, ZnBr;, Cd(NO;),.4H,0, CdCl, e CdBr,.4H,0.
Os percloratos Ca(ClOy);, Zn(Cl0O4),.2H,0 e Cd(ClO,),.6H,0 foram obtidos na
Johnson Matthey/Alfa Products (Alfa) com um grau de pureza igual ou superior a
99,9%. O sal anidro Hg(NOs), (97%) foi obtido na Fluka.
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Foram preparadas solugdes aquosas aproximadamente 1 M dos sais referidos
no pardgrafo anterior, e o titulo foi determinado por complexometria de EDTA
(Merck Titrisol) [55], com a excepgao das solugdes de KNO,, KCl e KBr, que foram
preparadas por pesagem e dissolug¢do rigorosas dos solidos condicionados (triturados
e mantidos durante 12 horas em estufa a 110°C).

O ajuste de pH das solugdes aquosas foi feito utilizando quer solugdes de um
dos seguintes dcidos concentrados (Merck, p.a.): HNO; 65%, HCl 37%, HBr 47%,
HCIO4 70%-72%, quer uma solu¢do aquosa a 10% p/p de NaOH (Pronalab) descar-
bonatada. O ajuste de pD foi feito com solugdes, em D,0, de DNO; 65% p/p e de
NaOD 40% p/p, ambas com pureza isotépica de 99% e adquiridas na Aldrich.

Como referéncia interna para RMN foram utilizados rerz-butanol (Merck, p.a.;
bidestilado e seco sobre sédio), p-dioxano (Merck, p.a.) e nitrato de tetrametilamoénio

(TMA; Alfa, 99%).

2. Preparacao de amostras para RMN

ToDAS AS SOLUGOES AQUCSAS destinadas a serem estudadas por RMN foram prepara-
das em baldes volumétricos classe A de 2,00£0,02 cm’, a partir dos volumes neces-
sdrios de solugdes 0,50 M de glicilglicina e/ou de citidina (preparadas na altura da
utilizagdo); para os estudos que envolvem catides metdlicos foi também adicionada
uma toma de um volume rigoroso (seringa Hamilton de 500 pl) de uma solugdo de
concentragdo conhecida de um sal desse catido. Foi adicionada a todas as solugdes,
antes da medi¢do do pH final, uma referéncia interna para RMN, normalmente
tert-butanol, na quantidade minima possivel (concentragdo sempre inferior a 0,05 M)
que permitisse a detecgdo do seu sinal nos espectros de ®C com uma relagdo sinal/
ruido melhor que 5:1 para o nimero de acumula¢des normalmente utilizado (ver
sec¢do 4.3). Finalmente, ap6s o ajuste do pH da solugdo (com dcido ou base concen-
trados) para um valor préximo do valor requerido, o volume foi completado com
dgua e fo1 medido o pH final da solugdo.

As solugdes em D,0, usadas apenas no estudo dos sistemas com Hg2+, foram
preparadas em baldes volumétricos de 2,00%0,02 cm’, como descrito no pardgrafo

anterior, por dissolugdo de uma quantidade pesada rigorosamente de Hg(NOs); e
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da(s) quantidade(s) requerida(s) de ligando(s) (citidina, glicilglicina, acetilglicina,
glicilsarcosina e glicina) também pesadas rigorosamente. Foi adicionada uma quan-
tidade minima de tert-butanol como substincia de referéncia para RMN, seguindo o
processo descrito acima para as solugdes aquosas, € o volume foi completado com
D,0, apéds o ajuste do pD para um valor préximo do pretendido, com dcido ou base

deuterados concentrados. Finalmente foi medido o pD final da solugdo.

Medicao do pH
A medig3o do pH foi feita num decimilivoltimetro Metrohm 654 usando um
eléctrodo combinado de vidro de marca Ingold, referéncia U402. A calibragdo foi
efectuada com solugdes padrdo (Merck Titrisol); foram usados padrdes com valores
de pH 1,00, 3,00, 6,00, 7,00 e 9,00. Os baldes volumétricos de 2 cm’® foram manti-
dos a 25°C por imersdo num banho termostatizado.
Devido ao modo como foi executada a calibragdo do sistema de medi¢do do
pH, os valores de pH medidos correspondem a chamada "escala prdtica de pH" [56],
em que os vaiores de pH medidos foram usados directamente (sem conversdo para a
"escala de actividade" ou para a "escala de concentragdo" [56]) nos célculos das
constantes de equilibrio.
Em todas as medigoes efectuadas em D,0 considerou-se que [57]
pD = pD* + 0,4, (4.1)
onde pD* € o valor lido no decimilivoltimetro calibrado com os padroes jd referidos.
Sempre que foi necessdrio utilizar valores de constantes de acidez em estudos efectu-
ados em DO, estes foram estimados a partir dos valores determinados em dgua
recorrendo a férmula de conversio [58]
pKp = 0,32 + 1,044 pKy (4.2)
onde Kp € a constante de acidez calculada para D,O e Ky € a constante de acidez
determinada em dgua. Esta férmula foi deduzida a partir do ajuste de uma fungdo
linear a mais de 100 pares de valores de constantes de acidez de aminas, aminodcidos

(entre os quais a glicilglicina), etc., determinadas em dgua e em D,O [58].
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3. Condigoes experimentais utilizadas na obteng¢ao dos espectros de RMN

Os EsPECTROS DE RMN foram obtidos num espectrometro Bruker AC200 utilizando
tubos de 5 mm de didmetro externo ¢ um volume de cerca de 0,5 cm’ de solugdes
recém-preparadas a analisar. Os espectros foram obtidos com uma frequéncia de
rotagao da amostra de 20 s’ que se verificou ndo provocar o aparecimento de bandas
laterais de rotagdo com intensidade significativa. Todas as experi€ncias foram efec-
tuadas a temperatura constante; normalmente a 25+ 1°C, excepto quando especifica-
do diferentemente no texto. A regulagdo de campo-frequéncia foi baseada na fre-
queéncia de ressondncia do deutério, fornecida quer pelo solvente em solugdes em
D0, quer por D;0 contido num tubo capilar de vidro selado imerso nas amostras das
solugdes aquosas.

A resolugdo digital utilizada foi de 0,15 Hz por ponto para espectros de S of
de 0,10 Hz por ponto para espectros de 'H. Os desvios quimicos foram medidos em
hertz relativamente ao sinal fornecido pela referéncia interna, utilizando uma funcdo
automdtica do espectrometro para esse efeito. Esta fungdo permite minimizar os
erros provenientes da digitalizagao, pois ao fazer o ajuste de uma fungdo lorentziana
aos pontos experimentais de cada banda do espectro, permite assim encontrar o
desvio quimico para o qual a intensidade dos sinais € mdxima. Ao longo deste
trabalho verificou-se que os desvios quimicos para diferentes espectros de uma mes-
ma amostra sdo reprodutiveis dentro de um intervalo normalmente inferior a 0,2 Hz
para 'H e inferior a 0,3 Hz para ’C. A incerteza no desvio quimico provocada pelo
espectrometro estd portanto proxima dos limites da digitalizagdo, embora para os
sinais mais fracos a contribui¢do proveniente do ruido da linha de base seja impor-
tante, nomeadamente para os espectros de C

Os espectros de BC foram obtidos a 50,32 MHz com desacoplamento de 'H
pelo método de impulsos compostos, tendo normalmente sido acumulados entre 200
a 500 varrimentos. A relagdo sinal/ruido dos sinais situou-se num valor tipico de 7:1
para um tempo de aquisi¢do ndo superior a 40 minutos. Foi sempre efectuado o
numero de acumulagdes necessdrio para que a relagdo sinal/ruido do pico menos

intenso do espectro fosse melhor que 2:1.
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Os espectros de 'H foram obtidos a 200,13 MHz com 24 ou 32 acumulagdes,
com um tempo total mdximo de aquisi¢do de 2 minutos. A aquisi¢do dos espectros
das amostras em D,0 foi executada pelo processo normal com excitagdo por pulso
linico, enquanto que os espectros de 'H em dgua foram obtidos por excitagdo selecti-
va do intervalo de frequéncias a observar, por meio de uma sequéncia de impulsos do
tipo {-38.1, representada na Figura 4.1(a), com o objectivo de eliminar o sinal da
dgua [40]. A curva de excitacdo, representada na Figura 4.1(b), foi obtida medindo a
intensidade de um mesmo sinal singuleto que foi deslocado, por variagdo da frequén-
cia central de irradiagdo em passos de 50 Hz, ao longo da largura espectral normal-
mente utilizada para os espectros de 'H. A frequéncia central da irradiagdo, onde a
excitagdo € nula, foi feita coincidir com a frequéncia do sinal da dgua para assim se
obter a sua eliminagdo. A curva de excitagdo permite compreender o tipo de depen-

déncia entre a posi¢do no espectro de um sinal e a sua intensidade observada.

4. Escolha da referéncia interna

A UTILIZAGAO DE REFERENCIAS externas eliminaria todos os problemas resultantes da
interacgdo directa das substincias usadas como referéncia com os solutos. No entan-
to, a correcgdo de susceptibilidade magnética que € necessdrio introduzir para solu-

¢Oes com concentragdes elevadas de ides metdlicos € bastante complexa e pouco
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fidvel [59], embora Rabenstein et al. [60] tenham verificado para espectros de 'H que
em solugdes 10 mmol dm” em glicil-L-histidil-L-lisina, 20 mmol dm™ em nitrato de
zinco ¢ 0,15 moldm™ em nitrato de sédio a alteracdo de susceptibilidade magnética
devida a variagdo do pD entre 2 e 12 € desprezdvel, ndo tendo usado nenhuma
correcgdo nos desvios quimicos medidos relativamente a uma referéncia externa.

Neste trabalho optou-se por utilizar referéncias internas, embora importe referir
que todas elas estdo sujeitas a interac¢des fracas com outras moléculas em solugdo,
nomeadamente moléculas aromdticas e/ou ides metdlicos, sobretudo aos niveis de
concentragoes de substdncias ionizdveis em solugdo que foram utilizadas neste traba-
lho [61]. No que se segue resumem-se alguns dados publicados acerca do comporta-
mento das substincias mais usadas como padrio de desvio quimico em solugdes
aquosas, quando em presenga de substancias aromadticas € de ides.

Foi observado que a utilizagdo dos ides trimetilsililpropanosulfonato,
trimetilsililpropanoato e o acetonitrilo como referéncia interna € afectada pela coor-
denagdo ao catido zinco em solu¢do aquosa e a mesma observagio foi feita para o
p-dioxano [61]. Por essa razdo, estas referéncias ocorrem a menor frequéncia na
presenga de zinco, ndo sendo, portanto, uma escolha apropriada no presente trabalho.

Os desvios quimicos do rerr-butanol e do p-dioxano sdo influenciados por
concentragoes elevadas de compostos aromdticos em solugdo [59]. Por outro lado, o
130 tetrametilamdnio ndo mostrou ser afectado por este tltimo tipo de interferéncia,
nem pela presenga de Zn** e Na™ até concentracdes de 2,0 M, embora seja afectado
pela presenca de GG’ a pH elevado [59].

Esta ultima observagdo desaconselha a escolha de TMA como referéncia inter-
na no presente trabalho pois, embora o seu desvio quimico seja praticamente inde-
pendente da forga idnica do meio, hd a necessidade de observar os desvios quimicos
da glicilglicina a pH elevado. Por outro lado, o tert-butanol pode interactuar hidrofo-
bicamente com a citidina, jd4 que esta apresenta um cardcter aromatico. Foi assim
necessdrio avaliar o comportamento relativo das referéncias rerz-butanol,
p-dioxano e ido tetrametilamonio (TMA) em amostras preparadas neste trabalho.
Foram executados alguns ensaios com cada uma dessas referéncias isoladamente;

esses ensaios sdo em tudo semelhantes entre si com a excepgdo da mudanga da
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referéncia interna. Os desvios quimicos relativamente as vdrias referéncias foram
analisados entre si e foram calculadas constantes de equilibrio. Alguns dos
resultados destes ensaios sdo apresentados nos Capitulos 5 e 6 mas a conclusdo geral
aponta para que, em estudos com a citidina, quer o fert-butanol quer o TMA
apresentam sempre resultados muito idénticos entre si mas diferentes dos resultados
com p-dioxano, sobretudo em solugdes com elevada concentragdo de iGes Zn™ e
Cd*. Em solugdes de glicilglicina, as referéncias tert-butanol ¢ p-dioxano
forneceram resultados idénticos, excepto quando se usaram elevadas concentragdes
de ido metdlico; os resultados obtidos com TMA a pH alto divergiram
sistematicamente dos resultados obtidos com as outras duas referéncias.

Uma forma de controlar o comportamento de uma referéncia serd comparar os
desvios quimicos obtidos com os fornecidos usando como referéncia o desvio qui-
mico de um nicleo da prépria molécula em estudo, ou seja, usando uma referéncia
intramolecular [59,62]. Esta andlise foi possivel no caso da citidina pois os nicleos
da ribose estdo longe das posi¢des de coordenagdo; os resultados obtidos revelaram-
-se concordantes com os obtidos com TMA (a pH menor que 8) e com tert-butanol.

Tanto estas tltimas observagdes como as obtidas por comparagdo de diferentes
referéncias internas corroboram os resultados da literatura citados acima e apoiam a
utilizagdo de tert-butanol como referéncia interna de desvios quimicos neste trabalho.
De facto, a concentragdo relativamente baixa de citidina usada (0,1 M) parece nio
interferir apreciavelmente com o desvio quimico do tert-butanol, pois tem um com-
portamento semelhante ao TMA nessas solugdes; por outro lado ndo mostrou ser
afectado por varia¢do de pH dentro do intervalo utilizado, contrariamente ao TMA na
presenga de glicilglicina. Nas secgbes referentes aos resultados experimentais é
discutido, sempre que necessirio, o comportamento da referéncia interna.

A escolha da referéncia interna € apenas um aspecto da defini¢ido do conjunto
de condigdes utilizado na recolha dos dados experimentais. Em iltima andlise, os
valores das constantes de equilibrio sdo dependentes dessas condi¢gdes. Em geral,
tentou-se sempre encontrar um estado de referéncia (combinag¢do de forga idnica,
anido e referéncia interna) que permitisse isolar o efeito da coordenagdo dos catides

metdlicos (ou do catido H") sobre os desvios quimicos dos niicleos dos ligandos.
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5. Os dados experimentais e o cilculo das constantes de equilibrio

NESTE TRABALHO, 0§ DADOS experimentais assumiram a forma de pares de valores do
tipo (pH, 8ubs) 0u ([M],, dobs), OU seja, o desvio observado em fungdo do pH ou da
concentragdo total de catido metdlico, correspondendo aos dois tipos de experiencias
executadas. No primeiro, as concentra¢des totais de todos os reagentes sao mantidas
constantes, excepto a concentragdo de H™ que é variada (experiéncias com pH varid-
vel). No segundo tipo de experiéncia, o valor de pH € mantido constante e varia-se a
concentragdo total de um dos reagentes, geralmente a do catido metdlico
(experiéncias com pH constante).

As experiéncias com pH varidvel t€ém a vantagem de estar associadas a peque-
nas variagdes da forca idnica entre os pontos de uma mesma experiéncia e grandes
varia¢des nos valores de desvio quimico, permitindo também o estudo de um maior
nimero de equilibrios devido ao grande intervalo de concentragdo de catido H”
passivel de ser utilizado. Este tipo de experiéncias foi utilizada para o cédlculo de
todas as constantes de acidez e, também, de todas as constantes de complexagdo com
catides metdlicos, uma vez que os locais de coordenagdo dos ligandos usados neste
trabalho sdo comuns aos catides metilicos e ao catidio H'. Como os desvios quimi-
cos sdo uma fungdo das concentragdes de todas as formas em solugdo do composto
observado, a variagdo da concentragido de H" provoca variagdes dos desvios quimicos
observados uma vez que altera a concentragdo das espécies de citidina ou de glicilgli-
cina protonadas, desprotonadas € coordenadas ao catido metdlico. A andlise destas
variagdes utilizando modelos adequados, que serdo descritos nos capitulos seguintes,
estd na base do cdlculo das constantes de equilibrio.

Nas experiéncias com pH constante fez-se variar, geralmente, a concentragdo
de catido metdlico (mantendo constante a concentragdo do ligando), o que origina
variagdes significativas na forga idnica e na concentragdo de anides entre 0s pontos
de uma mesma experiéncia. O desvio quimico observado no equilibrio depende das
concentragdes totais usadas, pois estas condicionam as concentragoes das diversas
formas do composto estudado. O processo de andlise dos desvios € idéntico ao
utilizado para o método de variagdo de pH mas, neste caso, aplicado a um conjunto

de pontos que representam a variagdo do desvio quimico observado em fungéo da
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concentragdo inicial de catido metdlico. Este tipo de experiéncias foi usado no
cdlculo de algumas constantes de complexagio, nomeadamente com a citidina.
Foram também usadas para avaliar o efeito da variagdo da forga iénica e da presenga
de anides (concentragdo ¢ tipo) sobre (a) os desvios quimicos da citidina e (b) o valor
calculado para as suas constantes de complexagdo com catides metélicos. No estudo
da complexagdo da glicilglicina por variagdo de concentragdo de ido metilico nio foi
observada coeréncia interna entre os valores das constantes de equilibrio calculadas a
partir dos desvios quimicos de cada um dos seus niicleos. Esta observagdo, que serd
discutida mais adiante, impediu a utilizagdo de experiéncias de pH constante para o

estudo dos sistemas com glicilglicina.

5.1 Os conjuntos de pontos experimentais: critérios usados na sua selecgio

O ALGORITMO QUE E UTILIZADO pelo programa geral de cdlculo descrito na secgdo 4.5.5
(método de regressdo ndo linear), exige a utilizagdo de um niimero de pontos experi-
mentais superior, em pefo menos uma unidade, ao nimero de pardmetros a optimizar
(63]; neste trabalho, o niimero de pontos experimentais utilizado foi sempre, pelo
menos. triplo do ridmero de parimetros contidos na fungdo que representa o medelo
(constantes de equilibrio € desvios limite).

Em todas as experiéncias com pH varidvel procurou-se que os pontos experi-
mentais se situassem essencialmente na zona de pH onde a concentragdo das espécies
intervenientes nas reacgdes do modelo fosse elevada, ou seja, onde era esperada uma
maior contribuigdo das espécies contidas no modelo para o desvio quimico observado.

Para tentar minimizar os erros sistemdticos, os resultados experimentais, cons-
tituidos por pares de valores concentragio-desvio quimico ou pH-desvio quimico,
foram obtidos em pelo menos duas experiéncias independentes, ou seja, realizadas
em alturas diferentes, a partir de diferentes solugGes iniciais preparadas independen-
temente e fazendo uma recalibragio do sistema de medigdo de pH [64]. Os conjun-
tos de pontos experimentais assim obtidos foram comparados entre si através (a) da
sua representagao grafica, que permitiu detectar eventuais diferengas grosseiras, e (b)
por um ajuste da fun¢do modelo a cada um dos conjuntos, para avaliar sobre a sua

concorddncia. Os conjuntos concordantes foram integrados num s6 conjunto para
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execugdo dos cdlculos ¢ obten¢do dos valores finais dos pardmetros do modelo.
O grupo de desvios quimicos de cada nicleo observado do ligando vai constituir um
conjunto de dados experimentais. Os espectros de BC e de 'H dos ligandos estuda-
dos neste trabalho apresentam vdrios sinais, com frequéncias diferentes, cujos
desvios quimicos podem, em principio, ser utilizados para o cdlculo de constantes de
equilibrio; no entanto, por razdes que serdo explicadas seguidamente, sé6 um subcon-
junto desses nicleos, que pode variar de caso para caso, foi utilizado.

Como regra geral foram excluidos os nicleos pouco sensiveis, em termos de
variagdo de desvio quimico, a presenga do protdo e/ou do catidio coordenante, essen-
cialmente aqueles que estdo distantes, em termos do numero de ligagdes quimicas, da
posigdo de coordenagdo antecipada como a mais provdvel. Nicleos situados longe
dessa posi¢do mas que exibiam desvios considerdveis, foram também eliminados por
forneceram em geral valores pouco concordantes com aqueles nicleos que se situam
na proximidade da posigdo de coordenagdo. Estes critérios permitiram obter
subconjuntos de nicleos para os quais os valores calculados de constantes de equili-
brio formam um conjunto homogéneo, ¢ ao mesmo tempo eliminar dos desvios
quimicos perturbagdes ndo relacionadas directamente com a coordenagdo do catido,
permitindo, assim, obter uma menor dispersao dos resultados.

Nas secgdes seguintes, respeitantes aos resultados experimentais, sdo discutidas
as condig¢des particulares utilizadas para cada experiéncia e referentes, quer a obten-
¢do dos pontos experimentais, quer a escolha do subconjunto de niicleos que foram

utilizados para efectuar os cdlculos de constantes de equilibrio.

5.2 A escolha dos modelos

NESTE TRABALHO 0 CONCEITO de modelo € interpretado como o conjunto de equagdes
quimicas que pretende descrever o comportamento do sistema em solugdo; na sua
defini¢do procurou-se que o numero de espécies fosse igual & soma do niimero de
constantes de equilibrio linearmente independentes (derivadas das equagdes quimicas
do modelo) com o nimero de balangos materiais (derivados das concentragdes totais

conhecidas).
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No espectro de RMN de um ligando L, o desvio quimico de um nicleo i
relativamente a uma referéncia interna, em regime de equilibrio rdpido na escala de
tempo de RMN entre as suas diferentes formas L*, podem ser simulados recorrendo 2
equagdo geral

Seatc = Zemip ([L°]/ L) S1e (4.1)
designada por equagdo de desvio quimico, onde n € o nimero de formas do ligando L
em solugdo, com desvios quimicos 8- (desvios limite). A utilizagdo da equagdo 4.1
implica conhecer, ou estimar, os valores de 81 e das concentragdes das espécies L*
em equilibrio. Estas concentra¢gdes podem ser calculadas, para um determinado
conjunto de constantes de equilibrio (conhecidas e/ou ajustdveis) e de concentragdes
totais, resolvendo o sistema de equagdes ndo lineares definido pelas equacdes das
constantes de equilibrio e pelos balangos materiais. As constantes de equilibrio e os
desvios limite de valor ndo conhecido vao formar um conjunto de pardmetros ajustd-
veis na minimizagdo da fung¢do soma dos quadrados dos residuos para cada niicleo
S = Zectm (Soos - Sons)’ (4.2)
onde m € o nimero de pontos experimentais e 8tps € 0 desvio quimico observado.

A qualidade de um ajuste iterativo, e, consequentemente, do modelo, poderia
ser medida através do valor da fungdo S, de que se procura o minimo absoluto, € do
valor da varidncia dos pardmetros ajustdveis no fim da iteragdo, que se espera seja o
menor possivel. No entanto, o cdlculo da varidncia de pardmetros calculados por
regressdo ndo linear ndo tem uma base tedrica sélida, uma vez que apenas pode ser
estimado [65], € o valor dessa varidncia ndo pode ser interpretado de uma forma
rigorosa [66]. Por outro lado, o nivel de ajuste de uma fungZo modelo a um conjunto
de pontos experimentais aumenta com o nimero de parimetros usado, independente-
mente da qualidade do modelo. Assim, os modelos ndo foram utilizados para provar a
existéncia de espécies em solugdo, nem a qualidade dos ajustes foi usada para provar
a validade de um modelo. A escolha dos modelos foi baseada sempre em considera-
¢Oes relacionadas com o tipo de ligando e de metal, e de informagio publicada sobre
0s seus comportamentos como base/dcido de Lewis [67-70,71,72], por forma a utili-
zar um ndmero de pardmetros ajustdveis correspondente ao nimero minimo de equa-

¢oes quimicas necessdrio para descrever as principais caracteristicas do sistema em
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solucdo [46]. Nesse sentido, ndo se aumentou o tamanho do modelo (nimero de
parametros) para encontrar um melhor ajuste aos pontos experimentais (menor soma
do quadrado das diferengas) quando esse aumento nio foi considerado corresponder
ao comportamento esperado do sistema nas condi¢des usadas nas experiéncias.

Nas sec¢oes seguintes, respeitantes aos resultados experimentais, serdo discuti-

dos os modelos aplicdveis a cada caso.

5.3 A apresentacio dos valores calculados para as constantes de equilibrio

O RESULTADO FINAL de um processo iterativo de cdlculo por regressao ndo linear foi
aceite sempre que um minimo foi atingido e que o vector final dos parimetros
(valores das constantes de equilibrio € dos desvios limite) se mostrou independente
do vector de pardmetros usado para iniciar os cdlculos (na secgdo 4.5.5 estdo indica-
dos os critérios usados pelo programa de regressdo ndo linear para indicar a localiza-
¢30 de um minimo na fung¢do soma e interromper as iteragdes). Os valores das
constantes de equilibrio obtidas neste trabalho sdo apresentadas de duas formas dis-
tintas, dependendo da dispersdo dos valores obtidos para os nucleos observados para
cada ligando. No caso em que os valores calculados para o subconjunto de niicleos
mostram uma pequena dispersdo, serd apresentada a média aritmeética desses valores
¢ o intervalo que traduz os limites dentro dos quais eles se encontram [73].

Por outro lado, para além dos erros aleatdrios acumulados ao longo da prosse-
cugdo de cada experiéncia, os factores que condicionam os desvios quimicos de cada
nicleo nas moléculas estudadas intervém nos valores obtidos para as constantes de
equilibrio de uma forma que pode ser sistematicamente diferente de nicleo para
nucleo. Quando o modelo usado na simulagdo dos desvios dos pontos experimentais
fornece valores para cada um dos diferentes nicleos observados com uma dispersao
maior do que 0,5 unidades logaritmicas, considera-se que estes refletem influéncias
que ndo estdo incluidas no modelo e por essa razdo procurar-se-a apresentar e discu-

tir esses valores individualmente para cada nicleo.

5.4 O calculo de constantes de equilibrio para o modelo M + L == ML

O MODELO ASSOCIADO 2 equacgdo quimica M + L = ML, com K, =[MLJ/([M][L])

(M € o catido metdlico, L € o ligando ndo complexado ¢ ML o complexo), € o mais
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simples que foi utilizado neste trabalho e permite a dedugdo analitica de uma fungdo
resolvente. Foram usados dois métodos iterativos para o cdlculo de K;, cujos princi-
pios foram apresentados no Capitulo 3: um método de regressdo linear (método de
Nakano) e um método de regressao ndo linear. Estes métodos, por serem aplicados a
um modelo simples que permite a dedugdo de uma fung¢do analitica dos desvios

quimicos, foram implementados em programas comerciais para microcomputador.

5.5 Implementacio do método geral de regressio nao linear
para o cilculo de constantes de equilibrio

A ESTRATEGIA PARA CONSEGUIR calcular, por regressdo ndo linear, as constantes de
equilibrio para um sistema com um nimero arbitrdrio de equagdes quimicas foi deli-
neado na sec¢do 3.2.1 e seguidamente expde-se a sua implementagio computacional.

Na Figura 4.2(a) € apresentado o esquema geral do programa utilizado para a
execu¢do dos cdlculos onde cada unidade do esquema representa uma subrotina com
uma fung¢do especifica, com destaque para os processos de itera¢do que foram execu-
tados com subrotinas da biblioteca NAG (Numerical Algoritms Group) [63]. Este
programa foi escrito em Fortran 77 e executado no computador Cyber 830 do Centro
de Informdtica da Universidade do Porto.

No ficheiro de entrada, exemplificado na Figura 4.3(a), é fornecido ao progra-
ma o conjunto dos pontos experimentais (X.-,5f,bs),-=1 n onde n € igual ao nidmero de
pontos experimentais, X; € o pH ou uma concentragdo inicial de catidio metdlico e
Stps 0 valor experimental do desvio quimico, em Hz, para o ponto i. Sdo ainda
fornecidos (a) um conjunto de ¢ pardmetros constantes, Cy. =1, que sdo os valores
das concentragdes totais ¢ das constantes de equilibrio conhecidas e (b) um vector
contendo valores iniciais para p pardmetros ajustdveis, P, =1,. O ficheiro de entrada
contém ainda todos os identificadores alfanuméricos dos valores nele contidos bem
como uma constante D, que € o iltimo valor na lista do ficheiro de entrada e cuja
finalidade serd explicada mais adiante.

Todos estes valores sdo introduzidos na subrotina EO4FDF que utiliza, directa
ou indirectamente, todas as outras subrotinas representadas na Figura 4.2 para calcu-
lar o conjunto de pontos (X SOhe) € depois o valor da fungdo S = Z; (Sips - Sraic) i 2

minimizar. A subrotina EO4FDF, utiliza o método de Gauss [74] para minimizar a
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Figura 4.2 — a) Esquema das subrotinas do programa de ajuste ndo linear a um modelo arbitrério:

1

b) Exemplo da subrotina FCN para o caso definido nos ficheiros de entrada e saida da Figura 4.3
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soma do quadrado das diferengas (S) através da modificagdo dos parimetros varid-
veis do modelo (constantes de equilibrio e desvios quimicos limite a calcular) e ndo
requer a expressdo analitica da primeira derivada do conjunto de fung¢des em causa,
fazendo a sua aproximagdo numérica; isto evita ter de definir para cada caso a
expressdo analitica das referidas fungdes [63]. O valor da primeira derivada da
fungdo S, em ordem a cada pardmetro P;, € utilizado para decidir sobre a alteragdo a
introduzir em cada um desses pardmetros. O valor da fungio S € novamente calcula-
do e o ciclo repete-se até que os critérios definidos internamente na subrotina para
terminar a iteragdo sejam atingidos.

Como a subrotina EO4FDF funciona melhor quando o valor de S se encontra
entre 0 e 1, € utilizado um divisor D dos residuos, introduzido através do ficheiro de
entrada, com o fim de tentar colocar S na zona 6ptima. O valor de D é determinado a
partir de um cdlculo preliminar de S para o vector inicial de parimetros ajustdveis
(usando D igual a 1 e zero iteragdes neste cdlculo). Para o cdlculo dos pardmetros
que minimizam S usa-se assim D igual ao valor de S obtido no cdlculo preliminar;
assumindo que § ird diminuir no decurso do cdlculo dos parimetros ajustdveis, o seu
valor serd sempre menor que 1. A utilizagdo da forma logaritmica das constantes de
equilibrio dos pardmetros ajustiveis provou ser bastante eficiente por diminuir o
intervalo de valores usado pela subrotina e por evitar o aparecimento de valores
negativos para as constantes durante a iteragdo. A subrotina EO4FDF ndo estima os
valores das varidncias que afectam os valores dos parimetros calculados.

O ficheiro de saida do programa, de que se mostra um exemplo na Figura
4.3(b), contém portanto os valores finais dos parimetros ¢ uma indicagio sobre a
convergéncia do processo iterativo, codificada no valor da varidvel IFAIL. Os resul-
tados so foram aceites quando essa varidvel indicou que um minimo da fungdo §
tinha sido atingido, sendo os pardmetros ajustados até ao limite de resolugio do
computador

Para obter o valor de 5;16 € necessdrio conhecer as concentragdes em equilibrio
para cada vector P;, que sdo calculadas por um subprocesso iterativo por forma a ndo
ser necessdrio deduzir expressdes analiticas para cada caso (o que por vezes é impos-

sivel) e a cumprir o objectivo de generalidade de aplicagdo do programa a qualquer
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sistema quimico em equilibrio. O sistema de equagdes que constituem o modelo €
representado na subrotina FCN, ver exemplo em 4.2(b), sob a forma de um sistema
de equagdes das constantes de equilibrio ¢ dos balangos materiais que lhe
correspondem. Para um dado conjunto de constantes de equilibrio e de concentra-
¢oes totais, a subrotina COSNBF resolve esse sistema de equagoes nao lineares para
obter as concentragdes em equilibrio, que por sua vez sio utilizadas para calcular S.

O subprocesso iterativo de cdlculo das concentragdes em equilibrio, levado a
cabo pela subrotina COSNBF, condiciona o prosseguimento da iteragdo principal
(cdlculo dos pardmetros ajustdveis) e por isso deve convergir sempre € ser o mais
possivel eficiente. E de notar que o valor das constantes de equilibrio do vector de
pardmetros ajustdveis usadas para o cdlculo das concentragdes pode abranger um
intervalo muito alargado dependendo do decurso da iteragdo principal, o que € desfa-
vordvel as condigdes de convergéncia e de eficdcia referidas acima como essenciais
para o bom funcionamento do subprocesso de célculo das concentragdes. Devido a
dificuldade e & morosidade de estimar um bom vector de concentragdes iniciais para
0 subprocesso iterativo recorreu-se a uma fungdo de nimeros aleatérios, GOSCCF/
GO5CAF (NAG), como fonte para esses valores que foram limitados a um intervalo
entre zero € as concentragdes mdaximas esperadas. Desta forma diversos valores
iniciais sdo tentados até ser atingida a convergéncia. Tal como na subrotina
EO4FDF, em COSNBF existe um parametro cujo valor no ficheiro de saida qualifica
a convergéncia atingida.

S6 uma das solugdes do sistema de equagdes ndo lineares contém as concentra-
¢Oes requeridas, sendo frequente o aparecimento de vectores resultado com valores
negativos para as concentragdes. Este problema foi obviado utilizando ndo concen-
tracdes mas as suas raizes quadradas: esta alteragdo de varidveis, para além de au-
mentar as solugdes possiveis para o sistema e concomitantemente a eficiéncia do
processo iterativo, assegura que os vectores resultado sdo positivos, o que se revelou,
também, muito eficiente na pratica. Por outro lado, o uso de valores absolutos ou da
raiz quarta nao mostrou ser mais eficiente.

Este programa € aplicdvel a qualquer sistema quimico, bastando para tal escre-

ver as equagdes pertinentes na subrotina FCN e, obviamente, preparar um ficheiro de
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entrada conveniente. Por uma questio de rapidez de cdlculo, optou-se por modificar
directamente a subrotina FCN em vez de definir o sistema de equagdes simbolica-
mente num ficheiro de entrada, j4 que o tempo de recompilagdo € insignificante
quando comparado com o tempo de computagdo para um qualquer sistema tipico e o
tempo ou a dificuldade de realizar um ficheiro de entrada é semelhante ao necessario
para modificar a subrotina FCN.

O tempo de computagdo gasto pelo programa estd directamente relacionado
com (1) o nimero de equagdes do sistema de equilibrios; (2) 0 nimero de parimetros
a optimizar; (3) o nimero de pontos experimentais; (4) a qualidade dos valores
iniciais dos pardmetros e (5) a rapidez de convergéncia dos dois processos iterativos
combinados no programa. A optimizagdo do funcionamento estd condicionada a
escolha dos pontos iniciais e a efici€ncia do processo iterativo (pontos 4 e 5), j4 que
dos trés primeiros pontos depende a qualidade dos resultados que ndo pode ser
prejudicada em favor da rapidez de computagdo. Dependendo da complexidade do
sistemna, o resultado pode ser atingido num intervalo de tempo compreendido entre
poucos segundos até varias horas no computador acima referido. A escolha de um
bom conjunto de pontos iniciais depende ainda em boa parte da experiéncia e intui-
¢30 do experimentador e baseou-se em valores da literatura obtidos para casos seme-

lhantes aos que foram estudados neste trabalho.
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Associacoes intermoleculares
e constantes de acidez
da glicilglicina e da citidina

INESTE CAPITULO APRESENTAM-SE alguns estudos sobre o comportamento em solugdo
aquosa de citidina e glicilglicina necessdrios para o cdlculo das constantes de estabi-
lidade destas moléculas com catides metdlicos. Nomeadamente, discute-se a atribui-
¢do dos sinais nos espectros de 'H ¢ "°C da citidina e da glicilglicina, bem como os
efeitos da auto-associagdo da citidina e de interacgdes intermoleculares entre a citidi-
na e a glicilglicina sobre os desvios quimicos observados. Por fim, sdo apresentados
os resultados do estudo das protdlises da glicilglicina e da citidina e é discutida a
definigdo dos estados de referéncia para os desvios quimicos € a sua influéncia sobre

as constantes de estabilidade.

1. Citidina, glicilglicina e a sua interac¢ao
L.1 Interpretacio do espectro de RMN da citidina em H,0 e D,0

A ATRIBUICAO DOS SINAIS dos espectros de 'H e de "C da citidina é conhecida em
DMSO [75-78], D,0 e H,0 [79,80], tendo-se verificado que a posigdo relativa dos
sinais € a mesma em qualquer destes solventes.

Na Figura 5.1(a) estd representada a férmula de estrutura da citidina e na
Figura 5.1(b) e (c) os seus espectros tipicos de 'He °Cem H,0 a pH (pD) 4cido,
onde também sdo descritas as condigSes da sua obtengdo. Niao existem diferencas
entre 0s espectros obtidos em H;O e D,O, excepto no que diz respeito ao ndo
aparecimento dos sinais do grupo -NH; no espectro em D,0, devido i permuta de
dtomos de hidrogénio do grupo amina por dtomos de deutério. Como ird ser visto

adiante, os desvios quimicos dos nicleos da base pirimidinica da citidina dependem
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Figura 5.1 — a)ﬁFér_fmﬂa'e_strmﬁra'i-aa molécula dec:tldma, 5}:éépéétfb déf’H-'qei'u'ma:sdlUgéo- :
aquosa de citidina 0,1 M e 0,2 M de Ga(NO;), a pH 2 obtido por excitacao selectiva (condigdes da
legenda da Figura 4:1); referéncia interna: tert-butanal; c) espectro de °C da mesma solugao -
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Figura 5.2 — a) Férmula estrutural da molécula de glicilglicina; b) Espectro de 'H de uma solugao
aquosa de glicilglicina 0,2 M e 0,6 Mde KNO, a pH 1,5 obtido por excitacio selectiva (condigbes da
legenda da Figura 4.1); referéncia interna: tert-butanol; c) Espectra de '’C da mesma solugio.
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do pH (pD) da solugdo e da concentragio de catides metdlicos, mas as suas posi¢oes
relativas no espectro nao sao alteradas.

Neste trabalho, a atribui¢do dos sinais do espectro de 'H da citidina foi confir-
mada em H,O e em D;0O por desacoplamento homonuclear selectivo. O espectro de
BC foi atribuido através de um espectro bidimensional de correlagio de desvio
quimico heteronuclear. No espectro de 'H foi observado que os dois dobletos que
ocorrem a maior frequéncia formam um sistema AX e foram atribuidos por correla-
¢do heteronuclear aos nicleos H-6 ¢ H-5, em que H-5 € o que ocorre a menor
frequéncia. O sinal préximo de H-5 e a menor frequéncia que este € o terceiro
dobleto esperado para a citidina e que € portanto atribuido a H-1'. Os sinais a menor
frequéncia que o sinal da dgua s3o provenientes do fragmento ribosilo da citidina
onde sdo identificdveis os quatro sinais dos dois niicleos de hidrogénio ligados a C-5'
no extremo a menor frequéncia do espectro que, por desacoplamento selectivo, se
verifica estarem acoplados com os sinais imediatamente a menor frequéncia que o
sinal do HDO, que por isso podem ser atribuidos a H-4'. As bandas situadas entre as
de H-4' e H-5' sdo pois provenientes dos nicleos H-2' € H-3". Devido a sobreposigao
destes sinais, a correspondéncia para o espectro de PC nio ¢ inequivoca, embora a

atribuigdo desses niicleos ndo seja importante para o presente trabalho.

1.2 Interpretacido do espectro de RMN da glicilglicina em H,0 e em D,0
NA FiGUrRA 5.2(A) ESTA REPRESENTADA a férmula de estrutura da glicilglicina e na
Figura 5.2(b) e (c) os espectros tipicos de 'H ¢ C da glicilglicina em H,0, a pH
dcido. O espectro de 'H em H,0 a pH 1,3 revela dois sinais largos no extremo a
maior frequéncia correspondentes aos niicleos do grupo -NH;", o mais largo, e ao
nicleo de hidrogénio da ligagdo peptidica, -NH-. Estes sinais ndo sao observdveis
em D,O devido a deuteragdo daqueles grupos por permuta com o solvente. Os dois
sinais a menor frequéncia correspondem aos dois grupos -CH,- da glicilglicina,
sendo o dobleto atribuido a H-3 (acoplamento com -NH-) € o singuleto a H-1. Estas
atribui¢des sdo facilmente confirmadas pela variagdo dos desvios quimicos da glicil-
glicina com o pH (Figura 5.3(a)), porque os nucleos mais proximos das posi¢oes de

coordenagdo do ido H” sdo os que devem apresentar maior variagdo dos desvios
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quimicos em fun¢do do pH, dado que a glicilglicina € uma molécula com topologia
linear. Os nicleos H-1 mostram uma maior sensibilidade & protonagdo do grupo
amina que 2 protonagdo do grupo carboxilico, a pH préximo de 3, enquanto que o
sinal de H-3 € apenas um pouco mais sensivel & protonagdo do grupo carboxilico que
& protonagdo do grupo amina. A atribui¢io do espectro de PC foi efectuada da
mesma forma, por andlise dos desvios quimicos do espectro de °C da glicilglicina no

intervalode pH de 1 a 12.

1.3 Efeitos nos espectros de RMN da auto-associa¢io da citidina e da
interacgao intermolecular entre a citidina e a glicilglicina

A INTERACGAO ENTRE NUCLEOTIDEOS pode ocorrer pelo menos por duas formas distin-
tas: interacgdes hidrofébicas de empilhamento e interacgdo por ponte de hidrogénio
[81,82], estando ambos na base do conhecido emparelhamento em hélice o das
cadeias de ADN. A auto-associagdo da citidina por empilhamento hidrofébico pro-
voca variagdes do desvio quimico dos seus nicleos para menor frequéncia com o
aumento da sua concentragdo em solugio; este efeito foi detectado em H,0 / D,0O
[83,84] e em DMSO [85], embora se tenha verificado que ocorre em menor extensio
neste solvente pois € favorecida a formagao de ligagdes por ponte de hidrogénio entre
moléculas de citidina.

Ts'o et al. [83] calcularam um valor de 0,878 para o coeficiente de actividade
molal da citidina em solugdes aquosas 0,10 mol Kg'1 em citidina, o que foi interpre-
tado como evidéncia da presenga de auto-associagdo da citidina e determinaram uma
constante para a sua auto-associagio de 0,9 mol™ Kg. Scheller er al. [86] calcularam
por RMN uma constante de auto-associagdo (empilhamento) da citidina de
1,1£0,3M 1, com base nos desvios quimicos dos niicleos de H-5 e de H-6.

A auto-associagdo por empilhamento da citidina ocorre portanto em pequena
extensdo (numa solugdo 0,1 M, mais de 85% da citidina est4 na forma ndo associada)
¢ ndo interfere significativamente com os locais de coordenagdo dos catides. Por
estas razoes, a(s) equagdo(equagdes) da auto-associa¢io da citidina ndo foi(foram)
incluida(s) nos modelos de simulagdo dos desvios quimicos pois verificou-se que os
desvios quimicos e os valores das constantes calculadas ndo sdo afectados pelos

efeitos da auto-associagdo.
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A influéncia da interacgdo glicilglicina / citidina sobre os desvios quimicos da
citidina foi estudada neste trabalho, uma vez que esses desvios vao ser utilizados em
outras experiéncias para calcular as constantes de estabilidade dos complexos mistos,
embora nao fosse de esperar uma interacgdo significativa em dgua entre estes dois
ligandos. Assim, compararam-se os desvios quimicos da citidina numa solugdo
contendo 0,10 moldm™ de citidina com os de uma outra contendo também
0,10 mol dm™ de glicilglicina e em que foi utilizado, em ambos os casos, tert-butanol
como referéncia interna e pH 6,8. A este pH a glicilglicina encontra-se na sua forma
de ido dipolar (zwitterion) e a citidina ndo estd protonada em N-3.

As diferengas observadas foram pequenas, menores que 0,5 Hz (0,0025 ppm),
para os sinais de 'H e menores que 1,2 Hz (0,025 p.p.m.) para os sinais de C. Estes
resultados permitem desprezar a interacgdo intermolecular glicilglicina / citidina em
dgua para o cdlculo das constantes de formagdo dos complexos mistos.

Na secgdo 5.2.1 serd discutido o efeito da interacgdo glicilglicina / glicilglicina
em solug@o aquosa (hipoteticamente de cariz i6nico) sobre o valor das suas constan-

tes de acidez.

2. Constantes de acidez da citidina e da glicilglicina

As CONSTANTES DE ACIDEZ da citidina e da glicilglicina tém sido bastante estudadas,
em vdrios solventes e por vdrias técnicas [73,79,87,88]. Uma vez que todos os
cdlculos de constantes de formacgdo foram feitos em dgua e os catides metdlicos
coordenantes competem com o ido H' para as posi¢des de coordenagdo na citidina e
na glicilglicina, os desvios quimicos destes ligandos vdo ser uma fungdo da coorde-
nagido dos catides metdlicos ¢ da coordenagdo de H. A determinagdo prévia das
constantes de acidez para a citidina e a glicilglicina permite introduzi-las como
constantes conhecidas, e ndo como pardmetros ajustdveis, nos cdlculos das constan-
tes de complexagdo daquelas moléculas com catides metdlicos. Este facto impde que
sejam determinadas em condigdes que reproduzam as condigdes de forga idnica e
tipo de referéncia que existirdo nas experi€éncias onde estdo presentes catides metdli-
cos coordenantes. Algumas tentativas foram feitas por outros autores para criar

modelos que descrevam o efeito de electrélitos sobre as constantes de acidez [89]
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mas, neste trabalho, pretende-se apenas determinar essas constantes nas condigdes
mais préximas possiveis daquelas que serdo encontradas nas experiéncias para o
estudo da complexagio dos catides metdlicos Zn**, Cd** e Hg**, ou seja, procurar um
estado de referéncia que inclua as protélises da citidina efou da glicilglicina em
condi¢des bem definidas de forga iénica e referéncia interna.

A determinagdo de constantes de protdlise por RMN € uma técnica bem desen-
volvida e que tem sido largamente aplicada [90-92]. O primeiro passo para a deter-
minagdo de constantes de acidez (constantes de dissociagdo de H") por RMN consiste
em recolher pontos experimentais constituidos pelos desvios quimicos corresponden-
tes aos nicleos do ligando em causa em fungdo do pH da solugdo (pH, §); experién-
cias do tipo pH varidvel. Estes desvios quimicos sdo simulados teoricamente, para
cada niicleo i, pela equagdo seguinte, deduzida a partir da equagdo 4.1

§'= (ILYL)SL + Zn ([HLYL) Sty (5.1)
onde L representa o ligando completamente desprotonado e H,L as formas protona-
das do ligando. A transformagdo das concentragdes da equagdo 5.1 em quantidades
dependentes apenas dos valores de pK, e do pH, através do uso das expressdes que
definem as constantes de acidez e dos balangos materiais, permite concluir que, no
caso ideal, em que nio se considera a auto-associagdo do ligando ou outras inter-
acgdes intermoleculares, os desvios quimicos sdo independentes da concentragdo
inicial de ligando. O ajuste desta equagdo aos pontos experimentais pelo método de
regressdo ndo linear pode ser feito muitas vezes optimizando apenas os valores de
pK,, (K., sdo as constantes de acidez para as dissociagdes H,L == H,,L + H") desde
que 5L e 6‘};,‘1, possam ser medidos directamente, situagdo que estd representada na
Figura 5.3.

Nesta Figura ¢ mostrada a variagdo de desvio quimico para os niicleos de 'H e
Btid glicilglicina e da citidina. A interpretagdo da variagdo destes desvios € trivial
uma vez que os desvios observados sdo directamente proporcionais as concentragdes
das espécies protonadas e ndo protonadas, constituindo assim curvas de titulagio de
dcido/base, em que os pontos de inflexdo das curvas ddo uma indicagdo gréfica dos

valores de pK,.
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2.1 Glicilglicina
NA FIGURA 5.3(A) PODEM ser observadas curvas tipicas da variagdo do desvio quimico
dos nucleos da glicilglicina em fungdo do pH; os valores de pK,, e pK,, em diversas
condigbes experimentais sdo apresentados na Tabela 5.1.

A protonagdo da glicilglicina num dos seus grupos extremos provoca grandes
desvios na direcgdo de maior frequéncia, menor protecgdo electrénica, nos nicleos
de °C proximos do local de protonagdo, sobretudo nos niicleos que ndo estdo ligados
a dtomos de hidrogénio, como € o caso de C-2 ¢ C-4. Esta observagdo aparece como
consequéncia da jd esperada transferéncia de densidade electrénica para o ido H'.
Pelo contririo, os nicleos de hidrogénio H-1 e H-3 apresentam desvios para menor
frequéncia. Os nicleos mais distantes de uma determinada zona de protonagdo
podem apresentar desvios positivos ou negativos que, no entanto, sdo sempre de

menor amplitude.

i Ref

fiiiinag it
. e T
e AR o : -_;----'-;sw&ooa’"' @15+00fF = B
oy Ao . h 15204003 8182002 1B .
0 0204 3204003  820£0,03 e
08 - 0809 . 328:004" B23:004¢ . {BpD
06 0,8-0,9 323#003 832#002 . . ... TMA

vabruehdhndmn.CA3120—23106—331704116141308 H-3319 o
Gu vaiores mdhndums de‘cada nicleo para este caso si0 aprmnlaﬁm na Tabsh 4 3,

-

LKk, T("C) método.

- 3;,13+0,05 . 7,98+0,01 O s A0 : potenc:lometr!a
3051001 . 8,08+0,03.. o : 255 3} . potenciometria
__3_‘1_5:!:001 125001 08 .28 . g ::pntencmmetrla |

313 o 321 06: 25;'2':"" RMN‘ -

ndcleos C-1,C2,C3,C4 Hie H 3 (o intervalo: de erro: compreende todos os valores obtados)
b) Valores publicados na literatura para essas. constantes.




ASSOCIACOES INTERMOLECULARES E CONSTANTES DE ACIDEZ DA GLICILGLICINA E DA CITIDINA 93

'H— Glicilglicina

Fagura 5. 3(a) ——Vanac;ao tlp:ca dos desvms quam:cos da gllcﬁghcma corn o pH nas condlqoes do
estadc de referencla (ver taxto & tabela 5.2). e i
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Os valores de pK, obtidos por RMN para a glicilglicina sdo significativamente
mais altos que os obtidos por potenciometria [93], havendo normalmente uma dife-
renga maior que 0,1 entre os valores publicados de pK, obtidos por essas duas
técnicas. Esta diferenga entre constantes de equilibrio determinadas por RMN e por
potenciometria parece ser uma observagio geral quando altas concentragdes de espé-
cies carregadas, nomeadamente catides metdlicos, existem em solugdo. Uma expli-
cagdo possivel pode residir na diferenga entre o que € observado num e noutro caso:
os métodos potenciométricos reflectem alteragdes na actividade de H™ (ou indirecta-
mente na concentragdo desse ido, se a forga inica estiver controlada) ou de outros
ides em solugdo, enquanto que em métodos de RMN baseados na variagdo do pH sdo
detectadas alteragdes nos desvios quimicos induzidos pela remogdo do protdo. Na
presenga de altas concentragdes de ides metdlicos ou outras espécies carregadas em
solugdo, a eventual ocorréncia de efeitos de carga nos desvios quimicos da forma
carregada do ligando protonado / desprotonado podem mascarar o efeito da remogdo
do protéo.

Os valores das constantes de acidez da glicilglicina determinadas por RMN
mostram também uma marcada dependéncia com a forga idnica, como acontece em
geral com os aminodcidos e com outras espécies idnicas em solugdo [89,94], embora
o valor de pK,, seja menos sensivel que o do pK,, a essas variagdes (Tabela 5.1).
O sal usado para controlar a forga idnica nestas experiéncias foi 0 KNOs jd que o ido
Ca®* tem uma grande tendéncia a ligar-se a glicilglicina através do grupo carboxilico
[95] e por isso nao pode ser incluido no estado de referéncia.

A pH baixo, a importincia da concentragio de glicilglicina e de outras
espécies carregadas em solugdo sobre o equilibrio entre os estados de protonagio
dcido carboxilico / carboxilato € evidente se se reparar que: a) o pK,, determinado
por RMN para solugdes contendo s6 glicilglicina (0,20 mol dm™), 3,20, é demasiado
alto quando comparado com o valor potenciométrico: 3,13 [88]; b) o pK,, (RMN)
para uma solugdo de 0,005 mol dm™ em glicilglicina € de apenas 3,14; e que c) este
valor aumenta para 3,29 quando KNO; estd presente em solugdo com a concentragio

de 0,10 moldm™. Da mesma forma, uma solugdo 0,20 moldm™ de glicilglicina e
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0,60 mol dm™ de KNO; apresenta um valor para o pKj,, de 3,28, em contraste com o
valor de 3,20 obtido para uma solugdo contendo apenas glicilglicina 0,20 mol dm?,
indicando claramente o efeito da concentragdo do sal.

Estas observagdes mostram que em solugdes puras de glicilglicina e a concen-
tragdes elevadas do dipeptideo as interacgdes intermoleculares entre os grupos
-COO" e -NH;" sdo importantes e que os desvios quimicos induzidos sio menores
porque passam a ser a média pesada dos desvios limites das formas protonada/
desprotonada/associada, o que conduz a determinagdo de um valor menor para a
constante de acidez do grupo carboxilico. Para baixas concentragoes de glicilglicina
(0,005 mol dm’B) a extensdo da associagdo ¢ menor € o valor da constante de acidez
aproxima-se do valor medido potenciometricamente. Como j4 foi referido, a adigdo
de um sal ndo coordenante, KNO; 0,10 moldm™, a estas solugdes diluidas de
glicilglicina provoca um aumento do pK, de 3,14 para 3,29; esta diferenca €
demasiado grande para ser atribuida somente a pequena variacdo de forga idnica
entre as duas solugdes, 0 que permite postular a existéncia de uma interacgdo idnica
entre o sal e a glicilglicina, que se reflecte sobre os desvios quimicos observados.

A valores de pH elevados ocorre uma situagdo semelhante envolvendo uma
neutralizagdo parcial da carga do grupo amina protonado por um grupo carboxilico
ou por algum anido presente na solugdo. Isso explica os elevados valores de pK,,
observados para solugdes de glicilglicina 0,20 mol dm” na auséncia (8,20) e na
presenga (8,23) de elevadas concentragdes de ides, nomeadamente KNO;
0,60 moldm™ (o valor potenciométrico para o pK,, da glicilglicina é de 8,08 £0,03
para forga idnica 0,1 M [88]). A importincia da concentragdo de glicilglicina €
evidenciada pelo facto de que, em solugdes 0,005 mol dm” de glicilglicina o pK,,
determinado € de apenas 8,15; na presenga de KCI ou KNO; (0,1 mol dm™) o valor

de pK,, apenas sofre uma ligeira alteragdo (8,18).

Definicdo do estado de referéncia para as experiéncias de pH varidvel com glicilglicina
Sendo a determinagio de constantes de estabilidade afectada em grande medida

pelos valores de pK, e pelos desvios limite usados nos cdlculos, a escolha das
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condi¢des em que estes valores sdo obtidos, ou seja, a escolha do estado de referén-
cia, € critica quando elevadas concentragdes de metal estdo presentes.

Os valores de constantes de acidez medidos em solugdes cuja referéncia interna
¢ TMA sao diferentes dos obtidos para p-dioxano ou tert-butanol (Tabela 5.1), de
acordo com o que jd tinha sido referido na secgdo 4.4 sobre a sensibilidade do desvio
quimico do TMA & presenga de glicilglicina a pH elevado, pelo que esta referéncia
interna foi posta de parte.

A jd referida tendéncia do ido o para coordenar a glicilglicina impediu que
fosse considerado na definicdo do estado de referéncia, embora tivesse a vantagem
sobre 0 ido K* de ter carga eléctrica igual e tamanho mais préximo dos ides Zn™,
Cd* e Hg”. Também no que respeita 3 concentragdo dos anides no estado de
referéncia teria sido preferivel usar o sal Ca(NOs); em vez de KNO; por razdes
6bvias. O anido nitrato foi o dnico a ser usado nos estudos relacionados com a
glicilglicina descritos no Capitulo 6 e portanto foi incluido no estado de referéncia.

Numa tentativa para reduzir o efeito dos ides metdlicos em interacgdes que ndo
a coordenacdo, foram usadas as constantes de acidez aparentes da glicilglicina em
solugdes 0,60 mol dm” em KNO,. Isto equivale a considerar esse tipo de solugdo
como o estado de referéncia para RMN relativamente as experiéncias realizadas para
o cdlculo de constantes de associagdo da glicilglicina com catides metdlicos, descritas
no capitulo seguinte. Na Tabela 5.2 séo apresentados os valores de pK,, pKa,, Oy,
0w, € &y, calculados para cada nicleo da glicilglicina e que foram usados no cdlculo

das constantes de equilibrio de coordenagdo dos catides metdlicos Zn>* e Cd**

 Nocleo: pK, K, S & &
W1 337 826 57 st 48
b3 3zp '8'.005 520, 56 sz o
. C1 349 828 5554 5500 7258

. C2. 333 827 eo5t eofe . T3k
. C@  322 824 5812 6900 6817
LC ';"3-'2'1*5- 834 7221 7383 "74?06}3

Tabela 5.2 — Parametros de: RMN para o estadc de refarencaa ralatwamerlte és expenanc:as de o

pH vanavelcom gl:cnglicma [ghcnighcma] 0,20 moldm [KNO;] OGM reierenma :memaarert- :
butano|25° : s
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2.2 Citidina

NaA FiGURA 5.3(B) ESTAO REPRESENTADAS as variagdes tipicas dos desvios quimicos para
os nicleos de 'H ¢ "°C da citidina com o pH (todos os desvios quimicos foram
medidos relativamente a fert-butanol). A protonagio do dtomo de azoto N-3 tem um
efeito sobre os niicleos da base da citidina semelhante ao observado para a glicilglici-
na, apesar de serem moléculas muito diferentes. Os nicleos que apresentam maiores
alteragdes nos desvios quimicos sdao C-2 e C-4, os mais proximos de N-3, desvios
esses que ocorrem para maior frequéncia. Por outro lado, o nicleo de C-6, o 4tomo
de C da base pirimidinica que fica mais distante de N-3, tem um desvio menor e
para menor frequéncia. Os nicleos de H-5 e H-6 apresentam também desvios para
menor frequéncia.

Na Tabela 5.3 estdo indicados os valores para o pK, da citidina (protonagdo em
N-3) em vdrias condigdes experimentais. Tal como no caso da glicilglicina, o valor
do pK, determinado para a citidina por RMN € maior que o potenciométrico [93]. Os

valores mencionados na literatura para o pK, desta molécula situam-se entre 4,09 e

- ’concentragao “opKa

e 4108001

KNO; 080 436%002 -

Ker: 060 436:0,02
 CalNOy), 0,20 4,1540,02
b .

C e e TG et . método.
AOFEQOE. g g [93]_;_:1'52'potencmmetr;a.: :
412£004 06 25 (93] potenciometria -
400+002 - 01 iog  [87]  potenciometria
423:0005 1 20 .o [egf .'-'.-potam;cmem'a:;i.,

4,20+ 0,04 '3:'.'0,5 - e

4,15 "."<02 32 TR s RN

Ozuemmidma.rafarMamma.fm-bmanol ovdmdsp&lmndmapamrdudumqmnmdm s
nuduoeHEuH-B e : : 2

: ._Tabela 53 a} Valores médios de pK da cmdma caiculados nesta. trabalhn'em dwarsas s

condlqoes expenmentass (concemrac;:oes em moldm?®) a pamr dos desvios quimicos dos nucleos (o j
2, 0—4 C—S C-6, H5eH-6 (o lntervaio de erro ‘compreende: todos os. valores; ubtidus) Referencm' g

lntsrna. terf—butanol [Citidina] = 0, 10 moldm™ ; b} Valores pubilcados na: ]tteratura para essa
constante.




ASSOCIACOES INTERMOLECULARES E CONSTANTES DE ACIDEZ DA GLICILGLICINA E DA CITIDINA 99

4,23 a 20°C e para valores da forga idnica compreendidos entre 0,1 e 1,0 M, determi-
nados sobretudo por métodos potenciométricos [96]. Para uma temperatura de 25°C
foram obtidos potenciometricamente os valores 4,07 € 4,12 para valores de forga
i6nica 0,1 € 0,6 M [93]. Por RMN, um valor de 4,15 foi publicado para uma solugio
aquosa pura de citidina na concentragio 0,20 moldm™ a 32°C [79]. Neste trabalho,
para uma solugdo de citidina 0,10 mol dm™ e forga iénica inferior a 0,1 moldm>, na
auséncia de sais adicionados, calculou-se um valor de pK, de 4,09 10,01 (Tabela 5.3).
No entanto, o valor de pK, calculado para uma solugio de citidina 0,10 moldm™ a
que foi adicionado KNO, ou KCl (concentragio final 0,6 mol dm's) ¢ bastante maior:
4,34+0,02. A influéncia do anido cloreto sobre a constante de acidez, relativamente
a formagdo de um quelato inverso com a citidina discutido no Capitulo 6, é aqui
semelhante 2 influéncia do anido nitrato, bem como a sua influéncia sobre os desvios
limite dw. e 01, que sdo idénticos dentro da margem do erro experimental.

A presen¢a em solug¢do de Ca(NOs), 0,20 mol dm’ permite obter um valor de
4,15 para o pK, do azoto N-3 da citidina, valor que € ainda ligeiramente superior ao
que foi obtido per estudos potenciométricos, 4,12+0,04 [93], tal como se verificou

para a glicilglicina.

Definigdo do estado de referéncia para as experiéncias de pH varidvel com citidina
A utilizagdo de p-dioxano, TMA ou dos desvios dos nicleos da regido ribosilo
da citidina como referéncia para os desvios dos nicleos da regido pirimidinica, nas
experiéncias com KNOj e Ca(NOs),, resultam na obtengdo de valores que ndo dife-

rem dos calculados usando ferz-butanol, o que apoia a utilizagdo desta substincia no

| Ndeo ke

EHAB. A1
. He 4315

CC2 4150
oG4 415
G5 413

CoCE A

* Tabela 5.4 — Parametros de RMN para o estado de referancia 'er'n'éxperiéncia.sféorh pH variavel:
com citidina: [citidina] = 0,10 moldm™; [Ca(NO,)] = 0,2 M, referéncia interna = tert-butanol; 25° C
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estado de referéncia. Os sinais de p-dioxano e TMA nao apresentam desvios relati-
vamente a fert-butanol quando misturados em baixa concentragdo nas solugdes
observadas, dentro do intervalo de pH estudado.

Como o catifo Ca** demonstrou ndo ser coordenante relativamente 2 citidina
em solugdo aquosa [97] as solugdes de citidina contendo nitrato de calcio foram
escolhidas como estado de referéncia por haver uma compensagdo da forga idnica

dentro dos limites esperados e que € feita por um catido bivalente, tal como acontece

em solugées de Zn™ ou de Cd™ (ver na Tabela 5.4 os valores dos parimetros

individuais para cada nicleo no estado de referéncia).

3. Conclusao

A ESPECTROSCOPIA DE RMN constitui uma forma prética para a determinagdo de cons-
tantes de acidez para equilibrios rdpidos em solug@o, embora seja afectada pelas
concentragoes de espécies carregadas em solugdo e também pela escolha da referén-
cia interna. Embora o valor do pK|, da citidina, por exemplo, para solu¢des sem sal
adicionado (forga idnica aproximadamente igual a 0,1 M) seja muitc préxima do
valor medido potenciometricamente, a presenca de ides em solugdo tem um efeito

muito mais marcado sobre as constantes de acidez medidas por RMN do que o que

acontece em casos andlogos em que a medigdo ¢ feita por potenciometria. Um
exemplo deste "efeito i6nico” € a inadequagdo do TMA como referéncia interna a pH
alto, e a sua influéncia sobre o valor de pK,, da glicilglicina, devido a sua carga
positiva. Estas observagdes sdo provavelmente uma consequéncia da grande sensibi-
lidade do RMN as variagdes da densidade electrénica em torno dos nicleos, varia-
¢oes essas que definem em ultima andlise os desvios quimicos observados.

Neste trabalho a determinagao das constantes de acidez dos ligandos serve
como passo intermédio para a posterior determinagao das constantes de equilibrio
com os catides metdlicos Zn*, Cd** e Hg®* em solugdo aquosa e por essa razio
optou-se por tentar obter um valor para as constantes de acidez que possa reflectir as

condic¢des em que as constantes de complexagdo serdo calculadas.
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Zinco e cadmio:
complexos bindrios e terndrios mistos
com citidina e glicilglicina

CoMPLEX0S DE ZINCO e cddmio com nucleotideos, nucleosideos e derivados [98-102]
tém sido estudados por RMN, bem como complexos desses catides com aminoécidos
e peptideos [103-107]. O estudo dos complexos terndrios mistos de zinco, cddmio ou
de outros catides metélicos, com as formas fosfatadas ou ndo fosfatadas de nucleoti-
deos ou nucleosideos, assim como o estudo de complexos terndrios envolvendo
aminodcidos ou peptideos, tem sido uma drea de grande aplicagdo da espectroscopia
de RMN ([75,108-110]. Devido & predominancia de condi¢des de equilibrio rdpido
com estes catides e ligandos, os métodos de cdlculo das constantes de equilibrio,
embora diferentes de autor para autor, baseiam-se sempre na andlise da variagdo dos
desvios quimicos dos ligandos ou do catido metélico no equilibrio, como fungdo das
condigdes iniciais e das condigdes no equilibrio. A espectroscopia de RMN tem sido
usada ndo s6 para calcular as constantes de equilibrio mas também para avaliar a
influéncia das diversas interacgbes que contribuem para a estabilidade deste impor-
tante tipo de complexos, nomeadamente as interacgdes hidrofébicas e de empilha-
mento entre os ligandos.

Neste trabalho, o cdlculo de constantes de estabilidade de complexos foi execu-
tado recorrendo a duas formas de fazer variar os desvios quimicos dos ligandos:
variar a concentragdo total de catio metdlico e variar o pH da solugdo no equilibrio.
O primeiro método foi usado com o objectivo central de avaliar o efeito de alguns
catides e anides sobre os desvios quimicos da citidina e, consequentemente, a sua
interacgdo com esse nucleotideo. Foram calculadas algumas constantes de equilibrio
para complexos bindrios e terndrios mistos de citidina com base neste método que,

por manter o pH fixo, permitiu reduzir a complexidade dos modelos e assim usar
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métodos computacionais mais simples, embora, por outro lado, os resultados sejam
afectados pela variagdo da forga idnica e da concentragdo de anides, cujos efeitos se
tentaram avaliar e compensar.

A udlizagdo do método baseado na variagdo de pH, que foi aplicado para a
citidina e para a glicilglicina, permitiu calcular constantes de equilibrio para as suas
associagOes bindrias e terndrias mistas com os catides Zn™ ¢ Cd**. Como foi ja
evidenciado anteriormente, este método permite manter a for¢a i6nica praticamente
constante ao longo da experiéncia, exigindo no entanto a utilizagdo de modelos mais
complexos, pois € necessdrio atender aos equilibrios de protélise dos ligandos. As
constantes de estabilidade para os complexos mistos de glicilglicina e citidina foram
calculadas com base nos desvios quimicos da citidina, por razdes que Serao apresen-
tadas de seguida, e foi avaliada a importancia da cooperatividade na formagdo desses

complexos.

1. Constantes de estabilidade para os complexos binarios de
Zn** e Cd* com citidina

1.1 Variag¢ao do desvio quimico em func¢io da concentracao de
catido metalico (pH fixo); efeito dos catides e dos anioes

A SENSIBILIDADE DA ESPECTROSCOPIA de ressonincia magnética nuclear permite estudar
interacgdes extremamente fracas em solugdo aquosa [111]. Com o objectivo de
determinar o efeito sobre os desvios quimicos de 'H e B3C da citidina provocado pela
interacgdo fraca em solugdo aquosa de alguns iGes com aquele nucleotideo, foram
utilizadas solucdes de sais de K*, Ca**, Zn*" e Cd** com os anides NO3, ClO;, CI e
Br (KClO4 ndo foi usado por ser muito pouco solivel em dgua a temperatura
ambiente), para tentar isolar e quantificar as influéncias individuais de cada um desses
ides sobre os desvios quimicos dos nicleos da citidina. Pretendeu-se simultanea-
mente avaliar a influéncia da forga iénica do meio sobre o valor das constantes de
estabilidade calculadas para as possiveis associagdes entre aqueles ides € a citidina.
O método utilizado consistiu em manter a concentragdo total de citidina constante,
com um valor de 0,10 mol dm”, e fazer variar a concentragdo de sal de metal. Para os

sais de catides bivalentes foram utilizadas as concentragdes 0,05; 0,10; 0,15; 0,20;
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0,25 e 0,30 moldm™, com a excepcdo das solugdes de Cd(ClO,); e de Zn(ClO,), em
que, devido 4 sua baixa solubilidade em dgua, apenas foram usadas concentragdes de
0,05 e 0,10 mol dm™ para o perclorato de cdmio e de 0,05, 0,10, 0,15 e 0,20 mol dm™
para perclorato de zinco. Para KNO; foram usadas as concentragdes de 0,10; 0,20;
0,30; 0,40; 0,50 e 0,60 moldm™, para assegurar a correspondéncia de forga idnica e
de concentragdo de anides entre as solugdes destes sais e as solugdes de sais de catides
bivalentes. O valor de pH usado foi 6,15+0,05, para o qual a citidina se encontra
completamente desprotonada em N-3 (pK,=4,15) e também para evitar a formagdo
de precipitados de hidréxidos dos metais.

Na Figura 6.1 sdo apresentados, para todos os anides e catides estudados, os
desvios quimicos observados, relativamente a terz-butanol, para os niicleos H-5, C-4
e C-5 da citidina, referidos aos (ou seja, subtraidos dos) desvios quimicos observados
para uma solugdo 0,10 moldm™ em citidina com pH 6,15, que se considera para jd
como o estado de referéncia. A qualidade desta referéncia foi testada comparando,
para cada nicleo, os valores obtidos para os desvios quimicos da citidina nas solu-
¢Oes de referéncia, com os valores obtidos extrapolando, para todos os casos, as
curvas dos desvios quimicos de cada nicleo da citidina para [sal] =0,00. As extrapo-
lagdes foram realizadas por ajuste da fungdo 6.1, descrita mais adiante nesta secgio,
aos pontos experimentais . Em todos os casos as curvas de desvios quimicos conver-
giram, para cada nicleo e para cada sal utilizado, para valores com uma amplitude
maxima de 3 Hz centrada no valor médio das extrapolagdes. Verificou-se que os
valores de referéncia da citidina se encontravam invariavelmente dentro destes limi-

tes e perto da média, tal como pode ser verificado na Tabela 6.1.

Hs H6 1-':; R Qg

 Gene  960£05 1318+1 642942 eseeiz | 3351+1  5634+1

8 ' 'gs95+0.2" 13172+02 16430,240.2 68697:!:02 '3350,3+0,2 56344:1;02 .

Tabela 6.1 — Valores das extrapolaqoes para [sal] 0 (8..,.,) dos grahoos da Flgura 6.1 e valores -
dos desvios quumms para os nlicleos de 'H e *C da hase da citidina em salugbes puras 0 10 M,
relatwamente a tert-butanol (&), apH 6,15.
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Da observagdo da Figura 6.1(a) € possivel concluir que os catides se ordenam da
seguinte forma relativamente 4 amplitude, em valor absoluto, dos desvios provoca-
dos: Cd>Zn>Ca>K. Esta ordenagdo € observada para todos os niicleos de 'He “C
da base da citidina e, por outro lado, € independente do anido, uma vez que foi veri-
ficada para os quatro anides utilizados. A influéncia dos anides nos desvios quimicos,
embora de pequena amplitude, € visivel nos grificos da figura 6.1(b), onde estio
apresentados os desvios quimicos resultantes de experiéncias que partilham um catido
comum. Com base nestes desvios foi elaborado um diagrama semi-quantitativo da
influéncia relativa de catides e anides sobre os desvios quimicos de 'H e °C da base
da citidina, apresentado na Figura 6.2. As sequéncias obtidas sdo independentes do
contra-ido e t€m como referéncia os desvios quimicos da citidina pura em solugdo
aquosa a pH 6,15.

A sequéncia dos catides € comum a todos os nicleos o que constitui uma
indicagao de um so local de coordenagdo (ou de ligagao fraca) a citidina, local esse
que provavelmente serd a regido (C-2)O-(N-3) [112,114]. Convém, no entanto,
referir que os desvios provocados por K™ e Ca®* sdo pequenos quando comparados

2 2
com os provocados por Zn~" e Cd™".

2i'HS. CE . Bri i NOy CIOu:

. HE. o ch B NGy ORI
Anides e = A
e B e B

SaCs oo S BEUNOY e e
i e N, Cf Br Clo,
~ maior . .. ‘menor :
~ ——- 0 : ——
. _trequencla- gy frequéncia
. oWs - ocdt oo K
e i UHe . Cd™ Ze® Ca™ KT
Catiges: = CZ e
GEERED G e
i i C8 Cdit 7R Cat K
e o CBi ,Cdz"-'-an“ Ca™ K.l

Flgura 6.2 Dlagrama seml-quantr!atwo da amplrtude e do sent:do do deswo qutmm provocado
por alguns anides e catides sobre os nicleos da regiao basa da citidina, baseado nas expenenmas
CUjOS grahoos sao apresentados em parte na Figura 6.1.. -




ZINCO E CADMIO: COMLEXOS BIARIOS E TERNARIOS MISTOS COM CITIDINA E GLICILGLICINA 109

O estabelecimento de uma sequéncia para os anides baseada nos desvios qui-
micos provocados ndo € tdo ficil como para os catides, devido provavelmente a
ocorréncia de interacgdes mais fracas e menos localizadas com a citidina. Os ides
cloreto e brometo ocorrem sempre juntos nas séries da Figura 6.2, ndo havendo
diferenca clara entre o efeito produzido por cada um. O efeito destes aniGes nos
desvios quimicos da citidina € maior para os nicleos de H-5, H-6, C-2 e C-4 e o
segundo maior para C-5 € C-6, o que os permite classificar como os menos inertes
para estudos em RMN. E nitida na Figura 6.2 a posigdo anémala do ido perclorato,
que aparentemente apenas estende a sua influéncia a regido C-5/C-6 da citidina.
Apesar dos ides nitrato e perclorato terem sido considerados como os menos interfe-
rentes com a citidina por Marzilli et al. em estudos por RMN em DMSO [97], os
graficos da Figura 6.1 mostram inequivocamente a n3o inerticidade do perclorato
relativamente a esses nicleos da citidina, e que € independente do catido presente em
solugdo. O ido nitrato mostra-se, no conjunto dos resultados, pouco interferente
relativamente aos niicleos considerados, embora os desvios quimicos provocados por
este anido sejam ligeiramente superiores aos provocados pelo perclorato, com excep-
¢do dos nicleos C-5 e C-6. Uma apreciagdo global do diagrama da Figura 6.2
permite concluir, atendendo A diferente ordem por que se distribuem para cada
nicleo (ao contrdrio do observado para os catides), que 0s anides ndo devem ter um
inico local de associagdo com a citidina e que a sua interacgdo com esse nucleotideo

; ; : - 2 2
€ menos especifica e mais fraca do que no caso dos catides Zn“* e Cd™".

Cdlculo de constantes de estabilidade
A comparagdo do valor absoluto dos desvios quimicos ndo indica todavia s6
por si a extensdo da associagdo molecular presente, que, em rigor, sé pode ser
avaliada pela determinagdo da constante de equilibrio dessa associagdo. O cdlculo de
constantes de equilibrio €, em principio, possivel a partir dos desvios da Figura 6.1 e
para isso foi postulado o modelo simples de associagdo 1:1
M+ C==MC
em que M representa um catido (ou um anido, em estudos de coordenagdo de anides

a citidina) ¢ C a citidina. Como foi mostrado nos Capitulos 3 ¢ 4, é possivel, para




110 Capitulo 6

este modelo, deduzir uma equagdo para o desvio quimico, que assume a forma

Aops = M+ Cy+ 1Ky - (Mo+ Co+ UKn) - 4MLOY 2 Auc/ 2C (6.1)
a partir da qual € feito um ajuste iterativo (regressdo ndo linear) aos pontos experi-
mentais para cada niicleo, optimizando os parimetros desconhecidos Kj; € Ayc. Na
equacdo 6.1, M, representa a concentragdo total do catido metdlico (ou do anido), C, a
concentragdo total de citidina, K, a constante de formagdo do complexo 1:1
( K;i=[MC] / (IM][C]) ), Abys 0 desvio observado para o nucleo { para um conjunto de
valores de M, e C, (Abps = s - 55 onde 8¢ é o desvio quimico do nicleo i do ligando
no estado de referéncia), e AiMc o desvio quimico do complexo 1:1 (A'Ewc = éiMc - 55).
Foi também utilizado para o cdlculo da constante K;; o método de Nakano, descrito
em detalhe no Capitulo 3.

Um aspecto a considerar nas experiéncias em que € variada a concentragio de
catido metdlico € a existéncia de grandes variagdes de forga idnica entre os pontos
experimentais, o que torna menos claro o significado das constantes obtidas por
varia¢do dos desvios quimicos. Por outro lado, a variagdo dos desvios qul'micos.{al
como estd aprescntada na Figura 6.1 € afectada simultaneamente pelo efeito dos
catides e dos anides ¢ por isso ndo poderia ser estritamente aplicado um modelo de
associagdo 1:1. Embora de pequena amplitude, o efeito dos anides altera a forma das
curvas de desvios e, logo, interfere no valor das constantes obtidas a partir do modelo
de associagdo 1:1 catides / citidina.

Para tentar minimizar o efeito da variagdo da forga idnica e neutralizar os
desvios provocados pelos anides, foram calculadas novas variagdes de desvios qui-
micos como (a) a diferenga ponto a ponto entre os obtidos nas experiéncias com
Ca™, Zn™ e Cd™ e os obtidos nas experiéncias com K* ¢ em que o anido era o
mesmo ¢ (b) diferengas entre os desvios das experi€ncias com Zn™ e Cd™ ¢ os
desvios das experiéncias com Ca™, também partilhando um mesmo anido. Os des-
vios quimicos de referéncia, 5o, passam a ser os desvios quimicos dos nicleos de
citidina nas solugdes com K'/A  ou Ca™ /2A’, onde A™ representa um dos anides
CI, Br, NO3; (o anido ClO4 ndao pdde ser usado para estes cdlculos devido a limitada

solubilidade em dgua dos percloratos de potdssio, cddmio e zinco). Esta operagdo de
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subtracg¢do € plausivel porque a associagao entre os anides € a citidina € de natureza
muito fraca e ocorre em extensdo previsivelmente reduzida. O efeito da forga idnica
ndo € porém completamente compensado pela utilizagdo dos estados de referéncia
mencionados devido 2 possivel interacgdo localizada de K* ou Ca®* com a citidina e
A interacgio K*/anides e Ca’ /anides. Devido 2 diferenca de carga entre o ido
potdssio € os catides do grupo 12, € necessdrio usar uma concentragio dupla de sais
de potdssio, € logo concentragdo dupla de catides potdssio, para simular as condi¢bes
de forga idnica nas solugdes com os catides bivalentes. Este facto pode constituir
uma objecgdo ao uso das solugdes de sais de potdssio no estado de referéncia. Com
base nas referéncias mencionadas acima foi tentado o cdlculo dos valores de K, para
todos os catides bivalentes com citidina.

As pequenas variagdes nos desvios quimicos provocados pelo ido Ca™ relativa-
mente ao K' ndo permitiram calcular uma constante de equilibrio para a sua associa-
¢do A citidina, mas para Cd*" ¢ Zn** foram obtidos os valores de K;; indicados na
Tabela 6.2. Os resultados obtidos por regressdo linear, segundo o método de
Nakano, foram sempre muito préximos dos obtidos por regressdo nio linear e encon-
tram-se dentro das margens de erro apresentadas para as constantes. O mérodo de
Nakano revelou instabilidade na convergéncia, em especial para o zinco, jd que este
catido produz pequenos desvios quimicos e apresenta uma constante de estabilidade
muito pequena.

As grandes variagdes encontradas para os valores de K, estdo provavelmente
relacionadas com a associacdo entre anides e catides, para além da influéncia dos
€IToS experimentais nas concentragdes, na medi¢ao dos desvio quimico e na medigdo
do pH, agravados pela soma dos erros associada com a operagdo de subtracgdo de
desvios quimicos. Apesar da dispersdo dos resultados, pode ser verificado que a
constante de formagdo do complexo bindrio com o catido zinco é consistentemente
inferior a2 do cddmio. Os valores da Tabela 6.2 permitem estimar um valor de
0,6+0,4 M para K, no sistema Zn2+/citidina ede 106 M! para Ky; no sistema
Cd*/citidina. Foi possivel calcular mais valores individuais para K;; no sistema
com o cddmio devido as maiores variagdes nos desvios quimicos provocados pelo

catido cddmio e a maior constante de estabilidade para a sua coordenagio 2 citidina.




112 Capitulo 6

O .3‘6: = 4.8 : .1.4:,.5': 7--9',if':j: :
LosT ey o L g

ot - : =i 36 — — 25 B
S o~ 143 s w3 My Ay
ajcaaea,kié&-m;s;-_-—:8.7----{:-.:_;_11,5;.';-_ 70 1‘1-0-..-----11'2.5;, 80

: cadmso(ll) e zmco(ll) ea cxtldtna usando como referenaa os desv;os qu:mms de solu«;oes de catido
: potéssm(l) e calc;o{ll) Sao assmalados com um tra@o os casos em néo fol possivat calcular um

'\'fa'io'r para K,,

Paru os sistemas com o anifo nitrato (ao contrdrio de sisternas com 0s outros
anides) foi possivel ajustar a fungdo tedrica aos desvios de todos os niicleos e calcu-
lar a respectiva constante K;;. Os valores médios obtidos para as constantes de
estabilidade dos complexos bindrios sdo 0,65+0,20 M ! para o nitrato de zinco e
98+2.8 M . para o nitrato de cddmio, com base nos valores de K, apresentados para
cada nicleo na Tabela 6.2. Estes valores sdo quase idénticos as médias totais referi-
das no pardgrafo anterior. Para a constante de estabilidade do complexo bindrio
zinco/citidina obtiveram-se valores maiores para os nucleos C-5, H-5 e H-6 (0,75,
0,87e0,79M '1, respectivamente) do que para os restantes nicleos de . ¢ cujo valor
se situou préximo dos 0,5 M™'. No caso do cddmio a dispersio dos valores foi
relativamente homogénea dentro do intervalo de erro especificado para a constante
tendo sido obtidos valores desde 12,5 M ™' para C-5 até 7,0 M ™' para C-2. A disper-
sdo dos valores de K; de nicleo para nicleo no caso do sais de nitrato foi menor que
nos sais de cloreto e brometo, factor que, juntamente com o que ja foi discutido sobre

a posi¢do do anido nitrato nas séries do diagrama semi-quantitativo da Figura 6.2,
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contribuiu para escolher este anido para as experi€ncias de pH varidvel descritas nas
secgdes seguintes.

Os valores médios obtidos para K, nos sistemas Zn(II)/citidina e Cd(IT)/citidi-
na concordam em certa medida com os valores obtidos por potenciometria para os
mesmos casos por Kinjo et al. [113], 1,58 £ 0,40 M'e 8.12+ 1,31 M! respectiva-
mente, para solugdes a 25 °C e forga idnica 0,5 M (NaNO,).

Relativamente a escolha do catido para o estado de referéncia, verificou-se que
a utilizagfo para esse fim dos desvios quimicos da citidina em solugdes com célcio
ou potdssio permitem obter aproximadamente os mesmos resultados, com excepgdo
dos cloretos e dos brometos de cdlcio, os quais ndo funcionaram bem como referén-
cia para os cloretos e brometos de zinco (ver Tabela 6.2), devido talvez, por um lado,
a uma maior interacgdo destes anides com a citidina (efeito do quelato invertido, ver
a seguir) e, por outro, aos pequenos desvios causados pelo catido zinco quando
comparados com os causados pelo catido cddmio.

Utilizando o principio de subtracgdo jd referido, foi possivel isolar também o
efeito dos anides sobre os desvios quimicos da citidina. Esse efeito ndo € superior a
2 Hz para a maioria dos anides, relativamente aos desvios provocados pelo anido
menos interferente para cada nicleo (nitrato ou perclorato), o que A partida ndo
permite o cdlculo de constantes de equilibrio com boa precisdo.

E dificil de prever um modelo para a interacgdo da citidina com os anides, dado
0 desconhecimento da forma e do local dessa interacgdo, embora para o anido cloreto
tenha sido observado em DMSO e em misturas H,O : DMSO (até 26% : 74%) que este
1d0 afecta os desvios quimicos da regido H-1/ NH, da guanosina, possivelmente pela
formagdo de um quelato entre aquele anido e o nucleotideo [114,115] (Figura 6.3).
Dado que essa regido € andloga a regido H-5/NH; da citidina e que os desvios
quimicos de H-5 para solugdes com ido cloreto s3o maiores que os para solugdes de
nitrato, poder-se-d supor a presen¢a de um quelato semelhante no caso da citidina,
esquematizado na Figura 6.3., servindo de apoio ao cdlculo da constante de equilibrio
para essa associagdo. Foi possivel estimar um valor médio de 1,2+0,8 M~ para a
constante de estabilidade do quelato invertido formado entre a citidina e o ido cloreto,

calculado com base nas diferengas entre os desvios quimicos de H-5 nas solugdes de
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Quelata invertido formado entre os nucleotideos guanasina e citidina e o anio cloreto.

cloretos e de percloratos, para todos os catides usados. Embora os desvios quimicos
provocados pelo anido cloreto sejam um pouco menores que 0s causados pelo catido
zinco, o valor da constante de estabilidade do quelato invertido € superior ao da coor-
denagio entre o zinco e a citidina.

Dada a semelhanga entre os comportamentos dos anides cloreto € brometo, foi
postulada a existéncia de quelato invertido também no caso do ido brometo com
citidina e foi calculado um valor de 1,3+0,7 M . para a constante K; dessa associa-
¢do molecular, nas condicdes jd referidas para o ido cloreto. Tanto este valor como o
obtido para a associagdo cloreto/citidina explicam a dificuldade em calcular K5, para
o complexo bindrio zinco/citidina ( =0,6 M ‘1) usando os desvios da citidina causados
pelo cloreto de zinco e pelo brometo de zinco, mesmo tendo como referéncia os
desvios quimicos da citidina em solugdes de cloreto ou brometo de célcio (potdssio).

De acordo com o que foi exposto até agora, é possivel concluir que o método
de variagao de concentragao de catido metdlico ndo permite o cdlculo preciso de
constantes de equilibrio muito pequenas em solugio aquosa, embora possa fornecer
valores indicativos para essas constantes € permita estabelecer uma ordem semi-
-quantitativa para os efeitos relativos de espécies idénicas sobre os desvios quimicos

de uma espécie observada.

1.2 Varia¢ao do desvio quimico em fun¢ao do pH
TAL COMO FOI REFERIDO na secgdo anterior, ao analisar os resultados de experiéncias

em que o pH € mantido num valor fixo e € variada a concentragdo de uma espécie
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ionica, € essencial encontrar um estado de referéncia para os desvios quimicos que
reproduza a variagdo da forga idnica ao longo dessas experi€ncias, o que, tal como
foi observado, nem sempre € possivel. A vantagem do método da variagio do pH
relativamente ao da variagdo da concentragio de catido metdlico reside no facto de
que a forga idnica € mantida dentro de limites estreitos sem ser necessdrio recorrer ao
seu controlo especifico. Convém referir que esse controlo, tal como € feito por
exemplo em potenciometria, em que, devido a sensibilidade do método, as espécies
em estudo [sal de catido metdlico / ligando(s)] se encontram em reduzida concentra-
¢do (< 10° M) e a for¢a idnica € originada quase totalmente por um sal inerte,
exigiria a utilizagao de concentragdes muito baixas de reagentes em solucdo e torna-
ria pouco prética a obtengio dos espectros de RMN, sobretudo os de °C.

A citidina apresenta apenas uma posi¢do de coordenacdo para os catides Zn* e
Cd**: o 4tomo de azoto endociclico (iminico) N-3 [112,114], embora o envolvimento
do dtomo de oxigénio ligado a C-2 na coordenagio ao catido metdlico tenha sido
postulado em DMSO [101].

Na Figura 6.4 estio representados em fungdo do pH os desvios quimicos relati-
vos a fert-butanol dos nicleos H-5, C-4 e C-5 de solugdes 0,10 mol dm™ em citidina
e 0,20 mol dm™ em nitrato de célcio, nitrato de zinco ou nitrato de potdssio.
O grifico de desvios de C-2 ¢ idéntico ao de C-4 e os grificos de C-6 ¢ H-6 sdo
idénticos ao de H-5, ou seja, a distribuigdo das trés curvas nesses grificos segue o
mesmo padrdo para C-2 e C-4 e para H-5, H-6 e C-6. O valor de pH mdximo
utilizado fo1 6,3 devido a formagdo de hidréxidos dos metais acima de pH 7.

Na zona de pH usada existem proporg¢des varidveis de citidina protonada e ndo
protonada, uma vez que o pK, da citidina tem um valor préximo de 4,2. Assim, o
modelo de equilibrio que foi considerado adequado para descrever o comportamento
do sistema foi o seguinte:

M* + C = MC*
HC '==H +C
(com constantes de equilibrio K; e K, respectivamente) onde M representa Zn>* ou

Cd™, C representa a citidina neutra e HC™ a citidina protonada em N-3 ¢ MC*
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representa o complexo bindrio. O desvio quimico para um nicleo i da citidina serd
portanto dado por:

Sows = ([HC")8c + [C]8c + [MC " 18ue>) / C. 2)
onde C, representa a concentrac¢io total de citidina, 5’;1(;% representa o desvio quimico
da espécie coordenada ao catido metdlico e Stic e 8¢ representam os desvios quimi-
cos da citidina protonada e ndo protonada em N-3, respectivamente. Os parimetros
desconhecidos na equagdo 6.3 sdo portanto dois: K;; e Shic.

Foram usados para os cdlculos como pardmetros conhecidos os valores de pK,
e de desvios limite (8ic+ e 8c) apresentados na Tabela 5.3(b), obtidos em solugdes
0,10 moldm™ em citidina e 0,20 moldm™ em Ca(NO,); com ter-butanol como
referéncia interna; os desvios quimicos da citidina nestas solugdes estdo representa-
dos na Figura 6.4 para comparagao.

Os valores obtidos para K, sdo apresentados na Tabela 6.3. A constante média
calculada para o catido zinco, 0,38+0,23 M ™', é mais pequena que a calculada para o
catido ciddmio, 11,8+2,5M '1, e menor que a constante determinada em DMSO, para
a qual € apontado um valor de 4,1 M 1 [114], embora os desvios quimicos do
complexo da citidina com o zinco sejam bastante mais afastados dos da referéncia do
que os correspondentes desvios para o complexo com o cddmio (ver Tabela 6.3). Os
dois catides provocam desvios exactamente com o mesmo sentido nos nicleos da
citidina (sentido de maior frequéncia, logo, maior desprotecgdo electrénica) mas o

catido zinco provoca alteragdes maiores na distribui¢do dos electrdes na molécula,
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Tabela 63— Constames de equul'bno e desvms Iimlte para a formaqao dos complexos blnanos
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talvez devido ao envolvimento na ligagdo do dtomo de oxigénio em C-2 [101] ou ao
seu menor tamnho, € consequente maior proximidade a citidina. A comparagdo dos
valores de pc+ € Owvc?+ da Tabela 6.3 permite verificar que o efeito de desprotecgdo
provocado pelos catides bivalentes nos niicleos C-2 e C-4 € menor que o provocado
pelo ido H", sendo no entanto maior para os nicleos mais distantes de N-3, possivel-
mente devido & maior carga dos catides bivalentes.

Os valores de K;; obtidos pelo método da variagcdo de pH sao bastante seme-
lhantes aos obtidos pelo método de variagdo de concentragdo de catiio metdlico, em
especial se se considerar os valores médios obtidos por este Ultimo método para os
nitratos: 0,6+ 0,3 M para o zincoe 9,8+2,8 M ' para o cddmio (ver Tabela 6.2).

O bom ajuste do modelo aos desvios quimicos experimentais sugere que, nas
condigdes da experiéncia usadas, ndo deve ocorrer formagdo de complexos com uma

estequiometria diferente de 1:1 em quantidade significativa.

2. Constantes de estabilidade para os complexos bindrios de
Zn* e Cd* com glicilglicina

O ESTUDO DA FORMACAO de complexos entre a glicilglicina ¢ Zn>* ou Cd™ foi jd
estudada por RMN [73,105] e por potenciometria [87,93]. Os resultados déMRMN
sugerem a existéncia de dois locais de coordenagdo na glicilglicina quer para o zinco
quer para o cddmio. Um deles é o grupo carboxilico, através dos seus dtomos de
oxigénio, e o outro é o grupo amina através do seu 4tomo de azoto. A participagdo
do 4tomo de oxigénio ou do dtomo de azoto da ligagdo peptidica da glicilglicina na
coordenagdo a catides metdlicos ja coordenados aos grupos amina ou carboxilico
formando um quelato bidentado também foi proposto como possivel [73] (ver Figura
7.6 para o caso do catido merciirio(II)). Estudos em D,O permitiram pér de parte a
coordenagdo do catido cddmio no dtomo de azoto da ligagdo peptidica, deslocando
para a solugdo um ido H™ [106], e neste trabalho ndo foi encontrada evidéncia para
tal associagdo através da andlise dos desvios quimicos.

Os locais de coordenagdo dos catides metdlicos sao também locais de coorde-
nagio do ido H”, como j4 foi referido, e existe portanto uma competi¢do entre os ides

metdlicos e o ido H™ na formagio de complexos com o dipeptideo. Esta competi¢do
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permite usar o método em que as concentragdes totais de ligando e de catido metdlico
sdo mantidas constantes enquanto é variada a concentragdo de H”, cujo valor no
equilibrio pode ser medido com bastante precisdo através da medi¢do do pH da
solugdo. Novamente, a andlise da variagdo dos desvios quimicos do ligando em
fungdo do pH permite extrair o valor das constantes de equilibrio.

Na Figura 6.5 estdo representados em fungdo do pH os desvios quimicos relati-
vamente ao fert-butanol dos nicleos de glicilglicina em solugdes 0,20 mol dm'3, na
presenga de nitrato de potassio 0,60 mol dm, nitrato de zinco 0,20 moldm™ e nitrato
de cddmio 0,20 moldm™. Em toda a andlise subsequente, os desvios quimicos das
solugdes de glicilglicina com nitrato de potdssio foram utilizadas como referéncia.
Os valores de pK,,, pK.,, Onccn*, Oucct ¢ dcg- usados para os cdlculos sdo os que
constam, para cada niicleo, na Tabela 5.3(a) onde H,L representa HGGH" (glicilgli-
cina protonada no grupo amina e no grupo carboxilico); HL representa HGG™ (glicil-
glicina protonada s6 no grupo amina); e L representa GG~ (glicilglicina desprotonada
no grupo amina € no grupo carboxilico).

O intervalo de pH utilizado esteve compreendido entre 1 e 6 para os estudos
com o zinco € de 2 a 7 para os estudos com o cddmio; nestes intervalos de pH ndo
ocorre associagio significativa entre o anido hidréxido e Zn** ou Cd* [73]. Nio foi
também detectado para estes catibes metdlicos o efeito do anido hidréxido sobre os
desvios quimicos observados para a glicilglicina, ao contrdrio do que aconteceu com
0 catido mercluirio, cujos resultados sao discutidos no capitulo seguinte.

Tal como jd havia sido observado para a citidina, os catides zinco e cddmio
comportam-se de forma muito semelhante relativamente ao efeito provocado sobre
os desvios quimicos dos niicleos da glicilglicina, como pode ser observado na Figura
6.5. E visivel em quase todos os nicleos e para as solugdes contendo Zn** e Cd** o
deslocamento para menor pH da zona de maior declive das curvas de desvio quimi-
co, tanto na regido de pK, como na regido de pK,, sendo mais notério para os
nicleos H-1, C-2 ¢ C-4. A transposigdo das curvas para menor pH ¢ causada pelo
deslocamento do ido H" pelos catides metdlicos em ambos os locais de coordenagio.
O deslocamento da curva de variagdo de desvios quimicos provocado pelos catides

na zona de pH da primeira protdlise, ¢ menor que o afastamento exibido na zona da
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Figura 6.5 — Efeito do pH'sobre os desvios da glicilglicina 0,2 M em solugdes aquosas com nitrato
de potassio, nitrato de zinco e nitrato de cadmio 0,2 M, para os nicleos H-1, C-1 e C-2.
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' Figura 6.5 (cont.) — Efeito do pH sobre os desvios da gliciglicina 0,2 M em solugdes aquosas com
 nitrato de potassio; nitrato de zinco e nitrato de cadmio 0,2 M, para os nicleos H-3, C-3e C-4.
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segunda protdlise, 0 que permite prever uma constante maior para a coordenagdo ao
grupo amina que ao grupo carboxilico. Os desvios de C-1 apresentam um comporta-
mento invulgar uma vez que devia ser o nicleo mais sensivel & coordenagdo no
grupo amina; mas, pelo contrdrio, mostra desvios quase nulos até pH 6, relativamente
aos desvios de referéncia, tanto para Zn** como para Cd**. Uma possivel explicagdo
para esta observacgdo assume que o desvio de C-1 da glicilglicina coordenada por um
catido metdlico no grupo amina € muito semelhante ao desvio de C-1 para a glicilgli-
cina ndo protonada no mesmo grupo o que implica que a coordenagdo do catifo ndo
provoque variagdes aprecidveis nos desvios quimicos. A quase sobreposi¢io dos
desvios quimicos causados pelos catides zinco e cddmio com os desvios quimicos do
estado de referéncia ndo permitiu o cédlculo de constantes para este niicleo.

Para simular estes resultados experimentais foram usados modelos constituidos
por subconjuntos do seguinte grupo de equagdes:

M* + HGG® = HGGM™
M* + GG = MGG"
HGGH' = HGG" +H"
HGG® = GG +H'
onde se assume a formagdo de duas espécies de complexos em solugdo: MGG"
(coordenagdo em -NHj;), com constante de equilibrio
Kx =[MGG]/ (IM*] [GG),
e HGGM?*" (coordenagdo em -COQ"), com constante de equilibrio
Ko =[HGGM™]/ (IM™] [HGG™)).

A possibilidade de coordenagdo simultidnea de dois ides metdlicos as duas posi¢des
de coordenagdo da glicilglicina ndo mostrou constituir um melhoramento ao modelo
uma vez que ndo se obteve um valor inequivoco para a constante de tal equilibrio;
para além disso, a consideragdo desse equilibrio nos modelos ndo provocou alteragdo
nos valores calculados para Kg € Ky. Pela mesma razio ndo se considerou a coorde-
nacdo simultinea de duas moléculas de glicilglicina por um unico catido metdlico.
Estes resultados ndo significam que estas espécies ndo existam em solu¢do mas

apenas que, nas condi¢des experimentais usadas, ndo se formaram em concentragdes
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suficientemente elevadas para contribuirem de forma significativa para os desvios
quimicos observados.

O nicleo C-1 ndo apresenta, como jd foi referido, desvios relativamente ao
estado de referéncia que permitam a sua inclusdo na execugdo dos cdlculos. Os
nicleos H-1 e C-2 sdo sobretudo sensiveis a coordenagdo em -NH; e por isso os seus
desvios foram simulados com um modelo contendo apenas as equagdes correspon-
dentes as constantes Ky € K,,, usando os pontos em que pH é superior a 4. Isto
corresponde a usar a seguinte equagdo de desvio quimico para esses nicleos da
glicilglicina:

Aows = (IGG1/GGy) dog + ((HGGY /GG Auget +
(IMGG'1/GG,) Avcct (6.3)

O niicleo C-3 permitiu calcular simultaneamente Ky e Ko devido & sua posi¢do
intermédia na molécula que o torna sensivel a coordenagdo em ambos 0s extremos.
Como no caso de C-3 se usou todo o intervalo de pH disponivel, foram incluidos no
modelo os equilibrios de protonagio para os dois grupos extremos:

Abws = ([GG'1/GGy) Ase + ([HGG®]/ GGy Aot +
(HGGH']/GGy) Asgau +
((HGGM™]/GG,) Ancav+ + (IMGG™]/ GG,) Ayee (6.4)

O nicleo de C-4 € sobretudo sensivel a coordenagdo no grupo carboxilico e por
essa razdo foram usados para a simulagdo unicamente os pontos experimentais obti-
dos a pH menor que 4 € os equilibrios de Ko e K,,. Para este nicleo, na zona de pH
referida, foi usada a seguinte equagio de desvio quimico:

Aovs = (HGG")/ GGy Akt + ((HGGH']/GGy) Akican +
(THGGM™]/GG,) Aticave+ 6.5)

Ao contrdrio do observado para C-3, para o nicleo de H-3 ndo foi possivel
encontrar um ajuste bom com os dois equilibrios de coordenagdo e por isso o cdlculo
foi executado nas condigdes usadas para o niicleo de C-4 (equagio 6.5).

Na Tabela 6.4 estio sumarizados os valores obtidos para as constantes de
estabilidade Ko ¢ Kn, com valores médios de, respectivamente, 0,74+0,16 e
3,47£0,45 para o catido zinco e de 1,18+0,10 ¢ 2,89+0,17 para o catido cddmio.

Os desvios dos nicleos de hidrogénio permitiram calcular valores que estio de
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acordo com os valores publicados por Rabenstein e Libich utilizando RMN de 'H
[73], nomeadamente no caso do nitrato de zinco. Por outro lado, os valores de Ko e
Ky fornecidos pelos nicleos de BC neste trabalho estio mais de acordo com os
resultados obtidos por potenciometria [88,93,105] a forga i6nica mais baixa que a
usada neste trabalho que € de aproximadamente 0,7 M. Os valores obtidos a partir
dos espectros de C sfo sisteraticamente maiores que os obtidos dos espectros de
'H, tanto no caso do zinco como no do cddmio, embora a diferenca seja mais
acentuada no valor da constante Ky para o zinco. Os valores desta constante mostra-
ram ser bastante sensiveis a variagdo no valor da constante de acidez usado nos
cdlculos, o que pode ser uma explicagdo para a sua dispersdo. A utilizagdo de um
valor de constante de acidez unico para todos os nicleos apenas acentuou as diferen-
as entre os valores de Ky calculados para cada niicleo. Se por um lado a constante
de acidez deva ter um s valor, deve ser no entanto considerado que o estado de
referéncia ndo inclui somente os efeitos nos desvios quimicos relativos a coordena-
¢ao do protdio em -NH, mas também outros efeitos, como o da forga iénica, cuja

influéncia se traduz numa alteragao do valor calculado para o pK, de cada niicleo.

 logKy
3,02
381
3,58
3,13+0,09° 1,04+0,18 276+0,17 ..
34 o 098
13,40+0,04 —:.i: :3,0240,05

3443001  — . 2,9040,05

"AMN; 0.6 M; ‘Potenciometria; 0,15 M: 'Potenciometria; k0,15 M. *Potenciometria; k015 M. 1 - 11

Tabela 6.4 — Valores das constantes de equillbrio para a coordené«ééo-dos cati6es cadmio e zinco
a0s grupos carboxilico (Ko) e amina (Ky) da glicilglicina; valores da literatura para essas constantes.
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Os valores das constantes Ko s3o pouco sensiveis a variagao do valor de pK,, e
sdo bastante mais pequenos que Ky, como era esperado. Ao contririo do que aconte-
ce com Ky, onde o zinco mostra maior tendéncia de coordenagdo que o cddmio, os
valores de Ko sdo ligeiramente maiores no caso do cddmio que no caso do zinco.
Mesmo neste caso a diferenga € relativamente pequena e os dois catides comportam-

-se de forma muito semelhante relativamente a glicilglicina.

3. Constantes de estabilidade para os complexos mistos de
Zn*" e Cd* com glicilglicina e citidina

A EXISTENCIA DO COMPLEXO terndrio misto citidina /Zn** / glicilglicina foi proposta por
Li et al. [79] com base na diferenga dos desvios quimicos do protdo H-5 da citidina
observada entre solugdes de citidina (0,2 mol dm'3) e cloreto de zinco (0,6 mol dm'3),
na presenga e na auséncia de glicilglicina (0,2 moldm™). Estes autores observaram
a) que a constante de estabilidade do complexo de glicilglicina com zinco, medida
potenciometricamente, tinha o mesmo valor na presenga € na auséncia de citidina em
solugdo, e b) que os desvios quimicos do nicleo H-5 da citidina, em solu¢des com
concentragdo varidvel de ZnCl, e pH fixo (foram executadas diferentes experiéncias
entre pH 4,7 € pH 5,3) sdo sempre maiores quando a glicilglicina estd presente em
solugdo. Com base nestas observagdes concluiram que, em solugdes equimolares de
citidina e glicilglicina, s6 existe o complexo terndrio.

Como foi mostrado na secgdo anterior, a constante de estabilidade da citidina
com 0 catido zinco € tdo pequena que € pouco provdvel que seja possivel detectar o
seu efeito sobre o valor calculado para a constante de estabilidade do zinco com a
glicilglicina, que, como j4 foi mostrado atrds, é trés ordens de grandeza superior. Por
outro lado, o desvio quimico do nicleo H-5 depende ndo s6 da concentragdo de ides
mas também do pH da solugdo. Na Figura 6.6 sdo mostrados os desvios quimicos do
nicleo de H-5 para solugdes contendo concentragdo varidvel de Zn(NOs), ou de
ZnCl,, com citidina 0,10 mol dm™ ou com citidina 0,10 moldm™ e glicilglicina na
mesma concentragdo, a pH 5 e a pH 6. A pH 5 os desvios quimicos de H-5 sdo
maiores no caso do sistema misto do que para o sistema bindrio, tanto para o cloreto

de zinco como para o nitrato de zinco; no entanto a pH 6, com a citidina praticamente



126 Capitulo 6

desprotonada em N-3, os desvios quimicos de H-5 nas solugdes com cloretos sdo
maiores no caso do complexo bindrio que no caso do complexo misto. Para o nitrato,
no entanto, a tendéncia mantém-se para os dois valores de pH o que permite concluir
que a diferenga de comportamento € causada pelo anido. Uma possivel explicagdo
para esta observagdo reside na hipétese de que a quantidade de ido cloreto livre para
a formagdo do quelato invertido com a citidina aumenta com a presenga de glicilgli-
cina em solugdo que, ao coordenar-se ao zinco em grande extensdo, provoca uma
diminui¢do da quantidade de pares i6nicos Zn* /CI' em solugdo, favorecendo a
associagdo do anido cloreto a regido (H-5)-NH, da citidina.

O exposto atrds mostra que o cdlculo da constante de estabilidade do complexo
misto deve ser executado com base nos desvios quimicos da citidina e ndo nos da
glicilglicina. Por outro lado, o controlo do pH das solugdes € também, como seria de
esperar, importante para a definicdo do modelo a aplicar, dada a existéncia de um
equilibrio entre o catido H' e a citidina. O anido nitrato, como mostrado anterior-
mente ¢ como referido na literatura [97], tem uma reduzida influ€ncia sobre os
desvios quimicos da citidina e por isso foi seleccionado para as experiéncias em que

se tentou obter um valor para a constante de estabilidade dos complexos mistos com

3)2 Citiqipa—"_ SR Ll e ZnClz,'Cmdma
il Zn(NO) / Citidina / Glicilghcina:: * £ zncy fum.narehuigrona

L —— Zn(NO

:-._g--,;;_
~“TpH 5,00

‘ pH 6,00
'..9.7?;- ‘_A"'. '

3 970

8 op HD)

968+

966

964

o6

960 P e e g o

[Zn(N03)2] (M)

Flgura 6 6 e Desvms quurmcos em soiut;ao aquosa do nucleo de H 5 da cmdlna 0 1 M em-
experiéncias com e sem glicilglicina. 0,2 M obtidos por variagio da coneentragao dos: sais Zn(NCy)e
e ZnCl,0,2 Ma a) pH 5,00 e b) pH 6,00.
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Zn®* e Cd**. Nas duas secgOes seguintes ird ser apresentado o cdlculo das constantes
de estabilidade dos complexos mistos de citidina e glicilglicina com Zn** e Cd*

pelos métodos de pH varidvel e pH fixo.

3.1 Variacao do desvio quimico em funcio da concentracgao de catiao metilico (pH fixo)

PARA O CALCULO DE CONSTANTES de estabilidade de complexos mistos de citidina e gli-
cilglicina com os catides Zn™" e Cd** pelo método de pH fixo, partiu-se de solugdes
com concentragGes iguais as utilizadas para o cdlculo de K; para a associagdo catiio
metdlico/citidina (ver secgdo 6.1.1) mas com uma concentragdo de glicilglicina igual
a de sal de nitrato de zinco ou nitrato de cddmio. Os desvios quimicos de referéncia
foram obtidos a partir dos espectros de solu¢es com concentragio de Ca(NO;),
0,05; 0,10; 0,15; 0,20; 0,25 ¢ 0,30 moldm™ e concentragio de citidina 0,10 mol dm™
(Figura 6.1), com terr-butanol como referéncia interna. Embora o catido célcio
mostre uma pequena tendéncia para coordenar & citidina em DMSO [114] € de
esperar que em dgua ocorra em reduzida extensdo jd que a solvatagdo do catido é
maior [97]. O valor de pH escolhido para estas experiéncias foi o utilizado para o
estudo dos complexos bindrios: 6,15 +0,05.

Com o objectivo de simplificar o modelo a aplicar no cédlculo das constantes de
estabilidade dos complexos mistos pelo método de variagdo de concentragio de
catido metdlico foram feitas algumas aproximagdes, justificadas com base no valor
de pH das experiéncias e nos diferentes valores das constantes de estabilidade dos
complexos bindrios: a) a pH 6,15 tanto o catido zinco como o catiio cddmio estdo
coordenados ao grupo amina da glicilglicina numa extensdo superior a 85%, de
acordo com as constantes apresentadas na secgdo anterior para essa associagio, o que
permite considerar a aproximagdo de que todos os catides metdlicos se encontram
coordenados a glicilglicina; b) a quantidade de citidina coordenada a catides ndo
complexados com a glicilglicina € muito pequena, como pode ser inferido dos baixos
valores das respectivas constantes de formagio, o que torna possivel nao incluir este
equilibrio de complexagdo no modelo; e c) foi considerado que o complexo ternério
em que o catido metdlico se liga a glicilglicina através do grupo carboxilico nio

existe em solugdo, o que ¢ justificado com base na pequena constante de estabilidade
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desse complexo bindrio relativamente a constante da formacdo do complexo através
do grupo amina. Assim, o modelo fica apenas constituido pelo equilibrio da forma-
¢do do complexo terndrio misto CMGG™:
MGG" + C = CMGG”

com constante de equilibrio K , onde o indice m indica que a constante se refere a
um complexo terndrio misto e o indice N indica que o catido metdlico se encontra
ligado a glicilglicina através do seu grupo amina. Este modelo € andlogo 4 formagdo
de um complexo 1:1, que estd na base da equagdo 6.1, e € aplicdvel aos dados
experimentais obtidos em experiéncias em que se varia a concentragdo de catido
metdlico, aqui considerado como o complexo MGG”.

Pelas razoes jd discutidas anteriormente para complexos bindrios, os desvios
quimicos observados para as solu¢des com complexos mistos foram subtraidos dos
desvios quimicos das solugdes de referéncia (jJd mencionadas no inicio desta secc¢io);
os desvios diferenca, nos quais foram baseados os cdlculos de K o §30 apresentados
nos grificos da Figura 6.7 para os niicleos de 'H e BC da regido da base da citidiné.
E possivel observar que todos os nicleos apresentam desvios maiores quando a
glicilglicina estd presente em solugdo, tanto no caso do zinco como no caso cio
cddmio, com a maior diferenga observada para C-4.

A utilizagdo de nitrato de cdlcio nas solugdes de referéncia utilizadas para o
cdlculo das constantes de complexos mistos, impediu que nelas fosse incluida a
glicilglicina, devido a coordenagdo daquele catido ao dipeptideo. Os resultados
obtidos utilizando os desvios quimicos de solugdes de nitrato de potdssio € citidina
como referéncia (sem glicilglicina) foram de pior qualidade em termos da dispersdo
dos valores obtidos. E importante notar que, para solugdes com a mesma forga
16nica e 0 mesmo anido, a concentragdo de catides metdlicos € duas vezes maior nas
solugdes de sais de potdssio do que em solugdes de catides bivalentes, o que introduz
uma diferenga adicional entre o estado de referéncia e as solugdes que contém o
sistema a estudar. A presenca de glicilglicina nas solu¢des de referéncia, embora
formalmente requerida, ndo € essencial pois, como ja foi referido, aquele dipeptideo

ndo influencia os desvios quimicos da citidina (sec¢do 5.1.3).
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Na Tabela 6.5 estdo apresentados os valores obtidos para as constantes de
associagao dos complexos bindrios e terndrios mistos. Verifica-se que as constantes
calculadas para os complexos mistos com catido zinco sdo maiores que as dos com-
plexos bindrios em todos os nicleos. Para este catido obteve-se uma média de
2,2+0,8 enquanto que para o cidmio se obteve um valor médio pouco superior ao do
complexo bindrio, 10,8 +4,0 mol™ dm’. Resultados semelhantes, embora com maior
dispersdo de valores, foram obtidos usando como referéncia os desvios quimicos de
solugdes contendo KINOs, citidina e glicilglicina.

Com a excepgdo dos nicleos C-2 e C-6, para os quais as constantes calculadas
foram menores que as dos bindrios (os graficos apresentam maiores desvios quimi-
cos, menor curvatura e maior desvio limite, ver Figura 6.7), todos os outros niicleos
fomeceram valores maiores para o complexo terndrio com catido cddmio. A dis-
persdo dos resultados € mais elevada para o caso dos complexos terndrios que para o
caso dos bindrios devido, provavelmente, a dificuldade de obter um bom estado de

referéncia quando a quantidade de espécies em solugdo € maior.

Cooperatividade na formagdo dos complexos terndrios
Uma forma de medir o grau de cooperatividade na formagdo de complexos
terndrios consiste em usar o método de A logK, no qual é comparada a diferenga entre

os logaritmos das constantes de estabilidade dos complexos bindrios e dos complexos

Micleo:i o Zn® 0o ggme
L e o e
G e e e
TH8 0790 279 15119

c2 080 295 | 70 68
G4 052142 11D 120
G5 o078 @ 275 435 qape.
C& 047 7T g0 7o :
Médla=: 06614 122 g gr Ly hal

Tabela 6.'5';-:-Coh_sta'ntes de estabilidade calculadas pelo'métodc de '\.'fa.ri'aqé.o délddﬁc'éht.raqéo de
catido metalico para os complexos binarios ( Ki,) e ternarios mistos (K~) de citidina e glicilglicina
cam zinco e cadmio (nitratos), obtidas para cada niicleo da regio base da citidina.
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terndrios, com um valor critico deduzido estatisticamente a partir dos potenciais
locais de coordenagdo dos catides metdlicos e dos ligandos [116]. Este método é
referido na primeira parte desta tese em mais pormenor, secgao 3.1. A Tabela 6.6
mostra as hiplteses tedricas para os casos em estudo em que os ligandos sdo a
glicilglicina e a citidina. Assume-se um ndmero de coordenagdo de quatro para o
zinco, tal como se verifica em muitos complexos com nucleosideos e seus derivados,
e de seis para o cddmio [117]. Como j4 foi referido, tanto a citidina como a glicil-
glicina podem ter caracteristicas ambidentadas na coordenagio a catides metdlicos e
esse facto também foi considerado na elaboragdo dos valores de AlogK tedricos da
Tabela 6.6.

Para o caso do zinco temos que logKy; = -0,20+0,15 e logK  =0,32+0,20, o
que permite calcular um valor experimental para A logK de 0,52+0,35, onde os erros
das duas parcelas foram somados para obter o erro do resultado. Analogamente, para
o cddmio temos que logK;; =0,98+0,15 ¢ logKm =1,02+0,20 donde se obtém

Alogk=0,04%£0,35. A comparagdo dos AlogK tedricos e experimentais permite

. ligando | ‘geometria . proporgio - AlogK s
B
_ bi Tetraédrica 16
: . bi‘Quadrada’ . 14
_ bi  mono Tetraédrica - _. :__st
b monoQuadrada

_-mono  ‘mono - Tetraédrica s .

"mono  mono Tetraédrica.

. ligando  geometria  proporgao A
 bibi Octabdiica.. 512 038
b mono Octaédica = 412 . 048

_mono  mono Octaédrica 56 0,08

Tabela 6.6 Valoras tednoos de A logK para vénns casos. de complaxns ternanos lmmados por‘ :
~ dois ligandos AeB; a) Nimero de: coordenaqao 4; geornetna tetraednca ou quadrada b} Numero
de coordenaqao 6; geomema octaednca bi - ligando bcdentado mono llgando monodemado
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concluir que de facto a formagdo do complexo terndrio é favorecida no caso do
catido zinco, cujo valor de AlogK experimental € superior a qualquer um dos tedri-
cos. Por outro lado, no caso do cddmio essa conclusdo ndo é tio ébvia devido ao
erro que afecta o seu valor de AlogK. No limite inferior, este pardmetro toma o valor
de -0,31 e, nesse caso, apenas se ambos os ligandos forem monodentados ndo se

verifica a presenca de cooperatividade.

3.2 Variacao do desvio quimico em funcao do pH

NAS EXPERIENCIAS CUJOS RESULTADOS vao ser seguidamente apresentados foi usado o
método da variagdo da concentragdo de pH para determinar as constantes de estabili-
dade dos complexos mistos de citidina e glicilglicina com zinco € cddmio.

Para este estudo foram usadas solugdes com um valor de pH entre 4,9 e 7,5 para
o nitrato de zinco e entre 4,4 e 7,4 para o nitrato de cddmio, devido a problemas de
precipitagdo fora destes limites. As concentragdes usadas foram 0,20 mol dm™ para
os sais de zinco ou cddmio, 0,10 moldm™ para a citidina e 0,2 moldm™ para a
glicilglicina. Na Figura 6.8 sdo comparados os desvios quimicos dos niicleos de H-5,
C-4 e C-5 da citidina nestas solugdes com os desvios quimicos da citidina em siste-
mas bindrios nitrato de zinco/citidina e nitrato de cddmio/citidina, com as concentra-
¢oes referidas em 6.1.2, e com os desvios quimicos da citidina no estado de
referéncia, que € idéntico ao usado para o estudo dos complexos bindrios por variagdo
do pH. Tal como para os sistemas bindrios, os desvios quimicos do nucleo de C-2,
para as r€s curvas apresentadas nos graficos da Figura 6.8, seguem o mesmo padrao
de variagdo que os de C-4 e os desvios quimicos de C-6 e H-6 seguem o padrio de
variac¢do de H-5.

Pretendeu-se assim calcular as constantes de estabilidade K ,,? e K,f definidas
respectivamente pelos seguintes equilibrios:

HGGM™ + C == HGGMC*
MGG™ + C = CMGG"

em que HGGMC®, com constante de formagio Ko, é a espécie mista em que o

catido se encontra coordenado ao grupo carboxilico da glicilglicina. Como j4 foi

referido, a grande diferenga entre as constantes de estabilidade para os complexos
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bindrios de zinco ou cddmio com glicilglicina e com citidina impede que sejam
detectadas alteragOes nos valores das constantes de complexagdo da glicilglicina ao
catido zinco € ao catido cddmio devidos a presenca em solugdo de citidina. Por essa
razdo, o cdlculo das constantes de estabilidade dos complexos mistos foi executado
apenas com base nos desvios da citidina.

A espécie HGGMC? s6 poderd existir a pH inferior a 3, devido i diferenga
entre as constantes de coordenagdo de ambos os catides aos dois extremos da glicil-
glicina. Como o intervalo de pH disponivel para o sistema misto € superior a esse
valor, foi apenas considerado o equilibrio caracterizado por K o, O modelo fica
completo com as equagdes correspondentes as constantes de acidez da citidina e da
glicilglicina e com as equagdes de formagdo dos complexos bindrios, j4 definidas
atrds, cujos parimetros sdo conhecidos (ver as Tabelas 6.3 e 6.4). Nos cdlculos
baseados nos desvios quimicos de nicleos para os quais ndo foi possivel calcular a
constante Ko ou Ky, o valor introduzido para essas constantes foi a média calculada a
partir dos valores apresentados na Tabela 6.4 para este trabalho. Os valores das
constantes de acidez e respectivos desvios limites da citidina e da glicilglicina utili-
zados para os cdlculos sdo os que constam na Tabela 5.3 ¢ 6.4.

Na Tabela 6.7 sdo apresentados os logaritmos dos valores médios obtidos para
as constantes Kn € 0s respectivos intervalos da dispersdo dos valores obtidos para
cada nicleo. Sdo também apresentados para comparagdo os logaritmos do valor
médio de K;; obtido nas experiéncias de pH varidvel bem como os valores de A logK.
E patente que o resultado obtido € muito semelhante ao das experiéncias da secg¢do
anterior (pH fixo), e indica uma marcada cooperatividade na formagdo do complexo

de zinco e aponta para uma menor cooperatividade no caso da formagdo complexo

Zn”' Cdz‘

1 -0,42+011 © 1,07+0,05 He
: i;;logiﬁ&‘ T _,54_&0,20 . 1,09%0,30
: :;A'zb:gk" . 0;963:0,30“ 'o,'oaio,ss

_Tabela 6 2 —Logarrtmo das constantes de estabilidade calcuiadas para a forma«;éo dos mmplaxos
_ binarios (citidina); Kiy, & ternarios mistos (citidina'e gllcﬂghcma} 'Km, com catido zinco e catido
~cadmio (nitratos), pelo método da_y_ar_taq.ao do.pH; vabres.expeﬂ_mentals deAlogk..
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terndrio de cddmio. Dados potenciometricos para a constante de estabilidade destes
catides fornecem um resultado idéntico ao obtido neste trabalho por RMN [93].

E de notar que o método de variagdo de pH nio proporcionou uma dispersio de
valores melhor que a obtida pelo método de pH fixo, embora a média dos valores das
constantes seja semelhante. E provivel que este resultado seja uma consequéncia de
ter sido considerado um modelo relativamente complicado (todos os equilibrios de
acidez e de complexagdo para complexos bindrios para a citidina e a glicilglicina),
exigindo a utilizagdo de muitos pardmetros conhecidos (calculados previamente) mas

também afectados por um erro experimental que por vezes pode ser elevado.

4. Conclusao

Os RESULTADOS OBTIDOS nas experiéncias com variagdo da concentragdo de catido
metdlico mostraram resultados muito idénticos aqueles que se obtiveram por varia-
¢do do pH das solugdes, o que foi conseguido usando como referéncia os desvios
quimicos de sistemas com for¢a idnica e concentragdo de anides iguais aos das
solugdes em estudo. Tanto o papel da forga idnica como dos anides pdde ser posto
em foco, tendo um peso importante sobre os desvios quimicos da citidina. Mesmo
assim, nem sempre foi possivel obter um bom acordo entre os resultados fornecidos
para alguns niicleos das moléculas estudadas, indicando a presenga de factores varid-
veis de nicleo para nicleo que ndo foi possivel controlar.

Este estudo demonstrou que os desvios quimicos podem ser afectados por uma
grande variedade de factores que € necessdrio controlar para ser possivel obter resul-
tados vdlidos para o cdlculo de constantes de equilibrio usando métodos de RMN.
O método da variagdo da concentragdo de catido metdlico (pH fixo) € em geral mais
eficaz se as constantes tiverem um valor elevado ou se grandes concentragoes de
catiio metdlico poderem ser atingidas, como, por exemplo, em DMSO [85].
A grande variacdo da forga idnica, devida a variagdo da concentragdo de sal metdlico,
constitui a maior desvantagem deste tipo de experiéncias. E no entanto um método
muito sensivel e capaz de fornecer o valor de constantes muito pequenas como, por

exemplo, para o sistema Zn** / citidina.
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Neste trabalho foi possivel determinar a pequena constante de estabilidade de
complexagdo Zn-citidina, tendo sido mesmo obtidos valores concordantes para essa
constante por dois métodos diferentes. Algumas das constantes de estabilidade calcu-
ladas tém valores bastante baixos, sendo legitimo questionar se correspondem de
facto a formagdo de um complexo ou simplesmente & ocorréncia estatisticamente
controlada de pares de contacto, onde colisdes casuais provocam uma momentinea
transferéncia de carga entre o catido (ou anido) inorgénico e o ligando bioldgico. Este
tipo de influéncia foi detectado em espectros de ultravioleta utilizados para estudos de
complexagao [46] mas € ficil de prever que tal transferéncia de carga momentinea
tenha efeitos a nivel dos desvios quimicos observados em espectros de RMN. Orgel e
Mulliken [118] estudaram o caso do contacto aleatdrio bimolecular (1:1) entre duas
espécies diferentes e concluiram que este tipo de "associagdo” nao interfere no cdlculo
de constantes de equilibrio utilizando os desvios quimicos de RMN. E no entanto
provadvel que esse tipo de interacgdo seja responsavel pela influéncia da forga iénica
sobre os desvios quimicos através de interacgdes fracas e deslocalizadas dos anides
(secg¢do 6.1.1) e dos catides (ndo coordenantes) sobre o ligando.

Como era esperado, dada a acumulagdo dos erros experimentais ao longo das
experiéncias, os valores das constantes calculadas para a formagdo dos complexos
mistos sdo mais imprecisos que os valores dos complexos bindrios e estes mais
imprecisos que os valores das constantes de acidez, devido 2 sua interdependéncia.
O cdlculo simultineo de todas as constantes exige a utilizagdo de elevado poder de
cédlculo, para além de exigir uma grande quantidade de dados em diferentes condi-
¢Oes, 0 que nem sempre € possivel de atingir devido a condicionalismos experimen-
tais, como as solubilidades, e que torna mais moroso o processo de computagdo dos
resultados. Foi demonstrado, por exemplo, na determinagdo das constantes de esta-
bilidade dos complexos mistos, que € por vezes vantajoso fazer simplificagdes ao
modelo com base em condigOes experimentais criteriosamente escolhidas em lugar
de aplicar modelos mais completos mas que contém pardmetros cujo valor é afectado
de um erro experimental significativo. Por outro lado, foi também possivel concluir

que ndo € licito tirar conclusdes sobre as grandezas das constantes de equilibrio
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apenas a partir da grandeza dos desvios quimicos, como ja foi tentado na literatura
[79], uma vez que estes dependem ndo s6 dos desvios limite pertinentes mas também
do estabelecimento de um correcto estado de referéncia.

Apesar das limitagdes foi possivel detectar a presenga de cooperatividade entre
a citidina e a glicilglicina na formagdo do complexo terndrio. Foi possivel também
demonstrar que a espectrometria de RMN permite, com igual facilidade, quer a
determinagdo de constantes muito pequenas, quer muito grandes em espectros de

equilibrio rdpido.



7

Mercurio:
formacdo de complexos com
citidina e glicilglicina

NESTE CAPITULO SAO APRESENTADOS 0s resultados do estudo por RMN da quimica de
coordenagdo do catido mercurio(Il) a glicilglicina e a citidina. Para além da relevin-
cia que tem o estudo da quimica de coordenagdo de merciirio a ligandos de interesse
biolégico € também importante comparar a coordenagdo deste catido com a dos
catides Zn>* e Cd** para os ligandos referidos e jd estudados no capitulo anterior.
A possibilidade de escolher condigdes de cinética lenta ou de cinética rdpida na
escala de tempo do RMN, quer para sistemas bindrios nitrato de merciirio/glicilglici-
na e nitrato de mercirio/citidina, quer para o sistema terndrio nitrato de mercurio/
glicilglicina/citidina, através do controlo da temperatura, do pH e da concentragdo de
outras espécies em solugdo, permitiu um estudo detalhado da formagdo das espécies
mercuradas dos ligandos através da andlise dos respectivos espectros de RMN.
Devido a dependéncia do desvio quimico das substincias utilizadas como refe-
réncia com a temperatura [119], ndo foram interpretadas em termos de concentragoes
(cdlculo de constantes) as variagOes de desvio quimico nas experiéncias com tempe-
ratura varidvel. Também como nota ‘prévia deve ser referido que as medigdes de
valores de pH ou pD menores que 3 foram realizadas com o sistema de medigdo de

pH calibrado com os tampdes 1,00; 3,00 e 7,00 ja referidos no Capitulo 4.

1. Glicilglicina
DADOS CRISTALOGRAFICOS sobre a coordenagdo da glicilglicina ao catido metilmercirio
mostram que, dependendo da proporgdo entre os reagentes, ocorre quer formagio de
ligagdo entre uma molécula de metilmerciirio € o grupo amina terminal da glicilgli-

cina, com probabilidade de formagdo de um quelato envolvendo o dtomo de oxigénio
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da ligagdo peptidica, quer ligacdo simultinea de duas moléculas de metilmercirio a
uma mesma molécula de glicilglicina através do grupo amina e do grupo carboxilico.
No entanto, nunca foi encontrada evidéncia para o estabelecimento de ligagdo entre o
ido metilmerciirio € o grupo carboxilico da glicilglicina em solugao aquosa [120].

A aplicagdo de métodos de RMN e de potenciometria ao estudo de sistemas
contendo merciirio(Il) e glicina em solugdo aquosa mostrou que este catido metdlico
tem tendéncia a formar complexos lineares (duas ligagdes colineares sp ou sp +sd
[121]) com duas moléculas de glicina e com constantes de estabilidade elevadas; as
moléculas de glicina estdo coordenadas através do grupo amina € em nenhum caso
foi detectada participagdo do grupo carboxilico [122,123]. Li et al. descreveram a
formagdo de um complexo 1:1 em D,0O entre o catido I—Ig2+ e glicilglicina, coordena-
da pelo grupo amina € em que mais uma vez nao foi encontrada evidéncia para a
coordenagdo através dos dtomos de oxigénio do grupo carboxilico [79].

Neste trabalho procurou-se determinar quais as espécies mais importantes pre-
sentes em solugdes aquosas de nitrato de mercurio(Il) e glicilglicina e calcular as
constantes de estabilidade dessas espécies, recorrendo a andlise de espectros de RMN
de 'He °C, quer de equilibrio lento, quer de equilibrio rdpido, obtidos num intervalo

de pH alargado.

1.1 Estudo das espécies em solugio

Em solugdo aquosa

Na Figura 7.1 estdo representados os espectros de RMN de 'H de a) uma
solugdo pura de glicilglicina 0,20 mol dm™ a 25°C a pH 1,3; e, também, os de uma
solugdo aquosa de glicilglicina 0,10 mol dm” e Hg(NO;), 0,1 mol dm™, a 25°C e b)
pH 1,3 e (c) pH = 0,5. No espectro de glicilglicina pura sdo visiveis na regido de
campo baixo sinais dos protdes do azoto peptidico (A) ¢ do grupo amina (B) € em
que dreas se encontram aproximadamente na razao de 1:3 como esperado para catido
glicilglicinio. Contrariamente ao observado para os catides Zn™*, Cd”* e H', os
espectros obtidos para solugdes de glicilglicina/Hg2+ nas condigdes referidas em b)
sdo também de permuta lenta, e € patente o desdobramento de todos os sinais do

espectro (a semelhanca do que acontece em solugdes de Hg(NOs), e glicina [123]),
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pelo que estes espectros de permuta lenta fornecem informagdo sobre as espécies
presentes em solucdo a pH dcido e provam a existéncia de complexos mercurados de
glicilglicina. E importante, no entanto, referir que os espectro de solugdes de
glicilglicina/nitrato de merciirio a 25°C e a pH menor que 0,8 sdo idénticos aos de
solugdes puras de glicilglicina, em que se observam apenas os sinais da glicilglicina
livre (ndo coordenada a merciurio mas quase totalmente protonada), deixando de se
observar os sinais que pertencem a espécies coordenadas ao catido mercirio
[Fig.7.1(c)] , devido ao aumento de concentragdo de H' que vai deslocar o catido
Hg2+, fruto da sua competig¢do para as mesmas posi¢oes de coordenagio.

O valor de pH a que ocorre a transi¢do de equilibrio rdpido para equilibrio
lento na escala de tempo de RMN, para uma temperatura de 25 °C e para solugdes
aquosas de equimolares de glicilglicina/Hg** = 0.1 mol dm™, est4 situado entre 2 e 3
e depende, para cada nicleo em observacgdo, da diferencga entre os desvios quimicos
para as diferentes espécies em equilibrio e das suas concentragdes € tem origem na
diminui¢do da quantidade de glicilglicina desprotonada devida ao aumento da con-
centragdo do catifo H" [123]. A transigdo entre regimes de equilibrio rdpido e de
equilibrio lento também pode ser provocada, no caso em andlise, por diminui¢ido da
temperatura de 25 °C para =1°C, como se documenta na Figura 7.2 para os espectros
de 'He °C, em que mesmo para um pH maior que 3 ¢ uma razdo molar glicilglicina/
Hg™" maior do que um, é observado um regime de equilibrio lento. No espectro
de 'H, a separagcdo dos sinais do dtomo de hidrogénio da ligacdo peptidica e dos
sinais do grupo amina € jd visivel, devido a diferenga dos seus desvios quimicos,
enquanto que isso ainda ndo se observa para H-1 e H-3; note-se também o desapare-
cimento do sinal do grupo amina a valores de pH superiores a = 4 devido a cinética
de permuta de catides H' com a dgua. No espectro de Bca2s°C apenas € possivel
detectar um banda por dtomo de carbono, embora com ligeiro alargamento de alguns
sinais, enquanto que a 1 °C algumas bandas apresentam-se desdobradas e em que os
sinais do nicleo do carbono C-2 constituem o caso mais nitido.

A dependéncia com o pH dos espectros obtidos a 25 °C e nas condigdes
experimentais descritas estd representada na Figura 7.3 e pode ser sumariada da

seguinte forma: a) para valores de pH maiores que 3 o espectro da glicilglicina
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pressupde a existéncia de um equilibrio rdpido entre as diversas espécies em solugao;
b) entre pH 2 e 3 ocorre a transigdo entre equilibrio rdpido e equilibrio lento entre as
espécies coordenadas e nao coordenadas ao catido metdlico; c) entre pH 0,8 e 2 sdo
observados sinais diferenciados para as espécies de glicilglicina coordenada e ndo
coordenada a Hg**, mas em equilibrio rdpido com o ifo H"; d) a pH menor que 0,8

observa-se apenas o espectro da glicilglicina em equilibrio rdpido entre as espécies

protonada e ndo protonada.
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Apés esta breve descrigdo dos regimes de permuta dos sistemas glicilglicina/
nitrato de mercirio vai ser feita a andlise dos espectros de equilibrio lento obtidos
nas respectivas solugdes. Recorde-se que a molécula de glicilglicina, que na sua
forma completamente desprotonada (GG') pode ser representada como

H,N—C'H,—C’0—NH—C’H,—C*'00"
possui, como jd foi referido, duas posi¢des com maior apténcia para a coordenagio
de ides metdlicos: o grupo amina e o grupo carboxilico. O catido Hg2+, por seu lado,
tem tendéncia para formar complexos lineares e apresenta uma marcada preferéncia
por 4tomos “macios” como o enxofre, embora possa coordenar ao grupo amina
(preferencialmente) ou ao grupo carboxilico da glicilglicina, com substitui¢do de um
ido H" quando estes grupos estdo protonados [122].

Uma solugdo aquosa de glicilglicina 0,2 mol dm” a pH 1,3 [Figura 7.1(a)]
apresenta um espectro de 'H com dois singuletos largos a maior frequéncia que o
sinal da dgua: um, mais estreito, atribuido ao protio do grupo -NH- (banda com 19
Hz de largura a meia altura) e outro, mais largo, devido aos protoes equivalentes do
grupo -NH3 (banda com 81 Hz de largura a meia altura); note-se que a razio entre as
dreas destas duas bandas € de 1:3, como esperado. O espectro da Figura 7.1(a)
apresenta ainda um dobleto e um singuleto a menor frequéncia que o sinal da dgua e
que correspondem, respectivamente, (i) aos nicleos dos dtomos de hidrogénio meti-
lénicos (H-3) acoplados com o protdo peptidico -NH- e com constante de acoplamen-
to de cerca de 5,5 Hz) e (ii) aos nicleos de H-1, para os quais ndo é observado
acoplamento com os protdes -NH3, embora estes, devido A permuta com o solvente,
originem um visivel alargamento do sinal de H-1.

Na Figura 7.1(b) estd representado o espectro de 'H de uma solugdo aquosa
0,1 mol dm” em Hg(NOs3); e em glicilglicina a pH 1,3 e em que sdo visiveis novas
bandas quando comparado com o de solugdes puras de glicilglicina. Na regido de
campo baixo sdo observados dois sinais para o niicleo de hidrogénio do grupo -NH-,
de largura aproximadamente igual a 17 Hz (depois de aumento de resolugio em 3 Hz
no processamento), afastados entre si de 26 Hz; destes sinais, o que se situa a maior
frequéncia apresenta um desdobramento em tripleto devido ao acoplamento com os

protdes H-3 e com constante de acoplamento de aproximadamente 5 Hz, enquanto
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que o sinal a menor frequéncia, com uma estrutura fina de tripleto muito pouco
marcada € apenas ligeiramente visivel com o aumento da resolugdo do espectro no
processamento do FID, corresponde ao sinal observado para o grupo —-NH- no espec-
tro de solugdes puras de glicilglicina. Os niicleos de hidrogénio do grupo -NH3
apresentam um sinal largo (77 Hz apés um aumento de resolugdo de 3 Hz no proces-
samento) idéntico ao observado para a glicilglicina; observam-se ainda dois grupos
de dois sinais, separados por 25 Hz em cada grupo e a menor frequéncia que o grupo
—-NHj da espécie ndo coordenada a mercirio (e afastados 210 Hz e 730 Hz deste
sinal, respectivamente) e que sdo hipoteticamente atribuidos ao grupo amina coorde-
nado ao- catido merctirio — o aparecimento de dois sinais em cada um dos grupos
pode indicar que a coordenagdo do ido mercurio(II) ao grupo amina torna os seus
dois nicleos de hidrogénio ndo equivalentes. Observa-se ainda um outro sinal muito
largo e pouco intenso (a 813 Hz relativo ao do grupo -NH3) e que pode estar
relacionado com outra forma de glicilglicina complexando o catido Hg2+. O sinal dos
niicleos H-3 mostra uma estrutura em tripleto que poderd corresponder a dois doble-
tos sobrepostos, cada um com constante de acoplamento de aproximadamente
5,3 Hz. O sinal dos nicleos H-1 apresenta uma estrutura complicada com cinco picos
de intensidades ndo regulares que, como serd visto a seguir, parecem corresponder a
trés sinais diferentes.

O espectro de °C de uma solugdo de Hg(NOs); 0,05 moldm™ e glicilglicina
0,20 moldm™ a pH 1,9 apresentado na Figura 7.2(b) mostra apenas um sinal para
cada nucleo da glicilglicina a 298K, mas a 1 °C € evidente o desdobramento de C-1 e
de C-2 em dois sinais (um dos sinais C-1 aparece quase sobreposto com o de C-3).

Numa tentativa para confirmar o nimero de espécies de glicilglicina com mer-
curio, observou-se o espectro de mHg com e sem glicilglicina a pH 1,5. Sem glicil-
glicina, pode ser observado um sinal na posi¢do esperada para o nitrato de mercirio
em solugdo aquosa [124] mas ao adicionar apenas pequenas quantidades de glicilgli-
cina a solugdo esse sinal sofre um grande alargamento e torna-se indetectdvel. Este
fenémeno foi atribuido & grande anisotropia de desvio quimico caracteristica do
nicleo de 199Hg e ao seu acoplamento com os dtomos de hidrogénio [124,125,126].

Esta dificuldade s6 poderia ser contornada pela utilizagdo de um campo magnético
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mais baixo ou de temperatura mais alta ou ainda pela utilizagdo de detecgdo inversa
de 199Hg através do seu acoplamento com os 4tomos de 'H, processo jd usado para
um estudo deste tipo [127]. Nio se obteve sucesso neste trabalho com a elevagio da
temperatura até€ aos 90°C, provavelmente devido a problemas de relaxagio [128].
Para verificar que os sinais atribuidos ao grupo amina da glicilglicina tm de
facto essa origem, e ndo no grupo -NH-, foi obtido o espectro de 'H de uma solucdo
aquosa a pH 1,3 de Hg(NO;), 0,10 moldm™ e glicilsarcosina (GS") 0,10 moldm™
cuja molécula pode ser representada por:
H,N—C'H,—C’0—NCH,—C’H,—C*00'.
Esta molécula € semelhante a glicilglicina com a diferenga de que possui um grupo
metilo a substituir o dtomo de hidrogénio na ligagdo peptidica. O resultado obtido,
apresentado na Figura 7.4(a), confirma a atribui¢do da banda a campo mais baixo ao
grupo amina uma vez que o espectro € igual ao das solugdes de glicilglicina com
Hg(NO;), nas mesmas condigdes, com a excepgdo dos sinais de -NH-, que a glicil-
sarcosina ndo apresenta, € com o aparecimento do sinal do grupo metilo =N-CH; que
aparece desdcbrado nos sinais dos dois isémeros conformacionais da glicilsarcosina.
Oespectrode 'Hde uma solugdo equimolar (0,05 mol drn'S) de acetilglicina (aG)
CHs+—C'O—NH—C’H,—C’00
¢ Hg(NOs), [Figura 7.4(b)] ndo exibe desdobramento do sinal do 4tomo de hidrogénio
da ligagdo peptidica. A auséncia do grupo amina terminal na acetilglicina (substitui-
do por um dtomo de hidrogénio por comparagdo com a glicilglicina) permite concluir
definitivamente que os sinais observados para o grupo amina e para o grupo —-NH- da
glicilglicina tém origem na coordenagdo do catido Hg2+ a0 grupo amina terminal.
Nenhum sinal do espectro de 'H das solugdes com acetilglicina e nitrato de merciirio
mostra desdobramento no intervalo de pH 1-3 nem diferengas significativas em ter-
mos de desvios quimicos relativamente ao espectro da acetilglicina livre. Este resul-

tado permite também excluir a presenga de forte coordenagdo na ligagio peptidica.

Em solugdo de dgua deuterada (D,0)
No espectro de uma solugdo em D,0 de Hg(NOs); 0,10 moldm™ e glicilglicina
0,10 moldm™ a pD 1,9 (Figura 7.5), podem ser observados trés sinais para H-1, dois
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Fiédra??.‘@ '—_-3(a) Eépedro de 'H da glicilsarcosina, a 25°C, e'n:'j sdldcéés éduﬁééédé'(@ﬂ 02 M
em glicilsarcosina e (a.2) 0,2 M em glicilsarcosina e 0,2 M em Hg(NO,),; pH =1,25. (b} Espectro de’
'H da acstilglicina. em solugéo aquosa com 0,05 M acetilglicina e 0,05 M de:Hg(NO3),; pH = 1,30.
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: f::'de gllcﬂgllcma e 0 1Mda Hg(NOa)g, a 25°C epD1,9: A 14, 39 e ‘196 Hz sao wstvets os satelrtes de@‘-' :
. -acopiamento dessas protoes com o nucleo de mgHg S o Hocmn

dos quais apresentam satélites de acoplamento com o niicleo 1'ggHg, representando
como esperado cerca de 17% da drea total (percentagem da ocorréncia natural desse
is6topo de merciirio) com constante de acoplamento de 159 Hz para o sinal a maior
frequéncia, designado por a, ¢ 182 Hz para o outro sinal, designado por b. Sao
também observados dois sinais para H-3, embora nenhum apresente satélites de

19 v .
acoplamento com '"’Hg, o que vem suportar a hipétese que aponta para o0 ndo
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envolvimento quer do grupo —-NH- quer do grupo carboxilico em equilibrios de
complexagdo com o catido Hg2+. Reid et al. estudaram o sistema glicina/Hg(NO;),
em D,0 e mostraram que numa mistura de ligando e metal na razdo 1:1 se observam, a
pD menor que 3, trés sinais singuletos para os protdes metilénicos. Mostraram ainda
que dois desses sinais apresentam satélites de acoplamento com 199Hg, tendo sido
atribuidos a presenga das espécies ML e ML, em solugdo [123]. Nio obstante os
espectros obtidos neste trabalho serem muito semelhantes aos obtidos por Reid er al.,
¢ pouco provdvel que a pD inferior a 2 a espécie ML, esteja presente na quantidade
indicada pelos integrais das bandas da Figura 7.5, pois: a) forneceriam valores para as
constantes de formagio dos complexos de mercirio substancialmente diferentes dos
calculados neste trabalho por andlise da variagdo dos desvios quimicos nos espectros
de equilibrio rdpido, para a formagdo das espécies ML e ML, (ver adiante); e b) os
valores das constantes de formacdo calculadas a partir da utilizag@o dos integrais da
Figura 7.5 nfo sdo satisfatérios pois € obtido um valor maior para a constante de
formagdo do complexo ML, do que para a formagao do complexo ML. Este resultado
mantém-se se forem usados os espectros de solugdes com outros valores de pD e
outras propor¢oes Hg™*/glicilglicina, onde é observado que as duas bandas associadas

a formas de glicilglicina mercurada sdo sempre aproximadamente iguais em 4rea.

Uma visdo integrada

O conjunto de resultados descrito até agora é compativel com a ocorréncia, a
pH (pD) menor que 2, da espécie ML tal como estd apresentada na Figura 7.6. Este
“quelato” torna os nicleos de H, ¢ Hy ndo equivalentes (assim como os nicleos de
hidrogénio, ou deutério, do grupo amina), levando ao aparecimento de dois sinais de
H-1 para a espécie mercurada. Refira-se que um quelato semelhante foi observado
no estado sélido para o complexo formado pela coordenagio de CH;Hg" ao grupo
‘amina da glicilglicina [120] e, também, que sdo conhecidos virios exemplos de
complexos em que o mercirio ¢ o metilmercirio de apresentam ndmeros de coorde-
nag¢do superiores a 2 [129]. As duas bandas atribuidas a H-1 que apresentam acopla-
mento com 1“;“"Hg seriam assim atribuidas a H, e H, o que explicaria a observagio da

igualdade das suas dreas.
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A ndo equivaléncia de H, ¢ H, implica o aparecimento do seu acoplamento

escalar miituo, de constante aproximadamente 7 Hz, visivel no espectro da Figura
7.1(b). Este acoplamento ndo se observa nos espectros em D,0O devido ao acopla-
mento de H-1 com os niicleos de deutério do grupo amina em permuta com o
solvente, mas que contribui para o alargamento das bandas e consequente perda de
resolugdo da estrutura fina dos sinais.

Para os nicleos H-3 e -NH- sdo observados no espectro da Figura 7.1(b)
apenas dois sinais para cada grupo: um para a forma mercurada e outro para a forma
ndo mercurada da glicilglicina, devido & sua posigdo distante do local de coordena-
¢d0; notar que os dois sinais de H-3 encontram-se parcialmente sobrepostos forman-
do um tripleto aparente. De grande interesse sdo os sinais observados para os
nucleos de hidrogénio do grupo amina, em que dois deles s3o bastante mais intensos:
um a 1315 Hz (ver legenda da Figura 7.1) e que corresponde A forma ndo mercurada
¢ jd observado no espectro da Figura 7.1(a) e outro, com duas bandas, a 920 Hz e
correspondente ao complexo ML. O desvio deste tltimo para menor frequéncia est4
de acordo com a diminuigdo da carga média dos dtomos de hidrogénio, relativamente
a —-NH3; por outro lado, o facto de aparecer desdobrado em duas bandas vem corro-
borar a formagdo do quelato jd referido (Figura 7.6). Sdo, também, visiveis dois
outros sinais muito menos intensos a 390 Hz e a 1000 Hz (ndo esquecer que a exci-
tagdo selectiva utilizada para obter estes espectros, vai fazer diminuir a intensidade
dos sinais proximos da frequéncia de excifagéio) € que pela largura de banda devem
corresponder a sinais do grupo amina de outras formas de glicilglicina coordenada a

merctirio (os complexos ML, e ML sdo espécies plausiveis).
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A interpretagdo dos espectros de equilibrio lento em termos da formagédo do
quelato da Figura 7.6 é, também, apoiada através dos cdlculos da constante de equili-
brio de formagdo da espécie ML partindo das dreas dos sinais de 'Hem espectros de

solugdes de H,O e D,0, cdlculos que serdo apresentados nas duas secgdes seguintes.

1.2 Constantes de equilibrio para o sistema Hg*/glicilglicina

Por medigdo da drea de sinais em espectros de "q (variagdo do pH e das concentragdes)

O cdlculo de constantes de equilibrio a partir da drea dos sinais dos espectros
de 'H obtidos em 4gua por excitagdo selectiva implica a correcgdo dos valores
medidos. para essas dreas por intermédio da curva de excitagdo utilizada. E no
entanto um método sujeito a um erro aprecidvel, que € tanto maior quanto mais
afastados estiverem os sinais e quanto mais diferirem os seus tempos de relaxagao; €
portanto conveniente, para ter significado a comparagdo entre as dreas de vdrios
sinais, que estes ocorram a frequéncias préximas. Os dois sinais de -NH- da glicil-
glicina nos espectros obtidos em dgua (Figura 7.1(b)) sdo, devido & sua proximidade
e localizagdo no espectro, os tnicos cujas dreas podem ser utilizadas para estimar a
constante de equilibrio da formagio da espécie ML, apesar de estarem parcialmente
sobrepostos. A normalizagio das suas dreas foi efectuada utilizando a curva de
excitagdo obtida mediante um ajuste de uma fungio polinomial de 22 grau as intensi-
dades do sinal de HDO em D,0 medidas para diversas frequéncias proximas do
desvio quimico dos sinais a analisar.

Uma simulagdo do espectro como uma soma de curvas lorentzianas ajustadas
pelo método da regressdo ndo linear (a simples medigdo dos integrais foi impossibili-
tada pela extensa sobreposigdo das bandas) permitiu calcular um valor indicativo
para a constante de formagdo do complexo ML a pH (pD) dcido (sem a intervengdo
do anido hidréxido no modelo). Os valores de pH (pD) foram condicionados pela
solubilidade das solugdes de Hg(NO;), e glicilglicina usadas.

O cdlculo das constantes de equilibrio por este método € trivial uma vez que a
drea das bandas é proporcional a concentragdo das espécies no equilibrio. A férmula
utilizada para simular cada uma das bandas foi:

Y =1/ (am(1+((v-p)/a)>)) (7.1)
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onde Y € a altura da banda para cada valor de frequéncia, / € o seu integral, 4 € a
frequéncia da banda para a sua intensidade maxima (igual a / / (an)), 2a € a largura
da banda a meia altura e v € a frequéncia. O ajuste foi feito em microcomputador
pelo método dos minimos quadrados optimizando os pardmetros /, i € a tendo sido
utilizada uma soma de trés bandas para simular os sinais de H-1 ¢ uma soma de duas
para simular os sinais de -NH-. A grande sobreposig¢do dos sinais de H-3 impediu a
sua simulagdo na maioria dos casos. No entanto, foi possivel observar em situagdes
favordveis que a razdo entre os integrais das duas bandas observadas para o nicleo
H-3 € sempre igual a razdo entre a soma dos integrais das duas bandas relacionadas
com espécies coordenadas a merctrio e o integral da banda correspondente a glicil-
glicina livre do nicleo H-1.

Como modelo para o sistema em solug@o 4cida foi considerado apenas o se-

guinte equilibrio:

Hg™ + HGGH' == HgGGH> +H’

(substituir H por D para as experiéncias em D,0) com constante K., onde o catido
Hg"" desloca um ido H* do grupo -NHj terminal da glicilglicina. A pH menor ou
igual a 1,9, apenas 5% dos grupos carboxilicos da glicilglicina ndo estdo protonados
(pK,, = 3,20) pelo que se assume que toda a glicilglicina livre se encontra sob a forma
HGGH" e que toda a glicilglicina complexada se encontra protonada no grupo carbo-
xilico (HgGGH™). Assume-se ainda que a esse pH a formacdo das espécies
Hg(OH)" e Hg(OH), com constantes de formagdo aproximadas de respectivamente
1,58x10" e 1,58x10% [88] ¢é negligencidvel (< 1%), o que pode ser facilmente
verificado pelo seu diagrama de distribui¢o em fungdo do pH.

Considerando as concentragdes totais, as concentragdes no equilibrio (deduzi-
das dos valores dos integrais) e todas as equagdes derivadas do modelo é possivel
calcular o valor de K.. Estas constantes sdo dependentes do valor da constante de
estabilidade K, para a reacgdo hipotética

HGGH® == GGH + H"
que corresponde a desprotonagdo do grupo amina mantendo o grupo carboxilico
protonado, cujo valor € desconhecido jd que a protdlise no grupo amina sé ocorre a

um pH mais elevado que a protdlise do grupo carboxilico. Considerou-se como boa
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aproximagdo para pK,, o valor de pK,, da glicilglicina, aproximadamente 8,23 (valo-
res da Tabela 5.2), determinado em H;O numa secgdo anterior deste trabalho; em
D,0 foi utilizado o valor de pK,, de 8,91 determinado a partir do valor usado para as
experiéncias em dgua, (8,23) e usando a equagdo 4.2. A soma log K. + pK, fornece o
valor da constante de log K;' para equagdo

Hg™" + GGH == HgGGH™.

A partir dos integrais dos sinais de -NH- da glicilglicina em espectros obtidos
de solugdes aquosas, um valor de 8,0 foi calculado para log K;' utilizando a razdo
entre os integrais dos sinais da espécie ndo mercurada e da espécie mercurada de
24/36, valores médio de vdrios ensaios.

Os valores obtidos para logK,' em D,0 sdo apresentados na Tabela 7.1 para
cada experiéncia com média 7,9+0,1 (desvio padrdo da amostra) e que s3o da ordem
de grandeza esperada para coordenagédo de Hg2+ a grupos amina de moléculas peque-
nas [130]. Este valor, embora ndo estritamente comparavel, é ligeiramente inferior
ao calculado em solugdo aquosa neste trabalho, considerando a ligagdo do anido
hidroxido ao merciirio, a partir dos desvios de espectros de equilibrio rdpido, cujos

resultados sdo apresentados a seguir.

Por medi¢do dos desvios quimicos (variag¢do do pH)
Para um cdlculo mais completo das constantes de estabilidade que caracterizam

este sistema foi utilizada a zona de pH onde o equilibrio € rdpido na escala de tempo

[Hg(NO,),}/[GGk ~ pD Y herhey o gl logigl
5 e 750 > 2500 0 o0 g0
II010M10,05M: 1 1.6 . e e
5 - et E e
i v w7 13 s wap
0,J0M/0,10M 1,6 70,5 0 205 i 0800t TO8e s
1.9 BOO. 4007 00 o Tale

: 145 87,6 12,4 : -0,27 7,96 s
0,05M/0,10M {8 “iEresy WAe gy gm0

' Bandas designadas como na Figura 7.8;  Em petcentagem do imegral tatal de H-1 : S

Tabela 7.1 — Areas dos os sinais de H-1 da glicilglicina em D,0 para diversas condigdes
experimentais; valores obtidos para a constante de equilibrio Ky’
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de RMN (25°C; pH > 3). Nesta zona o desvio quimico de cada sinal é a média
pesada dos desvios quimicos de todas as espécies que para ele contribuem. E assim
possivel retirar informagdo sobre os pardmetros de equilibrio que regem o sistema
registando o valor do desvio quimico dos niicleos da glicilglicina para cada valor de
pH. Os valores das constantes de estabilidade sdo obtidas mediante um ajuste ndo
linear de minimos quadrados de uma fung¢do modelo a esses dados. Em todos os
modelos discutidos seguidamente foram considerados: (a) as reacgdes de hidrdlise do
catido merctrio traduzidos pelas equagdes
Hg** + OH == Hg(OH)"
Hg** + 20H == Hg(OH),

com constantes de equilibrio, respectivamente, de Ko, = 1,58 x 10" mol' dm® e de
Ko, = 1,58 % 10*° mol? dm®; e (b) as reacgdes de protonagdo da glicilglicina, caracte-
rizadas pelos valores de pK, inseridos na Tabela 5.2.

Na Figura 7.7 estd representada a variagdo do desvio quimico para os niicleos
H-1, C-1 e C-2 da glicilglicina em fungdo do pH, para solugdes de glicilglicina
0,20 mol dm™ e na presenga de KNO; 0,60 mol dm™ ou de Hg(NO), 0,05 mol dm™.
Apenas os nicleos C-1 e C-2 apresentam diferengas significativas no desvio quimico
provocado pelo ido metdlico e foi sobre esses desvios que foram baseados os cdlculos
das constantes de estabilidade; os desvios foram medidos em solugdes com valores
de pH compreendidos entre aproximadamente 3 € 9. Atendendo ao intervalo de pH
utilizado foram consideradas as seguintes espécies como as mais importantes em
solugdo: HGGH', HGG® (protonagio somente em NH,) ¢ GG; Hg”, Hg(OH)",
Hg(OH),; HgGG", (OH)HgGG e Hg(GG),. Note-se que todas as espécies envolven-
do catifio metdlico referem-se & coordenagdo no grupo amina terminal da glicilglici-
na, pois ndo foram consideradas espécies em que a coordenagdo ocorria pelo grupo
carboxilico jd que esse tipo de coordenagdo, embora possivel, ocorre em muito
menor extensdo [130]; por outro lado neste intervalo de pH a inclusdo de HgGG"
ndo afecta os valores das outras constantes de formagdo. Uma vez que o pH das
experiéncias € maior que 3 foi assumido que o catido mercirio encontra-se sempre

ligado pelo menos a um ido hidréxido, devido as elevadas constantes de formagdo
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Figura 7.7 — Variagao do desvio quimico para os nicleos H-1, C-1 8 C-2 da glicilglicina em fungao

do pH, para solucdes de giicilglicina 0,20 moldm™ e na presenca de KNO, 0,60 moldm™ ou de
Hg(NQs), 0,05 moldm®. : e o
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dos hidrdxidos de mercirio. Por essa razao foram consideradas no modelo apenas as
seguintes reac¢des de complexa¢ido mercirio/glicilglicina
Hg(OH)" + GG == (OH)HgGG
(OH)HgGG + GG == Hg(GG); + OH
com constantes de equilibrio, respectivamente, K; ¢ K;. Os valores obtidos foram
8,04 e -5,29 para C-1 e 8,18 e -5,07 para C-2, com médias de 8,1+0,1 ¢ -5,2+0,2
para K, e K; respectivamente. Saliente-se que o valor de K é bastante semelhante ao
valor de cerca 8,0 calculado para a reacgio
Hg* + GGH == HgGGH**
0 que sugere ndo s6 uma certa independéncia, no que respeita a coordenagio, entre
0$ grupo amina e carboxilico, mas também que a ligagdo de um anido hidréxido ndo
vai afectar significativamente a capacidade do catido mercirio coordenar o grupo
amina da glicilglicina. Esta segunda aproximagio é importante se se pretender
estimar a constante de estabilidade X' da reacgdo
HgGG" + GG™ == Hg(GG),
Ja que o seu cdlculo pressupde o conhecimento da constante de dissociagdo do ido
hidréxido da espécie monocoordenada, que ndo pdde ser calculada com base nos des-
vios observados, uma vez que a inclusdo dessa equagdo no modelo ndo alterou o
ajuste, impedindo assim a obtengdo de um valor para essa constante. No entanto, o
valor desta constante de dissociagdo do 3o hidréxido deve ser préximo da formagdo
de Hg(OH)" (logKo, = 10,2) pelas razdes apontadas atrds, o que implica um valor de
aproximadamente 5 para log K,'.

Néo se obtiveram ajustes satisfatérios quando foram considerados no modelo
apenas a formagdo do complexo (OH)HgGG ou do complexo Hg(GG),. Nio encon-
ramos na bibliografia determinagdes de valores para as constantes K, e K,. No
entanto, comparando com valores da literatura obtidos para mercirio e metilmercirio
com aminodcidos € peptideos, pode-se verificar que aqueles valores estdo dentro do

intervalo normal para este tipo de coordenagdo [130].
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2. Citidina

(s COMPLEXOS DE CITIDINA Ou citosina com Hg2+ ou com CH;Hg" t8m também sido
estudados em varias condigdes experimentais e utilizando diversos métodos. Estudos
em DMSO estabeleceram para a citidina dois locais preferenciais de coordenagdo: o
grupo amina ligado a C-4 (o dtomo de azoto € designado por N-4) e o dtomo de azoto
endociclico N-3 (Figura 7.8). Este ultimo local de coordenacdo pode, tal como foi
observado para o catido zinco(II), envolver uma ligagio fraca com o dtomo de oxigé-
nio ligado em C-2 [131]. Para a 1-metilcitosina foi detectada no estado sélido uma
espécie coordenada simultaneamente nos dois locais a metilmercurio [132].

Em espectros de RMN de solugdes de citidina ou de citosina com Hg2+ em
DMSO observa-se o desdobramento do sinal correspondente ao grupo amina, facto
que foi interpretado como tendo origem no aumento do cardcter duplo da ligagdo
entre C-4 e N-4 devido a coordenagdo em N-3 de catido mercirio [133,134] e que
dificultaria a rotagdo do grupo -NH,. E importante salientar, também, que neste
solvente e para sistemas metilmercurio/citidina a coordenagdo no dtomo de azoto
exociclico parece mais favorecida que a ligagdo a N-3 [135].

Em solugdo aquosa e para sistemas citidina/Hg™, foi determinado através da
utilizagdo de espectrofotometria electrénica e de potenciometria que a forma predo-
minante de citidina entre pH 3 ¢ 5 € aquela que estd coordenada simultaneamente a
dois ides Hg”" (em N-3 ¢ N-4), enquanto que para valores de pH menores do que 3 a
forma predominante € a monocoordenada apenas em N-3 [136,137]; observagoes
semelhantes foram feitas para o catido metilmerciirio [138]. McConnel determinou

R . . 3 1 . . .
os tempos de relaxagdo longitudinal para os nicleos de H da citidina e da citosina,
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Figura 7.8 — Locais de coordenagao do catido Hg** (ou CH,Hg?") a citidina.
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com coordenagdo ou ndo a metilmerciirio, através da obteng¢ao de condigdes de equi-
librio lento por ajuste do pH das solugdes [80,139] e os resultados obtidos permiti-
ram estimar a cin€tica de mercuragdo do grupo amina da citidina e da citosina.

Neste trabalho, toda a informagao j4 disponivel sobre estes sistemas foi com-
plementada com dados de RMN de "°C e com o célculo de constantes de equilibrio
para o sistema Hg2+/citidina em solugdo aquosa. A observagdo do espectro de ]”Hg
em solugdes com citidina foi tentada sem éxito, devido provavelmente a condigdes
desfavordveis de relaxacdo, embora existam resultados para este tipo de experiéncias

com nucleotideos [140].

2.1 Estudo das espécies em solugio

Na Ficura 7.9 ESTA APRESENTADO o efeito da concentragio de Hg(NOs), sobre o
espectro de 'H da citidina em D,0 a 25 °C e pD 2. E visivel nestes espectros a
presencga de um regime de troca lenta, observando-se o aparecimento de novos sinais
atribuiveis a espécies de citidina coordenadas a merciirio, com saliéncia para o ni-
cleo de H-6 que exibe os maiores desvios quimicos entre as espécies coordenadas e
ndo coordenadas. Os nicleos de H-5 e H-1', bem como os niicleos de hidrogénio da
ribose, mostram também novos sinais. Estes novos sinais apresentam satélites prove-
nientes de acoplamento com 199Hg com valores de constantes de acoplamento de
aproximadamente 70 Hz para H-5, 35 Hz para H-6 ¢ 20 Hz para H-1', valores que
permitem concluir que o mercurio se deve coordenar a citidina em N-3 ou N-4.
Como pode ser observado na Figura 7.9 todos os sinais que apresentam satélites de
199Hg surgem em pares para cada nicleo o que, como jd foi referido, € atribuido a um
impedimento na rotagdo do grupo amina que produz dois isémeros conformacionais
e que é provocado pela coordena¢do de H' ou Hg2+ no dtomo de azoto endociclico
N-3 [80] em espécies coordenadas por mercirio no grupo amina (Figura 7.8). Os
valores para os pardmetros espectrais relacionados com os rotdmeros sdo apresenta-
dos na Tabela 7.2. E interessante verificar que o nicleo H-6 ¢ aquele que apresenta
maior diferenca de desvio quimico entre espécies coordenadas e ndo coordenadas no
grupo amina, apesar de se encontrar mais afastado desse grupo do que H-5, ocorrén-

cia também observada para o caso do catido metilmerciirio [80].
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Figura 7.9 — Espectros de 'H de citidinag obtidos em sotur;ﬁe_s de D;,O 0.20 M da citidina e
concentragdo variavel de Hg(NQ,),, a 25°C e pD = 2,00+ 0,05; desvios quimicos relativamente a -

tert-butanol.
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A coordenagdo ao grupo amina, cujo pX, tem um valor proximo de 14, tem
uma cinética mais lenta que a coordenagao em N-3 (pK, préximo de 4) e por essa
razdo a espécie com coordenagdo exclusivamente em N-3 estd em equilfbrio rdpido
com a citidina ndo coordenada a mercirio. O sinal resultante desse equilibrio € um
dobleto para H-5, H-6 ou H-1' e ndo apresenta satélites de 199Hg devido ao desaco-
plamento de troca quimica ( Figura 7.9).

Algumas experiéncias de desacoplamento homonuclear mostraram as relagoes
de acoplamento entre os sinais de solugdes equimolares de citidina ¢ nitrato de mer-
cirio em D,0 e pD 2,5. A saturagdo dos sinais de H-5 provoca a transformagao em
singuletos dos dobletos de H-6: apds o desacoplamento, podem ser observados trés
sinais para esse nicleo, o que indica a existéncia de trés espécies em equilibrio lento
em solugdo, 2 rotimeros amino-coordenados € outra ndo coordenada no grupo amina.

Na Figura 7.10 est4 representado o efeito do pH nos espectros de 'H e de °C
de solugdes aquosas de citidina na presenga de Hg(NOs),. Para além das caracteristi-
cas ja observadas nos espectros da Figura 7.9, sdo agora visiveis também os sinais
dos protdes do grupo amina, na regido de maior frequéncia do espectro. Embora seja
referido na literatura que foi possivel observar satélites de acoplamento com 19g'Hg'
nos sinais RMN do protio do grupo amina em complexos mercurados de
1-metilcitosina coordenada a platina [141], isso ndo foi observado em nenhuma das
experiéncias executadas neste trabalho. Do conjunto de sinais do grupo amina, o
dobleto largo situado a maior frequéncia, que coalesce e desaparece com o aumento

do pH, ¢ atribuido as espécies sem coordenagdo no grupo amina ¢ em equilibrio

: rotameros A,m
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répido de coordenagio em N-3 (H' e Hg’"), uma vez que segue o padrio de intensi-
dade do dobleto de H-6 atribuido a essas espécies. Os sinais de 'H do grupo arnina
da citidina ligado a um dtomo de mercirio sdo bem visiveis no espectro a pH 2,40
sob a forma de dois singuletos, mais estreitos que os de -NH;, um para cada orienta-
¢ao desse grupo [142].

A alteragdo dos espectros de °C com o pH, Figura 7.10(b), ¢ semelhante ao
patenteado pelos espectros de 'H. Para cada niicleo sdo observados trés sinais: um
para as espécies sem coordenac¢do no grupo amina e dois para as espécies amino-
-coordenadas. Estes dltimos aumentam de intensidade com o pH, tal como acontece
nos espectros de protdo, indicando o aumento da quantidade das espécies amino-
-coordenadas em prejuizo das espécies com o grupo amina completamente protonado.

Também para os espectros de BC se observa para alguns nicleos distantes dos
locais de coordenagdo, nomeadamente C-6 e C-5, uma maior diferen¢a de desvio
quimico entre os sinais das espécies amino-coordenadas e ndo amino-coordenadas
que para os nucleos mais proximos, C-4 e C-2. De forma semelhnate 4 dos espectros
de 'H, também a diferenca de frequéncia entre os sinais dos isémeros ndo segue a
ordem da distdncia dos respectivos nicleos as posigdes de coordenacgdo (Tabela 7.2).

Na Figura 7.11 estd representada a evolugdo com o pH do espectro de uma
solugdo 0.125 mol.dm” de Hg(NO;); e 0.200 mol.dm™ citidina em H;O em que é
visivel a coalescéncia progressiva dos sinais devida ao aumento da velocidade da
reaccdo motivada pelo aumento da concentragdo da citidina desprotonada em N-3.
Na Figura 7.12 estd ilustrado a evolu¢do com o pH dos sinais de H-6, mas para
solugdes mais diluidas, para assegurar a obtencdo de condigoes de equilibrio lento
num intervalo de pH mais amplo; as concentragdes s3o neste caso de 2 mmol.dm™ de
Hg(NO3), e 1 mmol.dm™ de citidina e a transi¢do para o regime de equilibrio rdpido
¢ atingida para um pH um pouco superior ao valor do pK, da citidina.

Nos espectros da Figura 7.13 € possivel observar que a coordenagio do mercu-
rio em N-3 implica uma diminui¢do na diferenca de frequéncia entre os dois sinais
do grupo amina, o que pode ser explicado com base na diferenca de dureza dos dois

i . - i - a e
catides: H">Hg"™". Com a diminui¢do de concentragio de citidina entre as amostras
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nitrato da merclrio a 298K e a véarios valores de pH’ (lndscados nos: espectros) deswos quimlcosa :
relatwos a tert-butanol. :

dos espectros a.2 e b.2 e as dos espectros a.3 € b.3, surgem bandas devidas as espé-
cies amino-coordenadas; a diminui¢do da temperatura de obtengdo destes ultimos
espectros de 25°C para 1°C permite aumentar a sua resoluc¢io através do abaixamen-
to da velocidade da troca quimica entre espécies. Por outro lado, o aumento da
temperatura provoca a coalescéncia dos sinais de citidina (Figura 7.14), que € especi-
almente visivel para os sinais do nucleo H-6, o que prova de forma inequivoca que se

estd em presenga de um equilibrio lento a 25°C.
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Na Figura 7.15(a) estdo representadas as espécies que, com base nos espectros
apresentados nesta sec¢do, podem existir em solugdo aquosa e para valores de pH
compreendidos entre 1 ¢ 2. Para valores de pH superiores a 4 € previsivel que
existam espécies de citidina ndo coordenadas em N-3, Figura 7.15(b), ¢ também
espécies em que o catido Hg2+ coordenado a citidina € substituido pelo catido
HgOH", Figura 7.15(c).

E importante referir, no entanto, que a existéncia em solugdo de virias espécies
que contribuem para as bandas observadas nos espectros em regime de equilibrio
lento em solugdes de D,O de citidina e nitrato de mercirio impede o cdlculo directo
de constantes de equilibrio a partir das suas dreas. Optou-se assim por utilizar
condigdes de equilibrio rdpido para esse cédlculo, por ajuste iterativo da equagdo de

desvio quimico adequada.

2.2 Constantes de equilibrio para o sistema Hg*/citidina
Na FiGURA 7.16 SAO APRESENTADOs 0s grificos da variagdo dos desvios quimicos da
citidina em fungdo do pH em espectros de equilibrio rdpido obtidos para solugdes de
Hg(NOs), 0,05 mol dm’ e citidina 0,20 mol dm” abrangendo um intervalo de valores
de pH entre aproximadamente 1 ¢ 8. A valores de pH superiores a 8 ocorre a for-
magio de Hg(OH); que precipita devido & sua baixa solubilidade em dgua.

O desvio quimico dos diversos sinais é determinado pela quantidade relativa
das espécies em solugdo que contribuem para cada sinal e que depende do valor de
pH, o que torna possivel o cdlculo das constantes de equilibrio do sistema pelo
método jd utilizado em secgdes anteriores. A reacgdo de protolise da citidina foi
incluida em todos os modelos referidos a seguir, com as constantes apresentadas na
Tabela 5.4; no entanto, as equagdes de hidrélises do catidao mercirio

Hg"™ + OH = Hg(OH)"

Hg™" + 20H == Hg(OH),
com constantes de equilibrio Ko, = 1,58 x 10" e Ko, = 1,58 x 10%, apenas foram con-
sideradas nos modelos utilizados para a andlise dos desvios quimicos de espectros de

solugGes com pH superior a 4.
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No intervalo de pH entre 1 e 2,5 foi possivel efectuar o ajuste dos desvios

quimicos da Figura 7.16 utilizando o modelo simples

Hg™ + Cit == HgCit"
e foi determinado um valor para o logaritmo da constante desta reacgdo de 5,2+0,3.
A utilizagdo nas experiéncias de uma razdo molar citidina/Hg(NO;), de 4:1 e de um
meio bastante dcido (pH < 2,5) proporciona uma larga predomindncia de espécies
monocoordenadas (N-3) em detrimento das bicoordenadas (N-3, -NH;), tornando
dispensdvel a inclusdo no modelo da reacgdo
HgCit™* + Hg** == HgCitHg".

Para valores de pH supenores a 2,5 € necessdrio considerar a presenga em
solucdo do anido hidréxido que actua como ligando para o mercirio. No entanto, o
modelo construido utilizando, como reac¢do de complexagdo, apenas a que envolve
a coordenagdo de Hg(OH)" ndo permite um ajusta aos pontos experimentais obtidos
para valores de pH inferiores a 4, pelo que foi necessdrio utilizar um modelo que
incluisse as duas equagoes de complexagdo

Hg2+ + Cit == HgCit"

Hg(OH)" + Cit == (OH)HgCit"
com constantes de equilibrio K € K, respectivamente. Este modelo ndo permitiu
ainda a correcta simulagdo da variagdo dos pontos experimentais obtidos no intervalo
de pH de 1 a 8, no entanto a inclusdo no modelo da reacgio

(OH)HgCit" + Hg(OH)" == (OH)HgCitHg(OH)*

com constante de equilibrio K5, permite a simulagdo das curvas de desvios quimicos
para todos os niicleos no intervalo de pH de 1 a 8, tendo sido obtidos os valores
apresentados na Tabela 7.3. A espécie HCitHg(OH)Z*' € pouco importante no interva-
lo de pH em que foram realizadas as experiéncias, devendo ser predominante apenas
para valores de pH préximos do valor de pK, do grupo amina da citidina [138].

Os valores médios calculados para K; e K; neste trabalho sdo préximos dos
obtidos por Simpson [136] (5,5 para logK e -0,4 para log K;) utilizando métodos
espectrofotométricos. A maior diferenga observada para K, determinada naquele
trabalho no intervalo de pH entre 2 e 4, pode ter origem na ndo inclusdo da constante

K;' no modelo usado por Simpson.
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3. O sistema ternario Hg(NO,), / Citidina / Glicilglicina

NA SEQUENCIA DO ESTUDO jd apresentado dos complexos de citidina e glicilglicina com
0s catides cddmio e zinco procurou-se determinar se em solugdes de nitrato de
mercurio/citidina/glicilglicina ocorre a formagdo do complexo terndrio misto € se a
sua estabilidade € superior a dos complexos bindrios. Num trabalho anterior, Li et al.
encontraram evidéncia para a ndo existéncia do complexo misto analisando a varia-
¢do dos desvios quimicos do nicleo de H-5 da citidina em experiéncias com pH fixo
e concentracdo de nitrato de mercirio varidvel [79].

Neste trabalho ndo foi possivel o cdlculo das constantes de formagdo dos com-
plexos mistos devido & grande dimensao dos modelos a utilizar para a simulagdo dos
desvios quimicos. No entanto, com o objectivo de obter informagdes sobre a forma-
¢do do complexo terndrio misto, foram analisados qualitativa e semi-quantita-
tivamente os espectros de equilibrio lento e de equilibrio rdpido de sistemas terndrios

Hg(NOs),/glicilglicina/citidina em solugido aquosa.

3.1 Estudo das espécies em solucio
Os ESPECTROS DE ALGUMAS EXPERIENCIAS executadas a pH 1,6, em condigdes de equili-
brio lento, sdo apresentadas na Figura 7.17. O aspecto mais saliente das sequéncias
de espectros em que a concentragdo de glicilglicina € varidvel e as concentragdes de
Hg(NO3), e citidina sao fixas € a diminui¢cdo da intensidade dos sinais de formas de
citidina amino-coordenada a medida que € aumentada a concentragio de glicilglicina,
que € patente tanto nos espectros de 'H como de “°C (Figura 7.17(a) e (b),

respectivamente). Ndo se verifica o aparecimento de novos sinais para além dos jd

. . = ...
.2 C4 OS5 G W5 H&  Medm: .o
6gK: . 827 541 15300 5,00 506 . 479 s-i--‘fo-é"““ e
gk, 470 4560 490 453 452 43t 4gs03 .

log K i 0,185 10,295 0,01 0T 0,11 "-{'—b;46;’5_'s 0, 2103

Tabela 7 ! Valoras para as ccnstantes de equuhbno do snstema nltram de mercurlo / gilcﬂgllcmar :
entre pH 1 @ 7,15 (ver o texto para as definices de K", K; a Kz) : G
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observados nos espectros dos sistemas bindrios discutidos em secgdes anteriores.
Assim, a formagdo de espécies de glicilglicina coordenada a catido merciirio, cujos
sinais para o grupo amina sao visiveis nos espectros da Figura 7.17, ocorre, pelo
menos em parte, & custa da desmercuragdo do grupo amina da citidina. E portanto
pouco provivel que se formem complexos terndrios envolvendo merciirio e glicilgli-
cina através de ligagdo a esse grupo funcional.

E também possivel observar que nenhuma das bandas do niicleo H-6 da citidi-
na apresenta desvio, dentro da margem de erro experimental, provocado pela adigdo
de glicilglicina as solugdes equimolares de nitrato de mercirio e citidina. Esta
observagdo permite concluir que ndo deve ocorrer formagdo de compostos terndrios
através de ligagdo do catido mercurio ao azoto endociclico N-3 da citidina e que a

glicilglicina ndo desloca catides mercurio que estejam ligados a esse 4tomo.

4. Conclusio

O camiAo HG™" DIFERE marcadamente dos elementos mais leves do grupo 12 na sua
coordenagdo aos ligandos estudados, glicilglicina e citidina. Embora os locais de
coordenagdo sejam os mesmos para os trés catides metdlicos, com a excepgdo do
grupo amina da citidina ao qual os catides Zn** e Cd** ndo coordenam apreciavel-
mente, as constantes de equilibrio refletem o cardcter mais macio do catiio merciirio
pois sdo mais elevadas para a coordenagdo aos grupos amina e insignificantes para a
coordenagdo ao grupo carboxilico da glicilglicina, embora este tipo de coordenagio
tenha sido observado noutras situagGes [143,144]. As elevadas constantes de forma-
¢do de Hg”" com o grupo amina da glicilglicina tornou impossivel avaliar a estabili-
dade da ligagdo ao grupo carboxilico desse dipeptideo.

Tanto no caso da glicilglicina como no da citidina, os resultados obtidos para o
estudo dos complexos com meciirio(I) concordam com os publicados até agora por
outros autores no que se refere aos locais de coordenagio e as constantes de equilibrio
determinadas por outros métodos. Por outro lado, ao contrdrio dos catides zinco(II) e
cddmio(Il), o catido mercirio(I) parece ndo formar o complexo terndrio com a

citidina e a glicilglicina em dgua, pelo menos para valores de pH menores que 2.
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Calculo Teorico e
Determinacdo Experimental de

Constantes de Relaxacao Transversal
em RMN



Na PARTE Il DESTA TESE sdo sistematizados os resultados do cdlculo tedrico de T,

para diversas ordens de coeréncia positivas existentes num sistema composto por 5
nicleos de nimero qudntico de spin 1/2, fracamente acoplados, assumindo a existén-
cia de mecanismos de relaxagdo por acoplamento dipolar directo e indirecto e por
anisotropia de desvio quimico. Destes resultados podem ser deduzidos os corres-
pondentes a sistemas compostos por de 2 a 4 niicleos. E também descrita a utiliza-
¢do de recursos computacionais para o cdlculo das matrizes de relaxagdo da equa-
¢do de Redfield. Na seccdo 8.2 sdo aplicadas duas sequéncias de impulsos para a
determinacdo de constantes de tempo de relaxacdo transversal das coeréncias de

quantum nulo e quantum duplo para um sistema AX de primeira ordem.
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Cdalculo teorico e determinacdo de
constantes de tempo de
relaxacgao transversal, T,

O ESTUDO DA RELAXAGAO em RMN tem tido uma importéncia fundamental na compre-
ensdo de fenémenos tdo diversos como a formagdo de complexos e determinagdo das
suas constantes de equilibrio [46], a dindmica conformacional de moléculas [145,146]
e o cdlculo de distincias internucleares através da medigdo do efeito Overhauser
nuclear (EON), sendo este 1ltimo aspecto o mais importante para o estudo da estrutu-
ra de proteinas em solug¢do com peso molecular até cerca de 15 KDa.

A dependéncia da eficicia dos mecanismos de relaxagdo com o tipo de movi-
mento molecular, nomeadamente através das suas fungdes de correlagio e respecti-
vas fun¢des de densidade espectral, possibilitam o estudo de modelos de movimento
molecular através da simulagao dos tempos de relaxagdo nucleares [147]. O estudo
dos tempos de relaxagdo pode também fornecer informagdo importante sobre a
extensdo da formagdo de complexos bem como sobre os locais de coordenagdo. Foi
também reconhecido que a relaxagdo proporciona um mecanismo de transferéncia de
coeréncia entre nucleos sem que exista acoplamento escalar [148]. As técnicas de
impulsos permitiram observar, embora indirectamente, transigdes "proibidas”" o que
estimulou o cdlculo tedrico € a medigdo experimental das constantes de relaxagio
para essas transigoes [38,149].

A teoria semi-cldssica da matriz densidade para a relaxagdo nuclear tem sido
usada desde longa data para obter informagdes sobre a dinimica molecular
[150,151]. O mecanismo de relaxagdo dipolar ¢ o mais importante para liquidos ou
solugdes com movimento isotrépico, mas a interferéncia de outros mecanismos,
como a relaxagdo devida  anisotropia de desvio quimico (ADQ) e o acoplamento

escalar (AE) ndo sao desprezdveis em muitos casos [152,153]. O cdlculo teérico de
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constantes de tempo de relaxagdo transversal, T,, para vdrias ordens de coeréncia
observdveis em RMN, foi executado para sistemas com 2, 3 e 4 niicleos de spin 1/2,
ndo acoplados ou fracamente acoplados [37,38,154].

Neste Capitulo € apresentado o algoritmo de cdlculo da supermatriz de relaxa-
¢ao para sistemas de spins de niimero quantico de spin 1/2 com interacgdes dipolares
e de anisotropia de desvio quimico e também os resultados do célculo tedrico de T,
para alguns casos. S&o ainda descritos os resultados preliminares de duas sequéncias
de impulsos utilizadas para a determinagio das constantes de tempo de relaxagdo
transversais para as transigdes de quantum nulo e de quantum duplo num sistema de

dois niicleos de spin 1/2 com acoplamento fraco (sistema AX).

1. Célculo tedrico de T,

1.1 Método

ESTE cALCULO £ BASEADO na aplicagdo do superoperador de relaxagdo, equagdes 2.63,
2.68 e 2.70, a operadores que representam transicdes RMN de que se pretende

calcular as constantes de tempo de relaxagéo.

Por uma questdo de organizagdo dos resultados da secgdo 8.1.3, os nicleos

serdo designados pelas letras A, I, M, S ¢ X. O sistema de dois niicleos é designado
por A, o de aé€s por AIM, o de quatro por AIMS e o de cinco por AIMSX. Esta
nota¢do ndo pretende simbolizar o tipo de espectro pois em todos os cdlculos efectua-
dos foi assumida a presenga de acoplamento fraco ou nulo entre os spins €, portanto,
de espectros de primeira ordem.

Para precisar o método de cdlculo, € apresentado a seguir o exemplo do cdlculo
explicito da matriz de relaxa¢do para ordem de coeréncia p = +1 do niicleo A de um
sistema Al E calculada a matriz de relaxagdo para os operadores produto do spin do
nicleo A, L,* e 21+A!,’, substituindo H, por Hpp,, + Hipp_na equagdo 2.63. Os coefi-
cientes numéricos dos factores V¥ destes Hamiltonianos foram transferidos para os
factores geométricos, e logo, para as fungdes de densidade espectral, tendo os célcu-
los sido executados com coeficientes unitdrios. No entanto, os operadores Ifl_f e
11, de V,d(q’ do Hamiltoniano Hpp,, foram usados com coeficiente -1/4 para normali-

zar as fungdes de densidade espectral para as quais g = 0.
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O primeiro passo do cdlculo consiste na aplicagdo da equagdo 2.68 que implica
o desenvolvimento do comutador duplo
22,79 (0N [A,P4,2, ™ (1)-0..11.
No estado de equilibrio (fim da relaxagdo) a magnetiza¢do transversal € nula e por
1SS0 Oeq, = 0. E assim necessdrio proceder 2 simplificacio da seguinte expressio de
comutadores para Q = I+A, em que foi utilizada a igualdade J(@) = J(-w):
JOO) [ Dad L + Calt + Gt [ Dad M + Calr + Ot LA 1) +
T on-an) ([ DaC- UL, [ DU L] +
[ DaC-UHL LY, [ DaCUSLL LA ) +
JP@p) ([ DAd L'+ CaL* [ Dad M1+ CAL® 1A 11 +
[Dad ML+ CALA [ DA AL+ CAIA LA ) +
Jan) ([Dad 1 + I [ DAl L+ C L LT +
[DAL T +CdL [ D 1 + G LA T +
TP+ ([ Dl [ DAL LN+ (Dl I DAL LT 81D
Seguidamente, é também calculada uma expressdo semelhante para 0 = 2I+AI,I, mas
que ndo serd aqui apresentada.
As fungdes de densidade espectral representadas por J@(a)) funcionam aqui
apenas como uma referéncia relativamente a frequéncia a que a parcela diz respeito
para facilitar a realizagdo dos cdlculos. De facto, e de acordo com a equagdo 2.56,
aquelas fungdes resultam da média estatistica e temporal dos produtos das fung¢des
¥'?, 4 e/ou Y'?, , de H,, omitidas na expressio 8.1, e sdo portanto dependentes do tipo
de niucleos e das interacgdes em causa, sendo facilmente regeneradas a partir dos
‘ indices das constantes C ¢ D que afectam os produtos de operadores resultantes da
| simplificagdo. A aplicagdo da equagdo 2.63 (de que € derivada a equagdo usada no
cdlculo, 2.68) a sistemas com diferente nimero de nicleos e usando uma soma de
diferentes Hamiltonianos de interacgdo, origina diversas fungdes de densidade espec-
| tral. De seguida € sumarizada a notagao usada neste trabalho para essas fungdes:
‘ J9(@) = (1/2) DDy J Y9, 40) Y9, () €519 de (8.2a)
T @) = (12) CL; f Y9, (0) Y2, (1) €597 d (8.2b)
J9u(@) = (1/2) CDu f Y9,40) Y u(1) €7 d7 (8.2¢)
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onde os integrais se estendem de menos infinito a mais infinito; notar que as fungdes
de correlagdo sdo estaciondrias € que dependem apenas de T, pelo que a varidvel ¢ da
equagdo 2.58 pode ser substituida por zero.

Para a simplifica¢do da expressdo 2.1 € usada a propriedade comutativa entre
os operadores que correspondem a nicleos diferentes, e sdo aplicadas as seguintes

igualdades quando os operadores correspondentes a0 mesmo nicleo:

LI =(1/2), 11, =1/2-I, I, =-(1/2),
LI =-(1/2)L 11 = 1/2+, 11, =(1/2)l.
1. =0 1, =0 LI, =1/4

Estas regras foram integradas na subrotina de simplificagdo das expressdes de opera-
dores calculadas pelo programa RELAX, descrito na sec¢do seguinte.

Os resultados da simplificagdo de 2.1 para os operadores produto 7,” ¢ 2/,%1,]
podem ser expressos sob a forma de matriz, a que chamaremos R, com os elemen-
tos deg, day € C:

A1 | = |dee ¢ | (1Y) (8.3)
d( 27,11 y/de ¢ du| (2ALY
em que
des. = I ar(0) + (1/AV O piar(©) + (/16 pra(wn- ) +
2N sa(@) + (17200 siar(@n) + TP araa(en) + 72 sa @a+an)
dur = I Aa(0) + (1/AV O aiai(0) + (1/16) ar(wp-a) +
Zf(l)AA(COA) it (1/2)-](1)A1A1(50A) + 47 () + -}(Z)AIAI(CUA+Q)I)

¢ = pat(0) + 27V pui(@y).

Seguidamente, por aplicagdo de uma operagdo unitiria A equagdo 8.3 andloga A

utilizada na equagdo 2.51, com X definido por

% =T=[H T
1_

¢ obtida a matriz de relaxagio de Redfield YR para os operadores de transigao
el Mu 0T L w il 5 =1 -21,%1' onde os indices inferiores, @ e 3, se referem
ao estado de spin do nicleo I:
& 1" Wde| = [*Da *Ciz| (1) (8.4)
A [ﬂA+>/dI e, ZUDﬁ {1

com
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2UR = ?.UDa ZUCL;

22U 20
C21 “"Dg

Do =1 a(0) + (14U a0) + IV 4ar0) + (1/16) srar(@s-e) +
2P pa(@n) + (1727 piar(om) + 2P par(@n) +
2/ %@y + (12077 sai(@) + IP ga@a+an)
Dp =1V pa(0) + (1A iai(0) - SV pps(0) + (1/16) yar(wn-e) +
2V sa@n) + (120 siai(0n) - 27V par(@y) +
2/Pn(@) + (120 aiai( @) + J2 gaoa+on)
HC12="Co = (1120 ai@) - 2/ ().
Os elementos da diagonal principal de *’R correspondem a (1/T2) aa)—>|ga) € @
(T2l apy—>1gsy Para I e I, respectivamente, se o acoplamento estiver bem
resolvido. No caso da constante de acoplamento J, ser nula entdo a resolugdo de 8.4
para este sistema envolve os elementos fora da diagonal da matriz de relaxagio,
cdlculo que pode sempre ser feito por diagonaliza¢do numeérica dessa matriz [37].
Para a transi¢do de quantum nulo deste sistema (p =0), cuja magnetizagio
pode ser representada por LA, teremos a equagdo
LA e = D (LAY (8.5)
com
"D = (1T apy > pay = SV4a(0) + JVu(0) - 2741(0) + 27 ar(@n- ) +
2 DAA(COA) * (1/2)/( I)AIAI((DA) e 2-7“)11(0){) + (I/E)I(I)AIAI(Q)-
De forma andloga, para a transi¢do de quantum duplo (p = +2), cuja magnetiza-
¢do pode ser representada por 1AL, teremos a equagao
AL°L Yde = D (1AL (8.6)
com
PD = (1T aay>1 gy = S aa(0) + JOu(0) + 27 (0) + 27 (@) +
(172 P aai@n) + 20V (@) + (120 wa@) + 20 a(@p+ay).

1.2 Computagio
PARA A EXECUGAO DOs cALcuULOs foi escrito o programa RELAX em FORTRAN de

precisdo dupla (16 digitos). Este programa executa todas as manipulacdes determi-
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nadas pelo cdlculo usando vdrias matrizes tridimensionais, onde sdo representados
através de um codigo de trés digitos os operadores, as constantes C,, € Dj; € as
constantes numericas.

Na Figura 8.1 estd representada a sequéncia simplificada das operagdes execu-
tadas por RELAX sendo necessdrios dois ficheiros de entrada: um deles contém os
operadores produto relevantes para o sistema em causa e também informagio sobre o
tipo de relaxagdo requerida para cada nicleo: ADQ (anisotropia de desvio quimico) e
DD (dipolo-dipolo); ou sé DD. O segundo ficheiro contém a matriz X que servird
para calcular a matriz de relaxacdo R (ver exemplo na Figura 8.2).

Depois da leitura dos dados, o programa gera uma expressao equivalente a 8.1
para cada operador produto, faz a expansdo dos comutadores € a sua simplificagao.
Estas operagdes sdo executadas em memdria RAM pelo que, por uma questio de
economia de espago, sdo realizadas por partes: € calculado isoladamente o resultado
correspondendo a cada J'@ e, para cada J9, ¢ feita separadamente a expansdo e a
simplificagdo de cada um dos comutadores .

O resultado deste primeiro cédlculo, a matriz R,,, ¢ armazenado num ficheiro
tempordrio que servird como ficheiro de entrada para o cdlculo de R. Para este
cdlculo o programa calcula o inverso de X, X", ¢ executa a operagao XROPX'I,
seguida da respectiva simplificagdo e apresentagdo sob a forma de ficheiro de saida.
Esta segunda fase do cdlculo requer a utilizagdo de grande quantidade memdria, ndo
tendo sido possivel implementd-la em memoéria RAM, o que implica a execugdo de

numerosas operacdes de leitura e escrita no disco rigido.

1.3 Resultados
Os RESULTADOS DA MATRIZ de relaxagdo para todas as ordens de coeréncia dos siste-
mas de 2 e 3 nicleos e para as transi¢des de quantum inico no sistema de 4 nicleos
estdo ja publicados [37,38,154] e foram reproduzidos por RELAX, concordando com

esses trabalhos.
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Sao apresentadas na Figura 8.3 as defini¢des dos operadores produto e das
equagdes diferenciais de relaxagdo para as coeréncias de ordem 0, 1, 2, 3, 4 e 5 de
um sistema de 5 niicleos de nimero quntico de spin 1/2 e na Figura 8.4 a defini¢do
das matrizes X utilizadas; os elementos das matrizes de relaxago R estio compila-
dos no Apéndice (pdg. 199). O formato em que sdo apresentados esses elementos € o
que resulta directamente de RELAX, para evitar erros de transcrigdo, e pode ser
facilmente convertido no formato das equagdes 8.2 (ver Apéndice). Os cdlculos
foram executados considerando que todos os niicleos do sistema relaxam devido a
anisotropia de desvio quimico, jd que as constantes C; correspondentes a nicleos que
ndo relaxam por esse mecanismo so nulas, anulando por consequéncia as funcdes de
densidade espectral que as contém.

Os elementos das matrizes de relaxagdo dos sistemas com 4 nicleos ou menos
estao contidos nas matrizes de relaxagdo do sistema de 5 ndcleos. Para os deduzir é
necessdrio eliminar as fungdes que contém constantes de acoplamento corresponden-
tes a niicleos que ndo fazem parte do sistema, eliminando também nos operadores de

transi¢do os indices correspondentes aos niicleos ndo presentes no sistema.

2. Medigio de T, para transi¢oes de quantum nulo e
quantum duplo num sistemna AX

A UTILIZACAO DOS ESPECTROS de quantum muiltiplo, tal como a de quantum tnico, pode
fornecer informagdo valiosa sobre vdrios parimetros moleculares. A medigdo das
constantes de tempo de relaxagdo de coeréncias de quantum muiltiplo tem sido execu-

tada por vdrios métodos e com diversas aplicagdes [155,156,157].

Neste rabalho sdo propostas ¢ testadas duas sequéncias de impulsos de f4cil
aplicagdo para a medigdo de tempos de relaxagdo de quantum nulo e quantum duplo
num sistema nuclear AX (acoplamento fraco). Para estas duas transi¢oes ndo existe
acoplamento escalar ndo havendo o problema levantado pela modulagio de intensi-
dade durante o tempo de eco de spin. Para a medigdo de T, para as quatro transigoes
de quantum tnico para um sistema AX com acoplamento existem algumas técnicas

publicadas [158,159].
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2.1 Condigoes experimentais
A CITOSINA FOI ADQUIRIDA na Aldrich (99%, anidra) e foi usada sem nenhuma purifica-
¢do adicional. Foram utilizadas solugdes ndo desoxigenadas de citosina aproximada-
mente 0,2 M em D,0 (Aldrich, 99,9% em deutério), ndo tendo sido adicionada
nenhuma substéncia de referéncia para os desvios quimicos.

Os espectros de RMN foram adquiridos a 303 K, sem rotagao da amostra, num
espectrometro Bruker AM500 com sonda multinuclear. Detalhes especificos sobre
os pardmetros da aquisi¢do serdo referidos nas secgdes seguintes e nas Figuras 6 e 7.

Os ajustes dos pontos experimentais a fungdo monoexponencial de decaimento

por relaxagao foi executado num programa comercial de microcomputador.

2.2 Sequéncias de impulsos

Quantum nulo

Para esta medig¢ao foi escolhido um método bidimensional devido a dificuldade
em separar, numa experiéncia unidimensional, coeréncias de quantum nulo e magne-
tizagdo longitudinal [160]. Num espectro de quantum multiplo em duas dimensdes
esses sinais aparecem separados, uma vez que durante 1, a magnetizagdo longitudinal
ndo precessa, aparecendo na dimensdo f; com a frequéncia 0.

A sequéncia e o ciclo de fase usados sdo apresentados na Figura 8.5 juntamente
com o diagrama de operadores e o mapa de transferéncia de coeréncia. A sequéncia
de wés impulsos usada para a excitagdo das coeréncias de quantum miiltiplo tem
forgosamente que conter um impulso menor que 90° porque de outra forma, num
sistema AX, a magnetiza¢do de quantum nulo ndo existe no fim da sequéncia de
excitagdo. A magnetizagdo de quantum nulo resultante, contida no termo ) iy Sl

. -4(¥'Ty)
decai durante um tempo ¢ com o factor e

, sendo o desvio quimico refocado pelo
impulso de 180° aplicado a meio deste periodo. No periodo seguinte, ¢, a coeréncia
de quantum nulo evolui com a frequéncia +(£24-£2) no referencial rotativo, obtendo-
se iyAI,x, apos o que um impulso de 90°, provoca a transferéncia de coeréncia de A

para X, condi¢do essencial para a obten¢do de correlagdo de frequéncia. O termo




. sequenc:a de operadores paré
= da reiaxagac da coerenc:a de quantum dupto num sastema AX

CALCULO TEGRICO E DETERMINAGAO DE CONSTANTES DE TEMPO DE RELAXAGAO TRANSVERsAL, T, 193

: .G;Sequencla de |mpulsc>5‘ . : o

a expanencla umdtmens:onat de medk;ao econstama de tempo: -




194 CapftuLo 8

I,AIIX evolui durante £, para termos em fase, observdveis, devido ao acoplamento
escalar. Os sinais em f, tém acoplamento e estdo em anti-fase, enquanto que em fj
sdo singuletos em fase com frequéncia £(£24-£2x); a sua intensidade € portanto pro-
porcional 2 fungdo exponencial ¢ ™ (Figura 8.7). Devido a impossibilidade de
obter espectros bidimensionais de quantum nulo em modo de absor¢do pura por
ciclizagdo de fase (TPPI), os espectros foram obtidos em modo de magnitude, (parte
imagin:iria)2 + (parte real)’. Esta técnica, embora oferecendo €SpPECros com menor
resolugdo (devido a contribuigdo do sinal em modo de dispersdo da parte imagindria),

torna desnecessdrio o ajuste de fase no espectro bidimensional.

Quantum duplo

Para a medigdo das constantes de tempo de relaxagio da transi¢do de quantum
duplo optou-se por uma experiéncia unidimensional baseada num filtro de quantum
duplo (Figura 8.6). A sequéncia inicial, 90°,-%/2-180°,-%/2-90°, cria coeréncias de
quantum duplo que relaxam durante um tempo ¢ o impulso de 180° aplicado a #/2
reverte a precessao do desvio quimico, criando um eco de Hahn. O udltimo impulso
antes da aquisi¢do transfere essa magnetizagdo para coeréncias de quantum simples;
o seu ciclo de fase selecciona saltos de ordem de coeréncia Ap =-3 e Ap = +1. Como
o termo que dar4 origem a magnetizagdo observdvel é 2/,*I,%, os sinais observados
serdo com acoplamento ¢ em anti-fase (Figura 8.8).

O sucesso da eliminagdo das coeréncias de ordem 1 e -1 que evoluem durante
f; foi controlada através da eliminagdo do sinal de HDO do solvente. Este sinal
apresentou uma diminui¢do para menos de 1% da sua intensidade num espectro
normal sem filtro de quantum duplo, o que permite concluir que os sinais observados
num sistema AX t€m uma contribui¢do desprezdvel da magnetiza¢do de quantum
simples durante #;. A utilizagdo de incrementos de 90° simultinea em todos os
impulsos no ciclo de fase (CYCLOPS) contribuiu decisivamente para a qualidade de

filtragem.
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Figura 8.7 — Espectro bldlmensmnal de quantum: nuio da crtosma 0,05 M em D,O obtido com a

= sequéncia de: impulsos e parametros apresentados. na Figura 8. 5 traqado de uma coluna desse

- espectro onde se encontram as ressonancias mais intensas. Numero de acumulaqoes - 4;
“varrimentos prévios: 2; resoluqao digital em f;; 1,17 Hz/ponto em 1‘2 1 28 Hz/pontc Desvios
" quimicos de H-5 (-105 Hz) e de H-6 (+355) em . ' : :
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Flgura 8.8 — Espectro em DO da cutosma 0,05 M com flItragem de quamum duplo obt:dc com a

sequéncia de im pulsos e parametros apresentados na Figura 8.6; sinais de H- 5 H 6 e sinal
reswuaf de HDO; largura espectral apfesemada de 942 Hz. : ;

23 T,% e T,%° para os niicleos H-5 (A) e H-6 (X) da citosina

A FiGura 8.10(a) MOSTRA o decaimento tipico da intensidade dos sinais de correlagdo
dos niicleos H-5 e H-6 da citosina no espectro representado na Figura 8.7 € em que a
fungdo I =1y e foi ajustada aos pontos experimentais. Foram calculadas as cons-
tantes de tempo de relaxacgdo P para os oito sinais de H-5 e H-6 de trés amostras
distintas de citosina 0,05 M (notar que todos estes sinais devem fornecer o mesmo
valor, uma vez que a sua intensidade estd codificada pela relaxagdo da tdnica transi-
¢do de quantum nulo) e os valores obtidos estdo apresentados na Tabela 8.1.

Na Figura 8.10 estd representada a variagdo tipica da intensidade dos sinais

resultantes da sequéncia de impulsos da Figura 8.6 (espectro da Figura 8.8), onde ¢

Ho A
7 H (@A)
OJ\N H X
|
H

Figura 8.9 — Formula de estrutura da citosina
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patente uma maior precisdo relativamente A obtida para o quantum nulo. Os valores
obtidos para %°T; estdo apresentados na Tabela 8.1 e € visivel que o valor obtido para
PT, é menor que o observado para .

Para um sistema AX € possivel calcular uma razdo entre QDTZ e QNT; de 8:18 no
regime de estreitamento extremo onde J(®) = J(0) (que aqui se aplicaria por ser uma
molécula pequena num solvente pouco viscoso), enquanto que no regime de alarga-
mento extremo essa razio seria de 2:0, para relaxagdo intramolecular que ocorre por
um mecanismo puramente dipolar. A razio experimental de 8:14,2, calculada a
partir dos valores médios apresentados na Tabela 8.2 sugere um ligeiro afastamento

do regime de estreitamento extremo e/ou a presenga de outros tipos de relaxagio.

;_—e—-_'ouaandupxoi-. i Quantumnulo
- : . _ :

 Altura de banda (unidades arblirarias)

: ' <S) .
N__F:gura 8.10 —_ Curvas de decalmento para uma das bandas observadas no espectro da cztos:na '

-~ utilizando as sequéncias de 1mpu[sos dascmas no texto para a medx;éo da constante de tempo de
_reiaxagac lransversat para as coerenc:as de quanmm_ nq[o e quamum duplo do sustema AX'
composto pelos nuclaos de H- 5 e H- 6

1 0373£0006 0212+0001
2 0,36740,005 - 0,212:0,001
3. 0,380%0,006 0,199+0,002

© Média'  0,373+0,006  :0,207+0,007

i . Média e desvio padrao da amoétra (lrés valmés)

' Tabela 8:1 —Vaiores obtldos para °"'T2 y 20 Ta om trés amostras semelhames de ctosina: ‘cada
‘valor desta Tabela corresponde a madla e desvio padrao das valores obtldos do decmmemo de
todos os sinais de H-5 e H-6 (oﬂo para *T. & quatro para: Tz)




Apéndice

NESTE APENDICE SAO APRESENTADAS 0s elementos das matrizes de relaxagdo para as
vdrias ordens de coeréncia do sistema de 5 nicleos descrito na secgdo 8.1.3. Para
cada elemento, a soma total de fungdes de densidade espectral estd dividida em
parcelas, encabegadas pela designagao da densidade espectral com a frequéncia cor-
respondente; cada uma destas parcelas € constituida por uma soma de fungdes que
podem ser facilmente convertidas na forma das equagdes 8.2, partindo dos indices

das constantes de acoplamento dipolar € de anisotropia de desvio quimico.
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-1,00000 Dys Dsx

JMey)

-1,00000 Dy Dix
0,50000 Dyx Dax
0,50000 Dy Dix
0,50000 Dyx Dux
0,50000 Dsy Dex

2,00000 Cy Cx

-2,00000 Cy Dyux
2,00000 Cy Dgy
-1,00000 Dy Desx

I op-m)
2,00000 D,, Dy

JO(an-on)
1,00000 Dy Dy

Jm(“’rﬂk)
1,00000 Dy Das

Jm(ﬂh‘ak)
1,00000 Dax Dax

I wr-com)
1,00000 Diy Diy

I ar-as)
1,00000 Dy Dis

J -y
1,00000 Dy Dy

J - as)
2,00000 Dys Dws

I e ax)
2,00000 Dyx Dyx

S op+ o)
1,00000 DAM DAM

J® @+ )
1,00000 Das Das

Jm(mﬂ' )
1,00000 Dax Dax

B+
1,00000 Dy Oie

JP(a+ws)
1,00000 Dis Dis

JD( )
1,00000 Dy Dix

Jws+ay)
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2,00000 Dgy Dgx

R(5.,6)

IV ay)

-1,00000 Djx Dix
0,50000 Dax Dax
0,50000 Dy D
-0,50000 Dy Dwx
-0,50000 Dgy Dex
-2,00000 Cx Cx
2,00000 Gy Dhy
-2,00000 Cy Dy
1,00000 Dyx Dex

R(5,7)

JT (as)

-1,00000 Dys Dis
0,50000 Dyas Das
0,50000 Dy Dis
-0,50000 Dys Dys
-2,00000 Cs Cs
-0,50000 Dsy Dsx
2,00000 Cs Dys
-2,00000 Cs Dsx
1,00000 Dys Dsx

R(5,8)

J® s+ ax)
-2,00000 Dgy Dsy

R(6,6)

J(UP(O)
1,00000 C, Ca
-2,00000 C, G
0,25000 Dy Dap
-0,50000 Day Din
0,25000 Das Das
-0,50000 Djs Dig
0,25000 Dyy Dax
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-0,50000 Day Dix
1,00000 G G
0,25000 Dy D
0,25000 Dis Dis
0,25000 Dy Dix
-1,00000 Cp Dam
1,00000 C, D
1,00000 G Dan
-1,00000 G Dy
1,00000 Cy Dis
-1,00000 Cyx Dis
-1,00000 G Das
1,00000 G Djs
-1,00000 Cy Dax
1,00000 Cy D
1,00000 G Dax
-1,00000 G Dy
-0,50000 Daw Das
0,50000 Day Dis
0,50000 Das D
-0,50000 D Dis
0,50000 Day Dax
-0,50000 Dan Dix
-0,50000 Day D
0,50000 Dy Diy
-0,50000 Dys Dax
0,50000 Das Dix
0,50000 i Dis
-0,50000 Dis Dix

I @)
2,00000 Cy Cy
0,50000 Dy Da
0,50000 Day Dam
0,50000 Das Das
0,50000 Dpax Dax
-2,00000 Cp Dam
2,00000 Cy Dys
-2,00000 Cy Dax
-1,00000 D Das
1,00000 Day Dax
-1,00000 Das Dax

M)
0,50000 Dy Du
2,00000 G, G
0,50000 Dy Dim
0,50000 Dig Dig
0,50000 D Dix
-2,00000 G Dy
2,00000 G Dig

-2,00000 G Dy

-1,00000 D Dis
1,00000 Dy Dy
-1,00000 Dg Dix

J )

-1,00000 Duy Dy
0,50000 Dy Dan
0,50000 D D
2,00000 Gy Gy
0,50000 Dys Dus
0,50000 Dyx Dux
2,00000 Cy Dys
-2,00000 Gy Dyx
-1,00000 Dys Dux

M (ws)

-1,00000 Dy Dis
0,50000 Das Das
0,50000 Di Dis
0,50000 Dys Ds
2,00000 Cs Cs
0,50000 Dsx Dsx
-2,00000 Cs Dys
-2,00000 Cs Dex
1,00000 Dys Dsx

JM(ex)

-1,00000 Dax Dix
0,50000 Dax Dax
0,50000 Dy Dix
0,50000 Dyx Dyx
0,50000 Dsx Dsx
2,00000 Gy Cx
-2,00000 Cy Dux
2,00000 Gy Dsx
-1,00000 Dyx Dsx

I ep-)
2,00000 Dy Dy

I an-an)
1,00000 Dam Dam

I (en-ws)
1,00000 Djs Das

O on-ax)
1,00000 Day Dax

J-n)

APENDICE
1|00000 DIM D‘M

JMN ar-s)
1,00000 Dis Dis

I @-ax)
1,00000 D Dix

JO(eares)
2,00000 Dys Dus

I ws-a)
2,00000 Dsx Dsx

I xt+-an)
1,00000 Daw Daw

JB( on+-5)
1,00000 Dys Dys

J® wn+ax)
1,00000 Day Dax

J(Z)( m_‘_m«)
1,00000 Dy Dy

IO+ es)
1,00000 Dis D

JP( )
1,00000 Dy Dix

J®( oner a0x)
2,00000 Dyx Dux

R(6+7)

J ws-x)
-2,00000 Dsy Dy

R(6,8)

I aws)

-1,00000 Dys Dg
0,50000 Dag Das
0,50000 D5 Dg

-0,50000 Dys Dys

-2,00000 G Cs
-0,50000 Dsy Dsx
2,00000 Cs Dys
2,00000 Cs Dsx
-1,00000 Dys Dsx

R(7.7)

JM(O)
1,00000 C, C,
-2,00000 C, G
0,25000 Dy Dam
-0,50000 Dy D
0,25000 Dps Das
-0,50000 Dys Dis
0,25000 Dax Dax
-0,50000 Day Dy
1,00000 G G
0,25000 Dy D
0,25000 Dis Dis
0,25000 Dix Dix
-1,00000 C, Dau
1,00000 C, Dy
1,00000 G Dy
-1,00000 G Dy
-1,00000 Cy Das
1,00000 G, Dis
1,00000 G Das
-1,00000 G D
1,00000 C, Dax
-1,00000 C, Dix
-1,00000 G Dax
1,00000 G Diy
0,50000 Day Das
-0,50000 Daw Dis
-0,50000 Das Dy
0,50000 Dy Dis
-0,50000 Dap Dax
0,50000 Dy D
0,50000 Dy D
-0,50000 Dy Dix
-0,50000 Das Dax
0,50000 Das Dix
0,50000 Day Dig
-0,50000 Dis Dix

JDan)
2,00000 G, C,
0,50000 Dy Dy

0,50000 Dy Daw
0,50000 Dys Dis
0,50000 Dy Dax
-2,00000 Cy Dam
-2,00000 Cy Dis
2,00000 Cy Dax
1,00000 Day Das
-1,00000 Dy Dax
-1,00000 Das Dax

M)
0,50000 D, Dy
2,00000 G G
0,50000 Dy D
0,50000 Dig D
0,50000 Dy Dix
-2,00000 C; Dy
-2,00000 C, Dis
2,00000 G, Dy
1,00000 Dy Dis
-1,00000 Dy Dix
-1,00000 Dig Dix

J(‘ll(wu)

-1,00000 Day D
0,50000 Day Day
0,50000 Dy Dy
2,00000 Gy Gy
0,50000 Dys Dus
0,50000 Dyx Dux
-2,00000 Gy Dus
2,00000 Gy Dux
-1,00000 Dys Dy

I (eas)

-1,00000 D,s Dis
0,50000 Dys Das
0,50000 D¢ D¢
0,50000 Dyg Dys
2,00000 Cs Cs
0,50000 Dsx Dy
-2,00000 Cs Dwus
2,00000 Cs Dsx
-1,00000 Dyg Dsx

JM(ay)

-1,00000 Dy Dix
0,50000 Dy Dax
0,50000 Dix Dix
0,50000 Dyx Dux
0,50000 Dsy Dy



2,00000 Cx Cx
-2,00000 Cy Dy
-2,00000 Cy Dy
1,00000 Dyx Dsx

JY an-)
2,00000 Dy Dy

J o)
1,00000 Daw Dau

N - 25)
1,00000 Dys Dis

I 0on-cax)
1,00000 Dax Dax

J a-en)
1,00000 Diy Dy

J @-ws)
1,00000 Dis Dis

Par-w)
1,00000 Dy Dix

I - )
2,00000 Dyx D

I ws-ax)
2,00000 Dsx Dsx

J wn+ o)
1,00000 Day Dam

J® @t )
1,00000 Das Das

I @+ )
1,00000 Dax Dax

J¥(@a+aon)
1,00000 Diy Diny

JO(@+aws)
1,00000 Dg Dis

o+ ax)
1,00000 Dix Dix

J® arto0s)

2,00000 Dys Dus |

R(7.8)

J M)

-1,00000 Dax Dix
0,50000 Dax Dax
0,50000 Dyy Dix
-0,50000 Dy D
-0,50000 Dsy Dey
-2,00000 Cy Cy
2,00000 Cy Dy
2,00000 Cy Dy
-1,00000 Dy Dsx

R(8,8)

J(°}(0)
1,00000 C, Ca
-2,00000 C, G
0,25000 Day Dam
-0,50000 Day Dy
0,25000 Dag Dys
-0,50000 Dy Dis
0,25000 Dy Dax
-0,50000 Day Dix
1,00000 G G
0,25000 Dy Dy
0,25000 D5 Dis
0,25000 Dy Diy
-1,00000 Cy Dam
1,00000 C, Dy
1,00000 G Dam
-1,00000 G Dy
-1,00000 C, Dyg
1,00000 Ca Ds
1,00000 G D
-1,00000 G D
-1,00000 C, Dax
1,00000 C, Dy
1,00000 G, Dax
-1,00000 G Dy
0,50000 Dy Das
-0,50000 Dpy Dig
-0,50000 Das Dy
0,50000 Dy Dis

I
I
I
I
I
I
I
I
I
|
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
1
I
l
I
I
I
|
i
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
|
|
|
I
I
|
I
I
I
I
I
I
|
I
I
I
I
I
I
I
I
I
!
I
l
l
I
I

0,50000 Day Dax !

I

I

APENDICE

-0,50000 Dy Dix
-0,50000 Dax Dy
0,50000 Dy, Dix

0,50000 Das Dax
-0,50000 Dys Dix
-0,50000 Dax Dis
0,50000 Dyg Dix

JT )
2,00000 C, Ca
0,50000 Dy Dy
0,50000 Dy D
0,50000 Dy Dag
0,50000 Dy Dax
-2,00000 Cy Dan
-2,00000 Cy Drs
-2,00000Cy. Dax
1,00000 Daw Das
1,00000 Dy Dax
1,00000 Dag Dax

M)
0,50000 Dy Dy
2,00000 G G
0,50000 Dy Dy
0,50000 Dis Dis
0,50000 Dix Dix
-2,00000 G D
-2,00000 G, Dg
-2,00000 G Dix
1,00000 O Dis
1,00000 Dy Dix
1,00000 Ds Dix

I ang)

-1,00000 Day Doy
0,50000 Daw Daw
0,50000 Dy Dy
2,00000 Cy Cy
0,50000 Dys Dis
0,50000 Dy Diyex
-2,00000 Cy Dus
-2,00000 Gy Dyx
1,00000 Dy Dux

JMwg)

-1,00000 Dys Dis
0,50000 Dys Das
0,50000 Dis Dis
0,50000 Dy Dys
2,00000 Cs Cs

0,50000 Dsx Dsyx
-2,00000 Cs Dys
-2,00000 Cs Dsy
1,00000 Dys Dsx

M ax)

-1,00000 Dy Dy
0,50000 Day Dax
0,50000 Diy Dix
0,50000 Dyx Dux
0,50000 Dsx Dsx
2,00000 Cy Cx
-2,00000 Cx Dyx
-2,00000 Cy Dsx
1,00000 Dyx Dsx

I wn-a)
2,00000 Dy Dy

I on-an)
1,00000 Daw Daw

JO - e05)
1,00000 Dy Dis

J(o,(mrﬂh)
1,00000 Dax Dax

J@-an)
1,00000 Dy Dy

I ax-cos)
1,00000 Dis D

J@-ax)
1,00000 Dy Dy

J‘z)(m,\'i- ﬂ.h)
1,00000 Dy Dam

I wp+ s)
1,00000 Das Das

I on+ )
1,00000 Dy Dax

JB(o+ay)
1,00000 Diy Din

JP w1+ )
1,00000 Dy Dis
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J® (o)
1,00000 Diy Dix

J? (@t o)
2,00000 Dy Dus

JP (@t o)
2,00000 Dyx Duax

JP o+ )
2,00000 Dgy Dsx

|
[
[
|
|
|
|
|
I
|
[
!
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
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|
|
|
|
|
|
|
|
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I
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|
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|
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|
|
|
|
I
|
|
|
|
|
|
|
|
!
|
I
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R(1,1)

J(o)(o)

1,00000 G, C,
0,25000 Dy Dy
0,25000 Day Day
0,25000 Dag Das
0,25000 Dax Dax
1,00000 C, Dy
1,00000 Cy Dan
1,00000 G, Das
1,00000 C, Dax
0,50000 Dy Dam
0,50000 Dy, Das
0,50000 Dy Dax
0,50000 Dy Das
0,50000 Day Dax
0,50000 Dag Dax

I )

2,00000 C, C,
0,50000 Da Dy
0,50000 Day Dam
0,50000 Das Das
0,50000 Dax Dax
2,00000 C, Dy
2,00000 Cy Dam
2,00000 C, Dis
2,00000 Cy Day
1,00000 Dy Dam
1,00000 Dy Dhs
1,00000 Dy Dax
1,00000 Dyy Dhs
1,00000 Dam Dax
1,00000 Dys Dax

J )

0,50000 Dy Dy
2,00000 G G
0,50000 Dy Dy
0,50000 Dys Dis
0,50000 Dix Dix
2,00000 G Dy
2,00000 G, D
2,00000 G, Dy
1,00000 Dy Dis
1,00000 Dy Dix
1,00000 Dis Diy

I aag)

0,50000 Dap Dam
0,50000 Dy D
2,00000 Cy Cy
0,50000 Dys Dus
0,50000 Dyx Dux
2,00000 Cy D
2,00000 Cy Dus
2,00000 Cy Dyx
1,00000 Dy Dus
1,00000 Dy Dux
1,00000 Dys Dyx

IV ()

0,50000 Das Das
0,50000 Dg Cis
0,50000 Dys Dus
2,00000 Cg Gy
0,50000 Dgyx Dsx
2,00000 Cs Dis
2,00000 Cg Dys
2,00000 Cg Dsx
1,00000 D\g Dys
1,00000 D\ Dgx
1,00000 Dys Dsx

)

0,50000 Dy Dax
0,50000 Dix Dix
0,50000 Dy Dyx
0,50000 Dsy Dsx
2,00000 Cx Cx
2,00000 Cy Dy
2,00000 Cx Dwx
2,00000 Cx Dsx
1,00000 Dix Dyx
1,00000 Dix Dsx
1,00000 Dyy Dex

J(O)(mA'm)

1,00000 Day Dy

J(wr-ov)

1,00000 Dam Dam

JO(n-5)

1,00000 Dpg Dag

% @y-ax)

APENDICE

ooa S
Quantum nico,” R

1,00000 Dax Dax

JP(ap+a)
1,00000 Dy Dy

P cop+ )

1,00000 Day Dan

J® opt-c5)
1,00000 Das Das

J® wp+ax)
1,00000 Dax Dax

JP(a+an)
2,00000 Dy D

JO(ar+s)
2,00000 Dis Dis

J (o)
2,00000 D Dix

J® et )

2,00000 Dys Dus

Jm(mﬂk)

2,00000 Dyx Dux

B ws+ay)
2,00000 Dsx Dsx

R(1,2)

M)
0,50000 Dax Dax
-0,50000 Dix Dix

-0,50000 Dyx Dux

-0,50000 Dsx Dsx
-2,00000 Cy Cx
-2,00000 Cy D
-2,00000 Cx Dwx
-2,00000 Cx Dex
-1,00000 Dix Dhx
-1,00000 Dix Dsx
-1,00000 Dyx Dsx

|
|
|
|
|
|
!
!
|
[
i
1
1
1
|
!
!
1
1
1
1
|
1
|
|
|
|
|
|
!
|
1
|
1
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
!
I
|
[
|
|
|
I
I
I
!
I
|
!
1
|
1
|
|
|
I
|
|
|
|

R(1,3)

IV ex)

0,50000 Dag Das
-0,50000 Dis Dg
-0,50000 Dys Dus
-2,00000 G5 G
-0,50000 Dsx Dsx
-2,00000 Cs Dyg
-2,00000 Cs Dys
-2,00000 Cs Dgy
-1,00000 Dig Dys
-1,00000 Dis Dsx
-1,00000 Dys Dsy

R(1,4)

JP w5+ ex)
-2,00000 Dy Dsx

R(1.,5)

J‘"((m)

0,50000 Dy Daw
-0,50000 Dy D
-2,00000 Cy Cu
-0,50000 Dys Dus
-0,50000 Dyux Dhx
-2,00000 Gy O
-2,00000 Cy Dis
-2,00000 Cy Dux
-1,00000 Dy Dws
-1,00000 Dy Dhx
-1,00000 Dys Dix

R(1,6)

JP(cnet )
-2,00000 Dyx Dux

R(1,7)

JP( et a35)
-2,00000 Dys Dys

R(1.8)

R(1,9)

J @)

0,50000 Dy Dy
-2,00000 G G
-0,50000 Dy Di
-0,50000 Dis Dis
-0,50000 D Dix
-2,00000 G, Dy
-2,00000 G, Dis
-2,00000 G, Dy
-1,00000 Dy Dis
-1,00000 Dy Dix
-1,00000 D\s Diy

R(1,10)

I (r+ax)
-2,00000 D Dix

R(1,11)

P+ s)
-2,00000 Dig Dis

R(1,12)



R(1,13)

¥ ar+an)
-2,00000 D D

R(1,14)

R(1,15)

0

R(1,16)

R(2,2)

J(U)(o)
1,00000 Cy, Cy
0,25000 Dy Dy
0,25000 Day Dam
0,25000 Dyg Das
0,25000 Dax Dax
1,00000 C, Dy
1,00000 Cy Day
1,00000 C, Dys
-1,00000 C, Dax
0,50000 Da; Dam
0,50000 Dy Das
-0,50000 Du Dax
0,50000 Dy Das
-0,50000 Djyy D
-0,50000 Das Dax

JMan)
2,00000 C, C,
0,50000 Dy Day
0,50000 Dy Dan
0,50000 Dys Das

0,50000 Dax Dax
2,00000 C, Dy
2,00000 Cy Dayy
2,00000 Cy Das
-2,00000 Cy Dax
1,00000 Dy Daw
1,00000 Dy Dys
-1,00000 Dy Dax
1,00000 Daw Das
-1,00000 Dyy Dax
-1,00000 Das Dax

(@)
0,50000 Dy, Dy
2,00000 C, G
0,50000 Dy D
0,50000 D, Dis
0,50000 Dix Dix
2,00000 C, Dy,
2,00000 G, Dy
-2,00000 G Dy
1,00000 Dy, Dig
-1,00000 Dy Dix
-1,00000 Dig Diy

JM (@)
0,50000 Dy Dant
0,50000 Dy D
2,00000 Cy Gu
0,50000 Dys Dus
0,50000 Dy D
2,00000 Cy D
2,00000 Cy Dus
-2,00000 Cy Dyx
1,00000 Dy Dws
-1,00000 Dy Dy
-1,00000 D Dhx

J M)
0,50000 Das Das
0,50000 Dy Dis
0,50000 Dys Dus
2,00000 Cs G
0,50000 Dgx Dsx
2,00000 Cs Dig
2,00000 Cg Dys
-2,00000 G5 Dsx
1,00000 Dig Dyg
-1,00000 Dis Dsx
-1,00000 Dys Dsx

APENDICE

JM )

0,50000 Dy Dax
0,50000 Dy Dix
0,50000 Dux Dux
0,50000 Dgy Dsx
2,00000 Cx Cx
2,00000 Cy Dy
2,00000 Cy Dy
2,00000 Cy D«
1,00000 Dy Dux
1,00000 Dy Dsx
1,00000 Dy Dsx

I aon-)
1,00000 Dy Dy

JO wr- o)
1,00000 Day Dam

I n-c25)
1,00000 Das Das

J wn-ax)
1,00000 Dyy Dax

I @r-ax)
2,00000 Dy Dy

JO (e ax)
2,00000 Dyx Dwx

I s-x)
2.00000 sz sz

I o+aa)
1,00000 Dy, Dy

JP (o)
1,00000 Dy Dant

IO wp+a5)
1,00000 Dys Das

J® wntax)
1,00000 Dax Dax

I o)
2,00000 Diy Dy

JB - as)
2,00000 Dy Dy

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
I
!
[
|
|
|
|
|
|
!
|
|
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|
|
|
1
|
|
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!
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1
|
|
|
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|
|
|
|
|
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|
|
|
|
|
!
!
I
[

JP et as)
2,00000 Dys Dys

R(2.3)

I s-x)
-2,00000 Dsy Dex

R(2,4)

JW )
0,50000 Dys Das
-0,50000 Dis Dis
-0,50000 Dys Dys
-2,00000 Cs Cs
-0,50000 Dsx Dsx
-2,00000 Cs Dis
-2,00000 Cs Dys
2,00000 Cs Dy
-1,00000 Dig Dys
1,00000 Dig Dsx
1,00000 Dys Dsx

R(2,5)

I o)
-2,00000 Dyx Dhux

RR(2,6)

I an)
0,50000 Dapy Dan
-0,50000 Dy Dy
-2,00000 G Gy
-0,50000 Dys Dys
-0,50000 Dy D
-2,00000 Gy D
-2,00000 Gy Dus
2,00000 Gy Dux
-1,00000 Dy Dus
1,00000 Dy Dyx
1,00000 Dys Diux
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R(2,7)

R(2,8)

J ot c05)
-2,00000 Dy Dys

R(2,9)

o)
-2,00000 Dy Dy

R(2,10)

JN )
0,50000 Dy Dy
-2,00000 G, G
-0,50000 Dy D
-0,50000 Dis Dig
-0,50000 Dix Dy
-2,00000 G, Dy,
-2,00000 G D
2,00000 G Dy
-1,00000 Dy Ds
1,00000 Dy Oy
1,00000 Dis Dix

R(2,11)

R(2,12)

J® (ar+5)
-2,00000 D Dis
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R(2,13)

R(2,14)

9@+ )
-2,00000 Dy Dy

R(2,15)

R(2,16)

R(3,3)

J(0)
1,00000 C, Ca
0,25000 Dy Dy
0,25000 Dap Dam
0,25000 Dhag Das
0,25000 Dax Dax
1,00000 C, Dy
1,00000 Cp Dam
-1,00000 C, Dag
1,00000 Cp Dax
0,50000 Op Dam
-0,50000 Dy Das
0,50000 Dy Day
-0,50000 Dy Das
0,50000 Day Dax
-0,50000 Oas Dax

I ()
2,00000 C, Cy
0,50000 Dy D
0,50000 Daws Daw
0,50000 D Das

|
|
|
|
|
|
1
|
I
|
I
!
|
1
I
1
!
I
i
1
|
|
1
1
|
|
|
|
!
|
|
|
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|
|
|
|
!
|
|
|
|
|
1
|
!
I
|
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I
|
|
|
|
I
1
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
I
|
|
|
|
|
|
|
1
|
|
1
|
i
I
!

0,50000 Dax Dax |
2,00000 CA DM I
2,00000 Cy Dyw |
-2,00000 Cy Das !
2,00000 Cp Dax |
1,00000 Dy Daw !
'1 ,00000 DA] DAS |
1,00000 Dy Dax |
-1 ,00000 DAM D,qs I
1,00000 Day Dax |
-1,00000 Das Dax |
|
|
|
|
|
|
1
|
|
I
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
1
|
|
|
|

@)
0,50000 Dy Dy
2,00000 G G
0,50000 Dy Dy
0,50000 D Dis
0,50000 D Dix
2,00000 G, Dy
-2,00000 G D
2,00000 G, Dy
-1,00000 Dy O
1,00000 Dy Dix
-1,00000 Dys Dix

IV aw)
0,50000 Daw Daw
0,50000 Dy Dy
2,00000 Gy Cy
0,50000 Dys Dus |
0,50000 Dyux Dyey !
2,00000 Cy D |
-2,00000 Gy Dys '
2,00000 Cy Dyx 1
-1,00000 Dy Dus |
1,00000 D Du |

-1,00000 Dys Dwx

0,50000 Das Das
0,50000 Dis Dis
0,50000 Dys Dys |
2,00000 Cs Gs
0,50000 Dgy Dsx
2,00000 Cs Dis
2,00000 Cs Dys
2,00000 Cs Dsy
1,00000 Dig Dys
1,00000 Dis Dsx
1,00000 Dyg Dsy

i
I
|

IV (as) '
!
|
\
i

!
|
I
!
|
|
1
I
!
|
|
I
|
|
I
1

APENDICE

IV(ax)
0,50000 Dy Dayx
0,50000 Dy Dy
0,50000 Dyx Dwx
0,50000 Dgy Dgy
2,00000 G Cx
2,00000 Cx Dy
2,00000 Cx Dyx
-2,00000 Cx Dsx
1,00000 Dy Dux
-1,00000 Dix Dsx
-1,00000 Dyx Dsx

J N op- )
1,00000 Dy Dy

I 0x-en)
1,00000 D Daw

Jon-as)
1,00000 Dys Das

JO @n-ax)
1,00000 Day Dax

I ear-eos)
2,00000 D Dis

J N o as)
2,00000 Dys Ds

I ws-ax)
2,00000 Dgy Dsy

JH ot a)
1,00000 Dy, Dy,

J® o+ eong)
1,00000 Day Dam

¥ @yt ws)
1,00000 Dys Das

IO opt-a)
1,00000 Dax Dax

J (@ om)
2,00000 Dy Dy

I ax+ ax)
2,00000 D Dix

J® o+ ax)
2,00000 Dy Dhex

R(3,4)

M)
0,50000 Dax Dax
-0,50000 Dix D
-0,50000 Dy Dux
-0,50000 Dgy Dey
-2,00000 Cy Cyx
-2,00000 Cy Dix
-2,00000 Cy Dux
2,00000 Cy Dsy
-1,00000 Dy Dwx
1,00000 Diy Dsx
1,00000 Dy Dsx

R(3,5)

JN - s)
-2,00000 Dy Dhs

R(3,6)

R(3,7)

JM )
0,50000 Dap Dam
-0,50000 Dy D
-2,00000 Cy Cu
-0,50000 Dyg Dys
-0,50000 Dyux Dix
-2,00000 Cy Diw
2,00000 Cy Dys
-2,00000 Cy Dux
1,00000 Dy Dus
-1,00000 Dy Dyx
1,00000 Dys Dux

R(3.8)

J® aner-axy)
-2,00000 Dyex Dvex

R(3,9)

JN - g)
-2,00000 D Dis

R(3,10)

R(3,11)

J M)
0,50000 Dy Dy
-2,00000 G G
-0,50000 Dy Diu
-0,50000 Dis Dis
-0,50000 Dix Dix
-2,00000 G Dy
2,00000 G, Dy
-2,00000 C; D
1,00000 Dy Dss
-1,00000 Dy Dix
1,00000 Dis D

R(3,12)

JP o+ o)
-2,00000 Dy Dy

R(3,13)



R(3,14)

R(3,15)

JP(@+an)
-2,00000 Dy D

R(3,16)

R(4,4)

J\'O)(O)
1,00000 C, C,
0,25000 Dy Dy
0,25000 Dup Dam
0,25000 Dys Dyg
0,25000 Dax Day
1,00000 Cy Dy
1,00000 Cyx Dan
-1,00000 G, Dyg
-1,00000 C, Dax
0,50000 Dy Dam
-0,50000 Dy Das
-0,50000 Dy Dax
-0,50000 Dy Dag
-0,50000 Dy Dax
0,50000 Dy Dax

J M)
2,00000 C, Ca
0,50000 Dy Da
0,50000 Day Daw
0,50000 Dyg Das
0,50000 Dax Dax
2,00000 C, Dy
2,00000 C Daw
-2,00000 C Das
-2,00000 Cx Dax
1,00000 Dy D
-1,00000 Dy Das

-1,00000 Dy Dax
-1,00000 Dy Das
-1,00000 Day Dax
1,00000 Das Dax

J(ﬂ(m)
0,50000 Dy, Dy
2,00000 G G
0,50000 Dy Dy
0,50000 D5 Dig
0,50000 Dy Dy
2,00000 G, Dy
-2,00000 G Dg
-2,00000 G Dy
-1,00000 Dy, D
-1,00000 Dy Dix
1,00000 Dis Dy

I o)
0,50000 D D
0,50000 D Din
2,00000 Cy Cy
0,50000 Dys Dus
0,50000 Dy Dy
2,00000 Cyy D
-2,00000 Gy Dys
-2,00000 Gy Dyx
-1,00000 Dy Dws
-1,00000 Dy Dux
1,00000 Dys Dux

I as)
0,50000 Dps Das
0,50000 Dg Dig
0,50000 Dys Dus
2,00000 Cs G5
0,50000 Dsy Dsx
2,00000 Cs Dig
2,00000 Cg Dys
-2,00000 Cs Dsx
1,00000 Dig Dus
-1,00000 Dis Dsx
-1,00000 Dys Dex

JP ()
0,50000 Day Dax
0,50000 Dix Dy
0,50000 Dy D
0,50000 Dsy Dsy
2,00000 Cy Cx
2,00000 Cy Dy
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2,00000 Cx Dyx
-2,00000 G Dix
1,00000 Dix Dyx
-1,00000 Dy Dsx
-1,00000 Dy Dex

JNw-a)
1,00000 Dy, Dy

I wn-ang)
1,00000 Daw Dane

J wn-ws)
1,00000 Dys Das

I @n-ex)
1,00000 Dax Dax

I o)
2,00000 D Dy

Jm{&l'ﬂk)
2,00000 Dy Dix

I o ws)
2,00000 Diys Dis

I e ax)
2,00000 Dy Diux

P op+ )
1,00000 Dy, Dy

J® gt )
1,00000 Dy Dt

J® ants)
1,00000 Dy Das

J® wntax)
1,00000 Dy Da

JH o+
2,00000 Dy Di

J® ws+ay)
2,00000 Dsx Dsx

R(4,5)

R(4,6)

I - ws)
-2,00000 Dws Dus

R(4,7)

J - eoy)
-2,00000 Dyx Dux

R(4,8)

JM )
0,50000 Dan Dan
-0,50000 Dy Dy
-2,00000 Gy Cy
-0,50000 Dys Dus
-0,50000 Dy Dix
-2,00000 Gy D
2,00000 Cy Dys
2,00000 Cy Dux
1,00000 Diy Dus
1,00000 Dy Dyx
-1,00000 Dys Dux

R(4,9)

R(4,10)

Par-os)
-2,00000 Dis Dis

R{4,11)
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JN )
-2,00000 D Dix

R(4,12)

Je)
0,50000 Dy Dy
-2,00000 G G
-0,50000 Dy Dt
-0,50000 Dis Dig
-0,50000 D Dix
-2,00000 C; D
2,00000 G D
2,00000 G Dy
1,00000 Dy Dis
1,00000 D D
-1,00000 Dis Dix

R(4,13)

R(4, 14)

R(4, 15)

R(4,16)

S+ on)
-2,00000 D Diu

R(5.5)

J0)
1,00000 C, C,
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0,25000 Dy Dy
0,25000 Dy Dam
0,25000 Dyg Das
0,25000 Dax Dax
1,00000 Cy Dy
-1,00000 Cy Dam
1,00000 Cy Das
1,00000 C, Dax
-0,50000 Dy Dam
0,50000 Dy Das
0,50000 Dy Dax
-0,50000 Day Das
-0,50000 Dy Dax
0,50000 Dyg Dax

J"em)
2,00000 Cy Cy
0,50000 Dy Dy
0,50000 Dy Dam
0,50000 D,s Das
0,50000 Dax Dax
2,00000 Cy Dy
-2,00000 Cp Dam
2,00000 Cy Das
2,00000 C, Dy
-1,00000 Dy Dam
1,00000 Dy Das
1,00000 Dy Dax
-1,00000 Day Dag
-1,00000 Day Dax
1,00000 Das Dax

")
0,50000 Dy Dy
2,00000 G G
0,50000 Dy Dy
0,50000 D Dis
0,50000 Dy Diy
-2,00000 G D
2,00000 G D
2,00000 G Dy
-1,00000 O Dis
-1,00000 Dy Dix
1,00000 Dig Dix

I an)
0,50000 Day Daw
0,50000 Dy Dhw
2,00000 Gy Cw
0,50000 Dys Dws
0,50000 Dyex Dux
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2,00000 Cy Diy

2,00000 Cy Dys
2,00000 Cy Dyx
1,00000 Dy Dys
1,00000 Dys Dux
1,00000 Dys Dux

JV(cs)
0,50000 Das Das
0,50000 D Dis
0,50000 Dys Dys
2,00000 Cs Cs
0,50000 Dsy Dsx
2,00000 Cs Dis
-2,00000 Cs Dhs
2,00000 Cs Dsx
-1,00000 Dis Dys
1,00000 Dis Dsx
-1,00000 Dys Dsx

JM (ex)
0,50000 Dax Dax
0,50000 Dy Dix
0,50000 Dy Dux
0,50000 Dgx Dsy
2,00000 &y Gy
2,00000 Cx Dy
-2,00000 Cy Dy
2,00000 Cy Dsy
-1,00000 Dix Dwx
1,00000 Dy Dsy
-1,00000 Dyx Dsx

J(u)(&h'ﬂ)
1,00000 Dy Dy

I (on-on)
1,00000 Dy Do

JO(wn-ws)
1,00000 Dpg Das

JO(@a-x)
1,00000 Dax Dax

JO (@)
2,00000 Oy Diw

JO(oy-ws)
2,00000 Dys Dys

APENDICE

I e ax)
2,00000 Dhex Dvex

J ot )
1,00000 D, Dy

I prong)
1,00000 Daw Dast

I opt-s)
1,00000 Das Das

JH opt+ay)
1,00000 Djpx D

Jm(ﬂlﬁ'%)
2,00000 Dis Dig

JH ey
2,00000 Oy Dix

P ws+ax)
2,00000 Dsx Dsx

R(5,6)

J )
0,50000 Day Dax
-0,50000 Dy Dix
-0,50000 Dyx Dux
-0,50000 Dsy Dsy
-2,00000 Cy Cy
-2,00000 Cyx Dix
2,00000 Cyx Dhwx
-2,00000 Cy Dsx
1,00000 Dix Dy
-1,00000 Dy Dsy
1,00000 Dy Dsx

I as)

0,50000 Dys Das
-0,50000 Dis D
-0,50000 Dys Dus
-2,00000 G5 Cs

-0,50000 Dsx Dsx
-2,00000 Cs Dis
2,00000 Cs Dys
-2,00000 Cs Dsx
1,00000 Dy Dys
-1,00000 Dis Dsx
1,00000 Dys Dsx

R(5,8)

B s+ ay)
-2,00000 Dsx Dsx

R(5,9)

I @-an)
-2,00000 Dy O

R(5,10)

R(5,11)

R(5,12)

R(5,13)

Jm{(ﬂ)
0,50000 Dy Dy,
-2,00000 G G
-0,50000 Dy Dy
-0,50000 Dis Dis
-0,50000 Dy Dy
2,00000 G Dy

-2,00000 G, Dis
-2,00000 G Diy
1,00000 Dy Dis
1,00000 Dw Dix
-1,00000 Dig Dy

R(5,14)

I+ o)
'2.00000 D!x D]x

R(5,15)

J® @+ s)
-2,00000 Dis Dis

R(5,16)

R(6,6)

J(O’(O)
1,00000 C, C,
0,25000 Dy Dy
0,25000 Dyp Dan
0,25000 Ds Das
0,25000 Dyy Day
1,00000 Ca Du
-1,00000 Cy Day
1,00000 G, Dps
-1,00000 Cs Dax
-0,50000 Dy Dam
0,50000 Dy Das
-0,50000 Dy Dax
-0,50000 Dpy Dag
0,50000 Dy Dax
-0,50000 Dys Dax

JM(en)
2,00000 Cy Ca
0,50000 Dy, Dy
0,50000 Dy Dam



0,50000 Djs Das
0,50000 Dax Dax
2,00000 C, Dy,

-2,00000 Cy Dan
2,00000 Cy Dys

-2,00000 Cy Dax

-1,00000 Dy D
1,00000 Dy Dys
-1,00000 Dy Dax
-1,00000 Dy Das
1,00000 Day Dax
-1,00000 Djs Dax

"N ea)
0,50000 D, Dy,
2,00000 G G
0,50000 Dy Dy
0,50000 Dis Dig
0,50000 Dy Dix
-2,00000 G Dy
2,00000 G D
-2,00000 G Dy
-1,00000 Dy Dis
1,00000 Dy Dix
-1,00000 Dis Dix

J“’(a)..)
0,50000 Daw Daw
0,50000 Dy Dy
2,00000 Cy Cu
0,50000 Ds Dus
0,50000 Dyex Dyux
2,00000 Cy Diw
2,00000 Cy Dys
-2,00000 Cy Dwx
1,00000 Dy Dus
-1,00000 Dy Dyx
-1,00000 Dhys Dy

I )
0,50000 Dyg Dhg
0,50000 Dis Dig
0,50000 Dys Dus
2,00000 G5 Gy
0,50000 Dgx Dsy
2,00000 Cs D
-2,00000 Cg Dys
-2,00000 Cg Dsx
-1,00000 Dis Dus
-1,00000 Ds Dsx
1,00000 Dys Dsx

JN ()
0,50000 Dax Dax
0,50000 Dix Dix
0,50000 Dy Dvex
0,50000 Dsx Dsx
2,00000 Cy Cy
2,00000 Cy D
-2,00000 Cy Dy
2,00000 Cx Dsx
-1,00000 Dix Dy
1,00000 Dy Dsy
-1,00000 Dy Dsx

I on-a2)
1,00000 Dy D

I -
1,00000 Dyy Dan

I on-ws)
1,00000 Dys Das

JO (@a-a)
1,00000 Dy D

J9(0-)
2,00000 Dy D

J(O)(m_mx)
2,00000 Dy Dy

I aros)
2,00000 Dys Dys

JO(s-ax)
2,00000 Dsy Dex

I+ )
1 ,00000 DA| DA]

P wat o)
1,00000 Dy Dany

J®(tas)
1,00000 Dys Das

I wnrar)
1,00000 Dax Dax

P+ ws)
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2,00000 Dig D

P anetay)
2,00000 Dy Dux

R(6,7)

I ws-ax)
-2,00000 Dsx Dsx

R(6.8)

I aws)
0,50000 Das Das
-0,50000 Dy Dis
-0,50000 Dys Dys
-2,00000 Cs Cs
-0,50000 Dy Dx
-2,00000 Cs Dy
2,00000 Cs Dus
2,00000 Cs Dy
1,00000 Dis Dy
1,00000 D Dex
-1,00000 Dys Dsx

R(6.,9)

R(6, 10)

Ja-ay)
-2,00000 Dy Dy

R(6,11)

R(6, 12)

R(6, 13)

J@-ax)
-2,00000 Dy Dix

R(6,14)

JM @)
0,50000 Dy Dy
-2,00000 G G
-0,50000 Dy D
-0,50000 D Dig
-0,50000 Dx Dix
2,00000 G Dy
-2,00000 G Dg
2,00000 G D
1,00000 Dy Dig
-1,00000 Dy Dix
1,00000 Dg Dy

R(6,15)

R(8, 16)

J®@+ax)
-2,00000 D Dis

R(7,7)

J(O)(Q)
1,00000 G, C,
0,25000 Dy Dy
0,25000 Dy Dan
0,25000 Dy Dys
0,25000 Dax Dax
1,00000 C, Dy
-1,00000 G, Day
-1,00000 G, Dys
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1,00000 Cy Dax
-0,50000 Dy Dy
-0,50000 Dy Djs
0,50000 Da Dax
0,50000 Day Drs
-0,50000 Dan Dax
-0,50000 Dyg Dax

J"ean)
2,00000 C, Ca
0,50000 Dy, Dy
0,50000 Day D
0,50000 Dys Das
0,50000 Day Dax
2,00000 Cy Dy,
-2,00000 Cx Dy
-2,00000 Cy Dys
2,00000 Ca Dax
-1,00000 Dy Dy
-1,00000 Dy Dys
1,00000 Dy Dax
1,00000 Dyy Dis
-1,00000 Dau Dax
-1,00000 Dag Dax

I )
0,50000 Dy, Dy
2,00000 G G
0,50000 Dy Dy
0,50000 Dig Dig
0,50000 Dix Dix
-2,00000 G, Diy
-2,00000 G Dy
2,00000 G, Dix
1,00000 Dy Dis
-1,00000 Dy Dix
-1,00000 Dis Dix

I an)
0,50000 Day Dam
0,50000 Dy D
2,00000 Gy Cu
0,50000 Dys Dyus
0,50000 Dyx Dux
2,00000 Gy Dy
-2,00000 Gy Dys
2,00000 Gy Dux
-1,00000 Dy Dys
1,00000 Dy Dhx
-1,00000 Dys Dux
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D axs)
0,50000 Dis Das
0,50000 Ds D
0,50000 Dyus Dus
2,00000 Cs Cs
0,50000 Dgx Dsx
2,00000 G5 Dig
-2,00000 Cs Dys
2,00000 Cs Dsx
-1,00000 Dg Dys
1,00000 Dig Dsy
-1,00000 Dyg Dsx

J M)
0,50000 Day Dax
0,50000 Dy Dy
0,50000 Dyyx Dux
0,50000 Dsy Dsy
2,00000 Cy Gy
2,00000 Cy Dy
-2,00000 Cx Dwux
-2,00000 Cy Dsx
-1,00000 Dix Dwx
-1,00000 Dy Dsy
1,00000 Dy Dsx

SN on-a)
1,00000 Dy Dy

I con-an)
1,00000 DAM DAM

N eon- )
1,00000 Dyus Das

I (- 0x)
1,00000 Dax Dax

Jea-on)
2,00000 Dy Diw

J@-5)
2,00000 Dy Dis

o)
2,00000 Dyux Dy

I (x-ax)
2,00000 Dsx Dsx

J? o+ o)

1,00000 Dy Dy

JD (p+an)
1,00000 Daw Dam

J® (ot )
1,00000 D Das

I (watax)
1,00000 Dy Dax

J® ax+- )
2,00000 Dy Dy

I o o)
2,00000 Dys Dus

R(7,8)

JD(ax)
0,50000 Dax Dax
-0,50000 Dy Dix
-0,50000 Dy D
-0,50000 Dy Dex
-2,00000 Gy Cy
-2,00000 Cx Dy
2,00000 Cy Dyx
2,00000 Cx Dsx
1,00000 Dy Dyx
1,00000 Dy Dex
-1,00000 Dhx Dsx

R(7.9)

R(7,10)

R(7,11)

I @-on)
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-2,00000 Dy D

R(7, 12)

R(7, 13)

I @-ws)
-2,00000 Ds Dis

R(7,14)

R(7, 15)

SN @)
0,50000 Dy, Dy,
-2,00000 G G
-0,50000 Dy Dy
-0,50000 Dis Dis
-0,50000 Dy Dix
2,00000 G Dy
2,00000 G Dg
-2,00000 G Dy
-1,00000 Dy Dis
1,00000 Dy Dy
1,00000 Dig Dy

R(7, 16)

J @+ ax)
-2,00000 Dy D

R(8,8)

J(ﬂ)(o)
1,00000 Cy Cy

0,25000 Djy Dy
0,25000 Day Dant
0,25000 Dys Das
0,25000 Dax Dax
1,00000 Cy Dy
-1,00000 Cy Dan
-1,00000 Cy Das
-1,00000 C, Dy
-0,50000 Dy Dan
-0,50000 Dy Dys
-0,50000 Dy Dax
0,50000 Day Das
0,50000 Dy Dax
0,50000 Djs Dax

JM )
2,00000 C, Cy
0,50000 Dy D
0,50000 Day Dam
0,50000 Das Das
0,50000 Dax Dax
2,00000 Cy Dy,
-2,00000 Cp Daw
-2,00000 Cy Dys
-2,00000 Cp Dax
-1,00000 Dy Daw
-1,00000 Dy Das
-1,00000 Dy Dax
1,00000 Dy Das
1,00000 Daw Dax
1,00000 Dyg Dax

e
0,50000 Dy Dy
2,00000 G G
0,50000 Dy D
0,50000 D Dis
0,50000 Dy D
-2,00000 G Dy
-2,00000 G D
-2,00000 G Dy
1,00000 Dy Dis
1,00000 Dy Dix
1,00000 Dig Dk

JVean)
0,50000 Daw Daw
0,50000 Dy Diw
2,00000 Gy Cy
0,50000 Dys Ds
0,50000 Dyx Dy
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2,00000 Cy D

-2,00000 Cy Dus
-2,00000 Cy Dy
-1,00000 Dy Dus
-1,00000 Dy Dy
1,00000 Dy O

JMes)
0,50000 Dys Das
0,50000 Dis D
0,50000 Dys Dys
2,00000 Cs Cs
0,50000 Dsx Dsx
2,00000 Cs D
-2,00000 Cs Dus
-2,00000 Cs Dsx
-1,00000 Dy Dys
-1,00000 Dis Dsx
1,00000 Dyg Dsx

J(a)
0,50000 Day Dax
0,50000 Dix D
0,50000 Dyx Dy
0,50000 Dsy Dex
2,00000 Cy Cx
2,00000 Cy Dy
-2,00000 Cyx Dwx
-2,00000 Cyx Dsx
-1,00000 Dix Dyx
-1,00000 Dy Dsx
1,00000 Dy Dex

JNan-w)
1,00000 Dy D

J wn-an)
1,00000 Daws D

I wa-as)
1,00000 Dys Das

J(wn-y)
1,00000 Dpx Dax

IV
2,00000 Dy D

I ax)
2,00000 Dis Dis



I @-ax)
2,00000 Dix Dix

JH ot )
1,00000 Dy Dy

P it aa)
1 ,00000 DAM DAM

JP n w35)
1,00000 Das Das

JP on+-ax)
1,00000 Day Dax

JP o+ c0s)
2,00000 Dys Drs

JF ety
2,00000 D Dhax

J® e+ )
2,00000 Dy Dsx

R(8,9)

R(8, 10)

R(8,11)

R(8, 12)

I @-on)
'2,00000 QM D]M

R(8, 13)

R(8,14)

(o ax)
-2,00000 D Dg

R(8,15)

I - ax)
‘2,00000 D|x Qx

R(8,16)

J(“l(m)
0,50000 Dy Dy
-2,00000 G G
-0,50000 Dy Dy
-0,50000 D Dg
-0,50000 Dix Dix
2,00000 G Dy
2,00000 G Dig
2,00000 G, Dy
-1,00000 Dy Ds
-1,00000 Dy Dix
-1,00000 D Dy

R(9,9)

J(U)(O)
1,00000 C, C,
0,25000 Da; Da
0,25000 Day Dam
0,25000 Dpg Das
0,25000 Dax Dax
-1,00000 C, Dy
1,00000 Cp Dam
1,00000 Cy Das
1,00000 Ca Dax
-0,50000 Dy Dap
-0,50000 Dy Das
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-0,50000 Dy Dax
0,50000 Dy Das
0,50000 Daw Dax
0,50000 Das Dax

D an)
2,00000 C, C,
0,50000 Dy Dy
0,50000 Duy Dan
0,50000 Dyg Das
0,50000 Dax Dax
-2,00000 C, Dy
2,00000 Cy Dy
2,00000 Cy Dyg
2,00000 Cy Dax
-1,00000 Dy Dam
-1,00000 Dy Dag
-1,00000 Dy Dax
1,00000 Dy Das
1,00000 Dy Dax
1,00000 Dag Dax

@)

0,50000 Dy, Dy,
2,00000 G G
0,50000 Dy Dy
0,50000 D Dis
0,50000 Diy Dy
2,00000 G Dy
2,00000 G Ds
2,00000 G Dy
1,00000 Dy, Dig
1,00000 Dy Dix
1,00000 Dis Dy

I @)
0,50000 Dy Dam
0,50000 D D
2,00000 Cy Gy
0,50000 Dys Dys
0,50000 Dyyx Dux
-2,00000 Cy Dy
2,00000 Cy Dyus
2,00000 Cy Dix
-1,00000 Dy Dus
-1,00000 Dy Dux
1,00000 Dus Dux

M)
0,50000 Djs Das
0,50000 Dis Dy

0,50000 Dys Dys
2,00000 Cs Cs
0,50000 Dsy Dsy
-2,00000 Cs D
2,00000 Cs Dys
2,00000 Cs Dsy
-1,00000 Dis Dys
-1,00000 Dy Dsx
1,00000 Dy Dsx

M)
0,50000 Dy Dy
0,50000 Dy Dix
0,50000 Dyx Dux
0,50000 Dey Doy
2,00000 Cx Cx
-2,00000 Cx Dy
2,00000 Cy Dy
2,00000 Cy Dsy
-1,00000 Dy Dy
-1,00000 Dy Dsy
1,00000 Dyy Doy

JNon-a)
1,00000 Dy Dy

I an-ay)
1,00000 Day Dam

JOcop-e05)
1,00000 Dus Das

IO won-ax)
1,00000 Dy Dax

JYca-an)
2,00000 Dhy Dy

JNo-as)
2,00000 Ds Ds

I @-ax)
2,00000 Diy Dix

¥ wat )
1,00000 Dy Dy

‘j(z)(mﬂ-ﬂh)
1,00000 Day Dam

Jm(mﬂfﬂs)
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1,00000 Dy Das

J® (o)
1,00000 Dax Dax

I et 5)
2,00000 Dys Dis

J? et ax)
2,00000 Dyx Dux

J s+ )
2,00000 Dsy Dy

R(9,10)

JM ()
0,50000 Dax Dax
-0,50000 Diy Dix
-0,50000 Dy Dy
-0,50000 Dsx Dsx
-2,00000 Cy Cx
2,00000 Cy Dy
-2,00000 Cx Dy
-2,00000 Cx Dey
1,00000 Diy Dy
1,00000 Dy Dey
-1,00000 Dy Dex

R(9, 11)

JM(ax)
0,50000 Dis Das
-0,50000 Dy Dis
-0,50000 Dys Dug
-2,00000 Cs Cs
-0,50000 Dsy Dsy
2,00000 Cs Dis
-2,00000 Cs Dys
-2,00000 Cs Dsy
1,00000 Dis Dus
1,00000 Dis Dex
-1,00000 Dys Dsx

R(9, 12)
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B w+y)
-2,00000 Dy Dsy

R(S, 13)

Jm(f‘h)
0,50000 Dap Daw
-0,50000 Dy D
-2,00000 Gy Cu
-0,50000 Dyus Dus
-0,50000 Dyx Dyx
2,00000 Cy D
-2,00000 Cy Dus
-2,00000 Gy Owx
1,00000 Dy Dus
1,00000 Dy Dux
-1,00000 Dys Dux

R(9,14)

JP e o)
-2,00000 Dy Dry

R(9, 15)

JBY anpr 5)
-2,00000 Dys Dys

R(9, 16)

R( 10,10)

J(O)(O)
1,00000 Cy Ca
0,25000 Dy O
0,25000 Dam Dam
0,25000 Das Dag
0,25000 Dax Dax

-1,00000 C, Dy
1,00000 Cy, Dau
1,00000 Cp Das

-1,00000 Cy Dax

-0,50000 Dy Day

-0,50000 Oy Das
0,50000 Dy Dax
0,50000 Dpy Das

-0,50000 Dam Dax

-0,50000 Dhs Dax

J(ﬂ(mA)
2,00000 Cy Ca
0,50000 Dy Dy
0,50000 Day Dam
0,50000 Das Das
0,50000 Dax Dax
-2,00000 Gy Dy
2,00000 Cy Day
2,00000 C, Dns
-2,00000 Cy Dax
-1,00000 Dy Dan
-1,00000 Dy Das
1,00000 Dy Day
1,00000 Duy Das
-1,00000 Dy Dax
-1,00000 Dypg Dax

JMw)
0,50000 Dy D
2,00000 G, G
0,50000 Dyy Diy
0,50000 Dy Dis
0,50000 Dy Dix
2,00000 G Diw
2,00000 G, Dis
-2,00000 G, Dy
1,00000 Dy Dis
-1,00000 Oy Dix
-1,00000 Dis Oix

J(”(m)
0,50000 Dpapy Dam
0,50000 Dy Dy
2,00000 Cy Cu
0,50000 Dys Dys
0,50000 Dux Dux
-2,00000 Gy Dy
2,00000 Gy Dus
-2,00000 Gy Dux
-1,00000 Dy Dys
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1,00000 Dy Dux
-1,00000 Dys Dux

I aas)
0,50000 Dys Das
0,50000 Dis Ds
0,50000 Dys Dus
2,00000 Cg Cs
0,50000 Dsx Dsx
-2,00000 Cs D
2,00000 Cs Dus
-2,00000 Cs Dsx
-1,00000 Dig Dys
1,00000 Dig Dsx
-1,00000 Dys Dsx

Jm(ﬂk)
0,50000 Dax Dax
0,50000 Dy Dy
0,50000 Dyx Dwx
0,50000 Dsx Dsx
2,00000 Gy &
-2,00000 Cx Dix
2,00000 Cy Dyx
2,00000 Cx Dsx
-1,00000 Dix Dwx
-1,00000 Dix Dsy
1,00000 Dux Dsx

I n-e)
1,00000 Dy Dy

J(OP( ﬂJA"ﬂ'M)
1,00000 Dapy Dam

I eop-0a5)
1,00000 Das Das

SO @p-a)
1,00000 Dax Dax

I o)
2,00000 Dy Din

I er-s)
200000 Dis Dis

I ane ax)
2,00000 Dix Dux

IO ws-ax)

2,00000 sz sz

I on+ )
1,00000 Dy Da

I ont con)
1,00000 Dyyy Dy

J® ont 05)
1,00000 Dy Das

B wpt ey
1,00000 Day Dax

P arvan)
2,00000 D Dix

J D e o5)
2,00000 Dys Dus

R(10,11)

I aas-0y)
'2,00000 sz sz

R(10, 12)

Jax)
0,50000 Das Das
-0,50000 Dis Dig
-0,50000 Dys Dus
-2,00000 G5 G5
-0,50000 Dgx Dsx
2,00000 Cs Dg
-2,00000 G5 Dys
2,00000 Cs Dsx
1,00000 Dis Dys
-1,00000 Dis Dsy
1,00000 Dys Dsx

R(10, 13)

JO( - ax)
-2,00000 Dyx Dux
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R(10,14)

Iap)
0,50000 Daw Dant
-0,50000 Dy D
-2,00000 Cy Cu
-0,50000 Dys Dus
-0,50000 Dy Dhax
2,00000 Gy D
-2,00000 Cy Dys
2,00000 Gy D
1,00000 Dy Dys
-1,00000 Dy Dyx

1,00000 Dys Dyx

R(10, 15)

R(10, 16)

J® (@r o)
-2,00000 Dys Dis

R(11,11)

J(U)(o)
1,00000 C, Gy
0,25000 Dy Da
0,25000 Dap Oam
0,25000 Dus Das
0,25000 Dax Dax
-1,00000 Cy4 Dy
1,00000 Cp Dan
-1,00000 Cy Dys
1,00000 Cy Dax
-0,50000 Da Dam
0,50000 Dy Dhs
-0,50000 Dy Dax
-0,50000 Dy Das
0,50000 Dapy Dax
-0,50000 Das Dax




D an)
2,00000 Cx Cy
0,50000 D, D
0,50000 DAM DAM
0,50000 Das Das
0,50000 Dax Dax
-2,00000 C, Dy
2,00000 Cp Dan
-2,00000 Ca Das
2,00000 Cy Dax
-1,00000 Dx Dan
1,00000 Dy Das
-1,00000 Dy Dax
-1,00000 Day Das
1,00000 Day Dax
-1,00000 Dys Dax

JMa)
0,50000 Dy Dy
2,00000 G G
0,50000 Dy D
0,50000 Dis Dis
0,50000 Dix Dix
2,00000 G Dy
-2,00000 G Dis
2,00000 G Dy
-1,00000 D Dig
1,00000 D Dix
-1,00000 Dy Di

M)
0,50000 Daw D
0,50000 Dy Diw
2,00000 Gy Cw
0,50000 Dys Dws
0,50000 Dy Dhx
-2,00000 Gy D
-2,00000 Cy Dus
2,00000 Gy Dyx
1,00000 Diyy Dys
-1,00000 Diy Dyx
-1,00000 Dys Dux

I )
0,50000 Das Das
0,50000 Dy D
0,50000 Dys Dus
2,00000 Cg Cg
0,50000 Dy Dsy
-2,00000 Cs Dig

2,00000 C5 Dys

2,00000 Cs Dsy

-1,00000 Dig Dys
-1,00000 Dig Dsx
1,00000 Dys Dsx

JMax)
0,50000 Day Dax
0,50000 Dy Dix
0,50000 Dyx Dwx
0,50000 Dgy Dsx
2,00000 Cx Cx
-2,00000 Gy Dix
2,00000 Cy Dux
-2,00000 Cx Dsx
-1,00000 Dy Dy
1,00000 Dix Dsx
-1,00000 Dyx Dsx

I on-a)
1,00000 Dy Dy,

I wn-on)
1,00000 Dy Daw

J(m(m,-cos)
1,00000 Dpg Dys

JO(0r-a)
1,00000 Dax Dax

J o)
2,00000 Dy D

I ar-a0)
2,00000 Dix D

J(o,(ﬂh‘(os)
2,00000 Dys Dus

JO (ws-a)
2,00000 Dgy Dsy

J @yt )
1,00000 Dy Day

JB ot an)
1,00000 Day Dant

Bt as)
1,00000 Dys Das
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P op+a)
1,00000 Dax Dax

J®( o as)
2,00000 Dig Dis

JP aner-ax)
2,00000 Dy Dhx

R(11, 12)

JMN @)
0,50000 Dax Dax
-0,50000 Dy Dix
-0,50000 Dy Dhax
-0,50000 Dsx Dsy
-2,00000 Gy Cx
2,00000 Cx Diy
-2,00000 Cyx Dwx
2,00000 Cy Dsx
1,00000 Diy Dyx
-1,00000 Dy Dsx
1,00000 Dy Dex

R( 11, 13)

I o ws)
-2,00000 Dys Dus

R(11,14)

R(11, 15)

I o)
0,50000 Dam Dam
-0,50000 Dy O
-2,00000 Cy Cu
-0,50000 Dys Dws
-0,50000 Dyx Dwx

2,00000 Gy Dy

2,00000 Cy Dys
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-2,00000 Gy Dyx
-1,00000 Dy Dys
1,00000 Diy Dhx
1,00000 Dy Dyx

R(11, 16)

P o)
-2,00000 Dyex D

R({12, 12)

J(°)(0)
1,00000 C, Ca
0,25000 Dy Dy,
0,25000 Day Dam
0,25000 Das Das
0,25000 Dax Dax
-1,00000 G, Dy
1,00000 Cy Dan
-1,00000 G, Dys
-1,00000 Gy Day
-0,50000 Dy Dau
0,50000 Dy Das
0,50000 Dy Day
-0,50000 Day Das
-0,50000 Dy Dax
0,50000 Dys Dax

IV an)
2,00000 Cy Ca
0,50000 Dy Dy,
0,50000 Dap Dan
0,50000 Dys Das
0,50000 Dax Dax
-2,00000 Cy Da
2,00000 Cy Dau
-2,00000 Cy Das
-2,00000 Cy Dy
-1,00000 Dy Dau
1,00000 Dy Das
1,00000 Dy Dax
-1,00000 Day Das
-1,00000 Day Dax
1,00000 Das Dax
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0,50000 Dy Oy
2,00000 G G
0,50000 Dy D
0,50000 Dis Dis
0,50000 Dy D
2,00000 G O
-2,00000 G, Dss
-2,00000 G, Dy
-1,00000 Dy Dis
-1,00000 Dy Dix
1,00000 Dis Dix

IV (e
0,50000 Dgyy Diaw
0,50000 Diy Dy
2,00000 Gy Cy
0,50000 Dys Dus
0,50000 Dix D
-2,00000 Cy Diy
-2,00000 Cy Dys
-2,00000 Cy Dyex
1,00000 Dy Dhes
1,00000 Dy Dux
1,00000 Dys Dhax

JNas)
0,50000 Dag Das
0,50000 D Dis
0,50000 Dy Dys
2,00000 Cs Cs
0,50000 Dy Dex
-2,00000 Cs Dig
2,00000 Cs Dys
-2,00000 Cs Dsx
-1,00000 Dis Dus
1,00000 Dig Dsx
-1,00000 Dys Dex

JMay)
0,50000 Day Dax
0,50000 Dy Dix
0,50000 Oy Dhx
0,50000 Dsx Dsyx
2,00000 Gy Cx
-2,00000 Cx Dix
2,00000 Cy Dy
-2,00000 Cx Dgy
-1,00000 Dy Dy
1,00000 Dy Dgx
-1,00000 Dyy Dsyx
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I on- )
1,00000 Dy Dy

J‘°’(cq.- QM)
1,00000 Dyy Dam

I n-a5)
1,00000 Dy Das

J - )
1,00000 Dax D

J9(@-ov)
2,00000 D Dina

I arr ax)
2,00000 Dys Dws

J an-ax)
2,00000 Dy Dux

JB i+ )
1,00000 Dy Dy

JP on+ o)
1,00000 Daws Daw

J® o+ s)
1,00000 Dys Das

P oty
1,00000 Dax Dax

J¥a+ax)
2,00000 Dis Dis

JHa+ax)
2,00000 Dy Dy

I wstay)
2,00000 Dy Dsx

R(12, 13)

R(12, 14)

I o)
-2,00000 Dys Dus

R(12,15)

I anrax)
-2,00000 Dyx Dhex

R(12, 16)

JM(aw)
0,50000 Day Dam
-0,50000 Dy Diw
-2,00000 Cy Gy
-0,50000 Dys Dys
-0,50000 Dyx Dwx
2,00000 Cy Dy
2,00000 Cy Dus
2,00000 Gy Dy
-1,00000 Dy Dys
-1,00000 Diy Dix
-1,00000 Dys Dux

R(13, 13)

J(U)(o)
1,00000 C, Cy
0,25000 Dy Du
0,25000 Dy Dam
0,25000 Das Das
0,25000 Dy Day
-1,00000 G, Dy
-1,00000 Cp Dam
1,00000 Cy Das
1,00000 Cy Dax
0,50000 Dy Dam
-0,50000 Dy Das
-0,50000 Dy Dax
-0,50000 Day Dag
-0,50000 Day Dax
0,50000 Dpg Dax

J‘”(COA)
2,00000 C, C,
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0,50000 Dy D
0,50000 Dapy Dam
0,50000 Das Das
0,50000 Dax Dax
-2,00000 Cy Dy
-2,00000 Cy Dam
2,00000 Cy Dys
2,00000 Cy Dax
1,00000 Dy Dam
-1,00000 Dy Das
-1,00000 Dy Dax
-1,00000 D Das
-1,00000 Dan Dax
1,00000 Das Dax

0,50000 Dy Ou
2,00000 G G
0,50000 Dy D
0,50000 D Dy
0,50000 Dy Dix
-2,00000 G D
2,00000 G Dis
2,00000 G D
-1,00000 Dy Dis
-1,00000 Dy Dy
1,00000 Dig Dix

M aong)
0,50000 Duy Dam
0,50000 Dy Dy
2,00000 Gy Cu
0,50000 Dys Dus
0,50000 Dy Dux
-2,00000 Gy D
2,00000 Cys Dys
2,00000 G Dwx
-1,00000 Dy Dus
-1,00000 Dy Dyx
1,00000 Dus Dux

I s)
0,50000 Dys Dhs
0,50000 D D
0,50000 Dys Dus
2,00000 Cs Cs
0,50000 Dex Dsx
-2,00000 Cs Dy
-2,00000 Cs Dus
2,00000 Cs Dex

1,00000 Dis Dys
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-1,00000 Dig Dy
-1,00000 Dys Dsx

I ax)
0,50000 Dax Dax
0,50000 Dy Dix
0,50000 Dyx D
0,50000 Dgx Dsy
2,00000 Cx Cx
-2,00000 Gy Dy
-2,00000 Cx Dux
2,00000 Cyx Dgx
1,00000 Dy Dux
-1,00000 D Dgy
-1,00000 Dyx Dsx

J N wn-)
1,00000 Dy Dy

JN wy-c)
1,00000 Day Dam

I - w5)
1,00000 Dys Dis

J(O,(Wa‘mx)
1,00000 Dax Dax

J(D)(Cl\'ws)
2,00000 Dis Dis

J (@)
2,00000 Dy Dix

I ar- ws)
2,00000 Dys Dws

J“’(m—a&)
2,00000 Dyx Dx

JDon+a)
1,00000 Dy Da

Jm(mﬁ @)
1,00000 Dam Dam

szl(m‘*_ CDS)
1,00000 Dps Dhs

P watay)
1,00000 Dax Dax

J‘E’(mwu)
2,00000 Dy Dy

P s+ ax)
2,00000 Dsx Dsx

R( 13, 14)

JV(ax)
0,50000 Dax Dax
-0,50000 Dy Dy
-0,50000 Dy Dux
-0,50000 Dy Dsx
-2,00000 Cx Cx
2,00000 Cx Dix
2,00000 Cy Dyx
-2,00000 Cx Dgx
-1,00000 Diy Dwx
1,00000 Dy Dsx
1,00000 Dyx Dsx

R(13, 15)

JNaws)
0,50000 Dag Das
-0,50000 Dg Ds
-0,50000 Dus Dws
-2,00000 Cs Gy
-0,50000 Dsx Dsx
2,00000 Cs Dig
2,00000 Cs Dus
-2,00000 Cs Dsx
-1,00000 Dis Dys
1,00000 Dis Dsx
1,00000 Dy Dsx

R( 13, 16)

I s+ ax)
'2, 00000 sz sz
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J(‘:‘)(O)
1,00000 G, C,
0,25000 Dy Dy
0,25000 Day Dan
0,25000 Dys Dis
0,25000 Dy Dax
-1,00000 G, Dy
-1,00000 Gy Dau
1,00000 G, Dyg
-1,00000 Gy Day
0,50000 Djy Da
-0,50000 Dy Dys
0,50000 Dy Dy
-0,50000 Day Das
0,50000 Day Dax
-0,50000 Dhs Dax

)
2,00000 C, Ca
0,50000 Dy Dy
0,50000 Dap Dan
0,50000 Dys Dis
0,50000 Day Dax
-2,00000 C, Dy
-2,00000 Cy Dam
2,00000 G, Dyg
-2,00000 Cy Dy
1,00000 Dy Dam
-1,00000 Dy Dag
1,00000 Dy Dax
-1,00000 Dap Das
1,00000 Day Dax
-1,00000 Dag Dax

MR
0,50000 0y Dy
2,00000 G G
0,50000 D Dy
0,50000 Dg Dig
0,50000 Dix Dix
-2,00000 G Dy
2,00000 G Dy
-2,00000 G Dix
-1,00000 Dy, Dis
1,00000 Dy Dix
-1,00000 Dis Dix

I an)
0,50000 Dy Daw

0,50000 Dy Dy
2,00000 Cy G
0,50000 Dys Dus
0,50000 Dy Dhx
-2,00000 Gy Dy
2,00000 Cy Dus
-2,00000 Cy D
-1,00000 Dy Dys
1,00000 Dy Dhix
-1,00000 Dys Dyx

I as)
0,50000 Dyg Dag
0,50000 Dg Dis
0,50000 Dys Dus
2,00000 Cs G
0,50000 Dgyx Dsy
-2,00000 Cs D
-2,00000 Cs Dys
-2,00000 G Dgy
1,00000 Dis Dus
1,00000 D\g Dsx
1,00000 Dys Dsx

JMax)
0,50000 Dy Dax
0,50000 Dy Dy
0,50000 D Dhex
0,50000 Dgx Dsx
2,00000 Cyx Cx
-2,00000 Cy Dy
-2,00000 Cy Dyx
2,00000 Cy Dsy
1,00000 Dy Dyx
-1,00000 Diy Dsy
-1,00000 Dyy Dex

JNwp-)
1,00000 Dy Dy,

I (@0x-0n)
1,00000 Da Do

J9(@p-5)
1,00000 Dag Das

I won-ax)
1,00000 Dy Dax

JNo-aos)
2,00000 Djs Dy

APENDICE

I aarax)
2,00000 Dys Dus

I ws-a)
2.00000 sz sz

I wptaa)
1 ,00000 DM D,q|

Y nton)
1,00000 Dap Dan

J® @ +05)
1,00000 Dxs Das

J® op+-ax)
1,00000 Dax Dax

J® (o)
2,00000 Dy Dia

P w+ax)
2,00000 D D

B anet-ax)
2,00000 Dy D

R(14,15)

I s-ax)
-2,00000 Dsy D

R(14,16)

I aas)
0,50000 Dy Das
-0,50000 Dis Dis
-0,50000 Dys Dus
-2,00000 Cs Cs
-0,50000 Dex Dex
2,00000 Cs Dis
2,00000 Cs Dys
2,00000 Cs Dsx
-1,00000 Dis Dy
-1,00000 Dis Dy
-1,00000 Dyys Dsx
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J(Olto)
1,00000 C, G,
0,25000 Dy, Dy
0,25000 Dam Dam
0,25000 Dys Das
0,25000 Dax Dax
-1,00000 Cy Dy
-1,00000 Cy Dan
-1,00000 Cp Dys
1,00000 C, Dy
0,50000 Dy Dam
0,50000 Dy Dag
-0,50000 Da Dax
0,50000 Dy Das
-0,50000 Dyy Dax
-0,50000 Das Dax

I an)
2,00000 C, Cy
0,50000 D, Dy
0,50000 Dy Dan
0,50000 Dyg Dag
0,50000 Dax Dax
-2,00000 C, Dy
-2,00000 Gy Dau
-2,00000 C, Das
2,00000 Gy Dax
1,00000 Dy Dan
1,00000 Dy D
-1,00000 Dy Dax
1,00000 Dy Das
-1,00000 Day Dax
-1,00000 Dag Dax

JNa)
0,50000 Dy Dy
2,00000 G G
0,50000 Dy D
0,50000 Dis Dig
0,50000 Dy Dy
-2,00000 G Dy,
-2,00000 G Dig
2,00000 G Dy
1,00000 Dy Dis
-1,00000 Dy, Dix
-1,00000 Dig Dix
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JDan)
0,50000 Day Do
0,50000 Dy D
2,00000 Gy, Cy
0,50000 Dys Dys
0,50000 Dy Dhex
-2,00000 Cy Dy
-2,00000 Cy Dus
2,00000 Gy Dhex
1,00000 O Dus
-1,00000 Dy Dy
-1,00000 Dys Dhax

J M)
0,50000 Dys Das
0,50000 Dis Dig
0,50000 Dy Dus
2,00000 G Cs
0,50000 Dy Dex
-2,00000 Cs Dis
-2,00000 Cs Dys
2,00000 Cs Dex
1,00000 Dig Dis
-1,00000 Dis Dsy
-1,00000 Dys Dey

I ey
0,50000 Dax Dy
0,50000 Dix Dix
0,50000 Dy Diux
0,50000 Dgy Dy
2,00000 Cx Cx
-2,00000 Cy Dy
-2,00000 Cx Dux
-2,00000 Cy Dgy
1,00000 Dix Dywx
1,00000 Dy Dsy
1,00000 Dy Dsx

-0
1,00000 Dy Dy

J(o)(@rmm)
1,00000 Dy Dan

J(ﬂl(ﬁ_%)
1,00000 Dyg Das

I e
1,00000 Day Dax
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I r-a)
2,00000 Dy Dix

IOy
2,00000 Dhx Diix

I -y
2,00000 Dsx Dex

J o+ )
1,00000 Dy Dy

B )
1,00000 Daw Oant

J® o+ ws)
1.00000 D,\s DAS

I g a)
1,00000 Dax Dax

J?( @+ )
2,00000 Dy D

J® @+ ws)
2,00000 Dis Dis

JP erro3s)
2,00000 Dys Dws

R( 15, 16)

J(ﬂ(a&)
0,50000 Dax Dax
-0,50000 Dix Dk
-0,50000 Dyx Dwx
-0.50000 sz sz
-2,00000 Cx Cx
2,00000 Cx Dix
2,00000 Cyx Dhx
2,00000 Cy Dsy
-1,00000 Dy Dwx
-1,00000 Dk Dsx
-1,00000 Dyx Dsx

R(16, 16)

J(OJ(O)
1,00000 C, G,
0,25000 Dy D
0,25000 Dap Dam
0,25000 Das Das
0,25000 Dax Dax
-1,00000 C, Dy
-1,00000 Ca Dam
-1,00000 Cy Das
-1,00000 Ca Dax
0,50000 Dy Dam
0,50000 Dy Das
0,50000 Dy Dax
0,50000 Dgy Das
0.50000 DAM DAX
0,50000 Das Dax

IV (en)
2,00000 Cy Ca
0,50000 Da Dy
0,50000 Dam Dam
0,50000 Das Das
0,50000 Dyy Dax
-2,00000 C, Dy
-2,00000 Cy Dan
-2,00000 C, Das
-2,00000 Cy Dax
1,00000 Dy Dap
1,00000 Dy Das
1,00000 Dy Dax
1,00000 Dam Das
1,00000 Dam Dax
1,00000 Das Dax

J (@)
0,50000 Dy Da
2,00000 G G
0,50000 Dy Dy
0,50000 Dis Dis
0,50000 Dy Dix
-2,00000 G D
-2,00000 G Dy
-2,00000 G, Dy
1,00000 D Dis
1,00000 Dy Dix
1,00000 Dis Dix

Jm(&h)
0,50000 Day Dam
0,50000 Dy D

|
1
|
|
|
|
I
|
|
|
!
[
|
|
|
|
|

|
1
I
|
b
|
|
|

|
|
1
1
I
|
|
|
|
|
|
|
I
|
|
|
|
|
|
!
|
|
|
|
|
|
|
|
I
|
|
|
|
|
[
I
|
|
|
|
!
|
|
I
|
|
|
|
|
1
I
|
|
|
|
!
I
|

APENDICE

2,00000 Gy Cu

0,50000 Dus Dws
0,50000 Dyx Dwx
-2,00000 Cy Dim

-2,00000 Gy Dus
-2,00000 Gy Dwx
1,00000 Dy Dus
1,00000 D Dux
1,00000 Dus Dhx

I as)
0,50000 Dps Das
0,50000 Dg Dis
0,50000 Dyg Dus
2,00000 G5 Gs
0,50000 Dsx Dsy
-2,00000 Cg Dig
-2,00000 Cs Dus
-2,00000 Cg Dsy
1,00000 Dis Dus
1,00000 Dis Dsx
1,00000 Dys Dsy

J(ax)
0,50000 Dy Dax
0,50000 Dix Dix
0,50000 Dyax Dwx
0,50000 Dsx Dsx
2,00000 Cy Cx
-2,00000 Cx Dix
-2,00000 Cx Dy
-2,00000 Cx Dgx
1,00000 Dix Dux
1,00000 D¢ Dsx
1,00000 Dyx Dsx

J(ﬂ)(mA_m)
1,00000 Dy Dy

I wn-an)
1,00000 D Dan

J on-e5)
1,00000 Das Das

J wn-ex)
1,00000 Dax Dax

J(ZF( CDA-I-CLR)
1,00000 Dy Dy

Jm(fﬂﬁ' )
1,00000 D Dan

P wnts)
1,00000 Dys Das

I p o)
1,00000 Dax Dax

JBar+ )
2.00000 Dy D

J®(@r+ws)
2,00000 Dis Ds

JP +ax)
2,00000 Dy Dix

B et ws)
2.00000 Dys Dus

JP (e )
2.00000 Dy D

JP{ws+axy)
2,00000 Dsy Dsx

|
!
i
|
!
|
|
|
|
!
I
|
|
|
|
|
1
i
I
1
|
|
|
|
|
|
|
|
|
I
|
|
|
1
|
|
|
|
|
|
|
!
|
|
|
|
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I
|
|
|
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|
1
I
|
|
|
|
|
|
I
|
|
|
|
|
|
|
!
|
|
|
|
|
i
I
|
|
|




R(1,1)

JM(O)
1,00000 C, C,
2,00000 C, G
0,25000 Dypy Dam
0,50000 Dy O
0,25000 Dys Das
0,50000 Dys Dis
0,25000 Dax Dax
0,50000 D,y Dix
1,00000 G G
0,25000 Dy Dy
0,25000 Dis Dis
0,25000 Dix Dix
1,00000 C,, Do
1,00000 C, Dy
1,00000 G Dy
1,00000 G Dy
1,00000 Cy Das
1,00000 Cy Dg
1,00000 G Dgs
1,00000 G D
1,00000 Cp Dax
1,00000 C, Dix
1,00000 G Dyx
1,00000 G D
0,50000 Day Das
0,50000 Dy Dis
0,50000 Das Diy
0,50000 Dy D
0,50000 Dapy Dax
0,50000 Day Dix
0,50000 Dax Din
0,50000 Dy Dix
0,50000 Das Dax
0,50000 Das Dy
0,50000 Dax D5
0,50000 Dis Dix

J‘“(cqo

2,00000 Cy Gy
0,50000 Dy Dy
0,50000 Dam Dam
0,50000 Das Das
0,50000 Dax Dax
2,00000 Cy Dy
2,00000 Gy Dys
2,00000 Gy Dax

1,00000 Dam Das
1,00000 Day Dax
1,00000 Das Dax

JMNea)

0,50000 Dy, Dy,
2,00000 C, G,
0,50000 Dy Diw
0,50000 Dy Dis
0,50000 Dy Dix
2,00000 C; D
2,00000 C, D
2,00000 C; Dix
1,00000 Dy, Dis
1,00000 Dy Dix
1,00000 Djg Dix

J"an)

1,00000 Day D
0,50000 Day Dam
0,50000 Dy D
2,00000 Cy Cu
0,50000 Dys Dus
0,50000 Dyyx Dyx
2,00000 Cy Dhs
2,00000 Cy, Dy
1,00000 Dys Dhx

JMeas)

1,00000 Dys Dig
0,50000 Dyg Dasg
0,50000 Dis Dis
0,50000 Dys Dus
2,00000 Cs Gy
0,50000 Dgy Day
2,00000 Cs Dys
2,00000 Cg Dgx
1,00000 Dys Dsy

JD(ea)

1,00000 Dax Dix
0,50000 Day Dax
0,50000 Dy Diy
0,50000 Dwx Dwx
0,50000 Dsy Dsx
2,00000 Cy Cx
2,00000 Gy Dix
2,00000 Cy Dsy
1,00000 Dwx Dsx

Quantum duplo, e}

APENDICE

IO an-an)
1,00000 Dy Dy

JN wn-as)
1,00000 Dis Das

I on-ex)
1,00000 Dax Dk

O -an)
1,00000 Dy Doy

I w-w)
1,00000 Dis Dis

I a-ay)
1,00000 Dy Dix

I ontar)
2,00000 Dy, D

J®(w+n)
1,00000 Days Dang

P wnta)
1,00000 Das Dag

I an+ax)
1,00000 Dax D

I o+ an)
1,00000 Dy Dy

J® e+ ax5)
1,00000 Dy Dig

J® o+ ax)
1,00000 Dix Dix

J® et s)
2,00000 Dys Dhs

JB @)
2,00000 Dy Dux

S ws+ax)
2,00000 Dsy Dy

|
|
1
|
|
|
|
|
|
|
!
|
|
|
1
|
|
|
|
|
1
|
|
|
|
I
!
I
1
1
i
1
|
|
|
|
|
|
|
I
|
1
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
!
!
|
|
|
I
|
b
i
|
!
|
1
|
!

R(1,2)

JVa)

1,00000 Dy Dix
0,50000 Dy Dy
0,50000 Dix Dix
-0,50000 Dyx Dyec
-0,50000 Dsx Dsx
-2,00000 Cy G
-2,00000 Cx Dyx
-2,00000 Cy Dsx
-1,00000 Dyx Dsx

R(1,3)

M)

1,00000 Dys D

0,50000 Dag Das

0,50000 Dis Dig
-0,50000 Dys Dys
-2,00000 G5 G
-0,50000 Dgy Dsy
-2,00000 G5 Dus
-2,00000 G5 Dy
-1,00000 Dys Dsx

R(1,4)

P s+ ax)
-2,00000 Dy Dsx

R(1,5)

JMay)
1,00000 Dy D
0,50000 Dam Daw
0,50000 Dy D
-2.00000 Ca Gt
-0,50000 Dy Dys
-0,50000 Dy Dhx
-2,00000 Cy Dus

219

-2,00000 Cy Dhx
-1,00000 Dys Dy

R(1,8)

I (onrax)
-2,00000 Dy D

R(1,7)

I vt s)
-2,00000 Dys Dys

R(1,8)

R(2,2)

J(O)(o)
1,00000 C, C
2,00000 C, G
0,25000 Day Dam
0,50000 Dy Dy
0,25000 Dyg Dhs
0,50000 Dys Dis
0,25000 Day Dax
0,50000 Dyy Dy
1,00000 G G
0,25000 Dy D
0,25000 Dis Ds
0,25000 Dy Dy
1,00000 Cx Dan
1,00000 C, D
1,00000 G Day
1,00000 G D
1,00000 C, D,s
1,00000 C, D
1,00000 G Dag
1,00000 C, Dig
-1,00000 Cy Dax




220

-1,00000 C, Dy
-1,00000 G Dax
-1,00000 G Dy
0,50000 Daw Das
0,50000 Day Dis
0,50000 Das Dy
0,50000 Dy, Dig
-0,50000 Dap Dax
-0,50000 Dy Dix
-0,50000 Day D
-0,50000 Dy Dix
-0,50000 Dhs Dax
-0,50000 Dag Dix
-0,50000 Dy Dig
-0,50000 Dig Dix

JMan)
2,00000 Cy Ca
0,50000 Dy Dy
0,50000 Dy Dam
0,50000 Das Das
0,50000 Dy Dax
2,00000 Cy Dam
2,00000 Cy Dhs
-2,00000 C, Dax
1,00000 Dum Dhs
-1,00000 Daw Dax
-1,00000 Dag Dax

JNa)

0,50000 Dy D
2,00000 G G
0,50000 D Dy
0,50000 Dis Dis
0,50000 Dix Dix
2,00000 G Dy
2,00000 G D
-2,00000 G D
1,00000 Dy Dis
-1,00000 Dy Diy
-1,00000 Dig Dy

I ay)
1,00000 Duy O
0,50000 Day Dam
0,50000 Dy D
2,00000 Cy Cu
0,50000 Dys Dus
0,50000 Do Dux
2,00000 Gy Dus
-2,00000 Gy Dux

-1,00000 Dys Dux

JM(eos)
1,00000 Das Dis
0,50000 Dag Das
0,50000 Dis Dis
0,50000 Dys Dus
2,00000 Cs Cs
0,50000 Dsy Dsx
2,00000 Cs Dhs
-2,00000 Cs Dsx
-1,00000 Dys Dex

I (e

1,00000 Day Dix
0,50000 Day Dax
0,50000 Dix Dix
0,50000 Dyx Dhx
0,50000 Dgyx Dsx
2,00000 Cx Cx
2,00000 Cx Dux
2,00000 Cy Dgx
1,00000 Dy Dsx

Jm(mr“h)
1,00000 Dap Dam

I op-e5)
1,00000 Dyg Das

J(O’(WA‘C'&)
1,00000 Dax Dax

J(@-am)
1,00000 D Diu

JO(er-s)
1,00000 Dig D

JN )
1,00000 Dix Dix

I e ax)
2,00000 Dyx Dy

I s-a)
2,00000 Dsy Dex

JNonr )
2,00000 Dy Dy

APENDICE

I ap+an)
1,00000 Dy Dase

J® won+ws)
1,00000 Dys Das

P wntax)
1,00000 Day Dax

JParran)
1,00000 D Diw

S wr-s)
1,00000 Dys D

I +ax)
1,00000 Dy D

J® anek os)
2,00000 Dys Dys

R(2,3)

9 s-ax)
-2,00000 Dsy Dey

R(2,4)

Jﬁ)( a&‘.)
1,00000 Dys Dis
0,50000 Das Das
0,50000 Dig Dsg
-0,50000 Dng Dus
-2,00000 G5 GCs
-0,50000 Dgx Dsy
-2,00000 Cs Dus
2,00000 Gs Dsy
1,00000 Dys Dsx

R(2,5)

J e )
-2,00000 Dy D

I
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!
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1
i
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i
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|
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1
|
|
|
!
I
!
1
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1
1
!
!
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I
|
!
|
|
!
!
|
[
|
|
|

R(2,6)

J o)
1,00000 Dap Dy
0,50000 Dan Do
0,50000 D Dy
-2,00000 Gy Cu
-0,50000 Dus Dws
-0,50000 Dhyy Dyx
-2,00000 Gy Dus
2,00000 Gy Dyx
1,00000 Dys Dyx

R(2,7)

R(2,8)

JP o 05)
-2,00000 Dys Dus

R(3,3)

Jo(0)
1,00000 C, Ca
2,00000 C, G
0,25000 Dam Dam
0,50000 Day D
0,25000 Das Das
0,50000 Dys Dis
0,25000 Dy Dax
0,50000 Dax Dix
1,00000 G G
0,25000 Dy Diw
0,25000 Dig Dg
0,25000 Dy Dy
1,00000 Ca Dam
1,00000 Cy D
1,00000 G Dau
1,00000 G Di
-1,00000 Cy Das
-1,00000 C, Dig
-1,00000 G, Dy

-1,00000 C, Dis
1,00000 C, Dy
1,00000 C, Dy
1,00000 G Dax
1,00000 G Dy

-0,50000 D Das
-0,50000 Dy Dis
-0,50000 Dys D
-0,50000 Dy Dis
0,50000 Dy Dax
0,50000 Daw Dix
0,50000 Day D
0,50000 Dy, Dix
-0,50000 Dys Dax
-0,50000 Das D
-0,50000 Day Dis
-0,50000 Dig Dix

J(U(mn)
2,00000 C, C,
0,50000 Dy Dy
0,50000 Dyyy Dap
0,50000 Das Das
0,50000 Dy Day
2,00000 Cp Dam
-2,00000 C, Das
2,00000 C, Dux
-1,00000 Dam Das
1,00000 Day Dax
-1,00000 Das Dax

JNa)
0,50000 Dy Dy
2,00000 G G
0,50000 Dy D
0,50000 Dg Dis
0,50000 Dix D
2,00000 G Dy,
-2,00000 G, Dg
2,00000 G Dy
-1,00000 Dy Dig
1,00000 Dy D
-1,00000 D5 Dy

JD (o)
1,00000 Day D
0,50000 Daw Dam
0,50000 Dy D
2,00000 Gy Cu
0,50000 Dys Dus
0,50000 Dyx Dyux




-2,00000 Gy Dys
2,00000 Gy D
-1,00000 Dys Dy

I )

1,00000 Das Dis
0,50000 Dys Das
0,50000 Dis Dis
0,50000 Dy Dus
2,00000 Cs Cs
0,50000 Dsx Dsx
2,00000 Cs Dys
2,00000 Cg Dy
1,00000 Dys Dsx

I @)
1,00000 Dy Dix
0,50000 Dax Dax
0,50000 Dix Dix
0,50000 Duux Dhax
0,50000 Dsx Dsx
2,00000 Cx Cx
2,00000 Cx Dux
-2,00000 Cy Dex
-1,00000 Dhux Dsx

J an-en)
1,00000 D Dawt

J en-)
1,00000 Dys Dys

J an-0x)
1,00000 Dax Da

I @-on)
1,00000 D Diw

Ja-ws)
1,00000 D Dis

JNa-ex)
1,00000 Dy Dix

I o)
2,00000 Dys Dys

JM x5 ax)
2,00000 sz sz

JM ot )

2,00000 Dy Dy

O (ont o)
1,00000 Dasy Do

JP (on+ as)
1,00000 Dys Dis

I wn+ax)
1,00000 Dax Dax

J?a+ )
1,00000 Dy Din

JP o3+ eog)
1,00000 Dis Dis

I @+ ax)
1,00000 Dy Dy

JP (v ax)
2,00000 Dy Dy

R(3,4)

JP(a)
1,00000 Dax Dix
0,50000 Dax Dix
0,50000 Dix Dix
-0,50000 Dhx Dux
-0,50000 Dsx D
-2,00000 Cx Cx
-2,00000 Cx Dux
2,00000 Cx Dex
1,00000 Dyx Dsx

R(3,5)

I - ws)
-2,00000 Dys Dys

R(3.6)

JY )

APENDICE

R(3,7)

1,00000 Daw Dt
0,50000 Dan Dant
0,50000 Diy Dy

-2,00000 Cy Cu

-0,50000 Dus Dus |

0,50000 Dy Dvex |
2,00000 Cy Dys

-2,00000 Gy Dy
1,00000 Dys Dux

|
|
|
|
|
1
|
1
]
I
1
|
I
|

R(3,8)

JP ner ax)

-2,00000 Dhx Dhx

R(4,4)

J(o)(o)

|

|

|

|

|

|

|

|

|

I

|

|

|

|

|

|
|

|

|

|

|

|

|

|

|
1,00000 C, Gy !
2,00000 C, G |
0,25000 Dam Daw |
0,50000 Dy Dy 1
0,25000 Dys Das |
0,50000 Dys Dis !
0,25000 Dax Dax
0,50000 Dax D |
1,00000 G G
0,25000 Diyy Dia |
0,25000 Ds Ds '
0,25000 Dix Dy |
1,00000 Ca Dant |
1,00000 Cy Dy !
1,00000 G Dy |
1,00000 G D !
-1,00000 Cy Dus 1
-1,00000 Ga Ds |
1,00000 G Dys !
-1,00000 G Ds |
-1,00000 C Dax !
-1,00000 Cs D 1
-1,00000 G Dax |
-1,00000 G Dx !
|

-0,50000 Dy Das
-0,50000 Dy Dig
-0,50000 Dyg O
-0,50000 Dy Dis
-0,50000 Dy Dax
-0,50000 Day Dy
-0,50000 Dy Dy
-0,50000 Dy Dy
0,50000 Das Dax
0,50000 Dxg Dix
0,50000 Dax Dig
0,50000 Dg Dy

I )
2,00000 C, Cy
0,50000 Dy, D
0,50000 Day Daw
0,50000 Das Das
0,50000 Dax Dax
2,00000 Cy Daw
-2,00000 Ca Das
-2,00000 Gy Da
-1,00000 Day Das
-1,00000 Day Dax
1,00000 Dag Dax

)
0,50000 Dy Da
2,00000 G G
0,50000 Diyy D
0,50000 Dis Dis
0,50000 Diyx D
2,00000 G Dy
-2,00000 G, Dis
-2,00000 G Dy
-1,00000 Dy, Dis
-1,00000 Dy Dix
1,00000 Dig Dy

J(“)(m‘)
1,00000 Day O
0,50000 Dap Dam
0,50000 Dy D
2,00000 Gy Gy
0,50000 Dys Dus
0,50000 Dux Diwx
-2,00000 Gy Dvs
-2,00000 Gy Dyx
1,00000 Dys Dux

J M ax)

221

1,00000 Dis Dis
0,50000 Dys Das
0,50000 D Dis
0,50000 Dy Dus
2,00000 Cs Cs
0,50000 Dsx Dsx
2,00000 Cs Dus
-2,00000 Cs Dsx
-1,00000 Dys Dsx

JD(ea)
1,00000 Day D
0,50000 Day Dax
0,50000 Dy Dix
0,50000 Dy Dy
0,50000 Dsx Dsy
2,00000 Gy Cx
2,00000 Cy Dux
-2,00000 Cy Dsx
-1,00000 Dyx Dsx

JO(wn-en)
1,00000 Dayy Dane

JO (wn-05)
1,00000 Dys Das

IO (@n-0x)
1,00000 Dax Dax

JVw-an)
1,00000 Dy D

JNar-as)
1,00000 Dis Dis

I @)
1,00000 Dy Dix

J en-5)
2,00000 Dys Dys

I
2,00000 Dy Dux

S (n+a)
2,00000 Dy D

JB wop+ o)
1,00000 Dapy Dan
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J® et )
1,00000 Das Das

Y ant o)
1,00000 Dax Dax

JP(a+any)
1,00000 Dy Dy

JP o+ )
1,00000 Di Dss

JP(a+ax)
1,00000 Dy D

J s+ ax)
2,00000 Dsy Dsx

R(4,5)

R(4,6)

% e ws)
-2,00000 Dhs Dws

R(4.7)

I )
-2,00000 Dhee D

R(4,8)

JMan)
1,00000 Day D
0,50000 Dam Dam
0,50000 Dy D
-2,00000 Gy Cu
-0,50000 Dys Dys
-0,50000 Dyvx Dwx
2,00000 Gy Dus
2,00000 Gy Dux

!
!
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
1
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
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|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
I
!
|
|
I
|
|
I
!
|
!
I
|

-1,00000 Dys Dux

R(5,5)

J(U)(O)
1,00000 C, Ca
2,00000 G G
0,25000 Dy Dam
0,50000 Dy O
0,25000 Dyg Das
0,50000 Dys Dis
0,25000 Dux Dax
0,50000 Dyx D
1,00000 G G
0,25000 Dy Dy
0,25000 Ds Dis
0,25000 Dy Diy
-1,00000 Cs Dau
-1,00000 Ca Dy
-1,00000 G Day
-1,00000 G Dy
1,00000 Cy Dys
1,00000 C, Dig
1,00000 G Dyg
1,00000 G D
1,00000 Cp Uax
1,00000 C, D
1,00000 G Dax
1,00000 G, Dy
-0,50000 Dy Das
-0,50000 Dy Dis
-0,50000 Dys Dy
-0,50000 D Dis
-0,50000 Dy Dax
-0,50000 Dy Dix
-0,50000 Day D
-0,50000 Dy Dk
0,50000 Das Dax
0,50000 Dys Dix
0,50000 Dsx Dis
0,50000 Dys Dy

JO (@)
2,00000 G, Cy
0,50000 Dy Dy
0,50000 Day Daw
0,50000 Das Das
0,50000 Djx Dax
-2,00000 Gy Dau

APENDICE

2,00000 C, Das
2,00000 C, Dax
-1,00000 Dy Das
-1,00000 Dam Dax
1,00000 Dps Day

JY @)
0,50000 Dy Dy
2,00000 G G
0,50000 Dy D
0,50000 Og D
0,50000 D D
-2,00000 G D
2,00000 G Dg
2,00000 G Dy
-1,00000 Dy Dis
-1,00000 Dy Dy
1,00000 Dis Dix

J(H(mM)

1,00000 Dam D
0,50000 Dam Dam
0,50000 Dy O

2,00000 Gy Gy

0,50000 Dys Dus
0,50000 Dyx Dy
2,00000 Gy Dus
2,00000 Gy Dux
1,00000 Dys Dux

J M s)
1,00000 Dys Dig
0,50000 Dys Das
0,50000 D Dig
0,50000 Dys Dyus
2,00000 Cg Cs
0,50000 Dsyx Dsx
-2,00000 Cs Dys
2,00000 Cs Dsy
-1,00000 Dys Dsx

I (ex)
1,00000 Dux Dix
0,50000 Dax Dax
0,50000 Dy Dix
0,50000 Dyx Dyx
0,50000 Dgx Dsx
2,00000 Cy G
-2,00000 Cx Dwx
2,00000 Cy Dsy
-1,00000 Dyx Dsx

O @n-an)
1,00000 Dap Dans

I 0on-cas)
1,00000 Das Das

I eon-aa5)
1,00000 Dax Dax

I -
1,00000 Dy Dy

Joxr-s)
1,00000 Dis Dis

Jar-ax)
1,00000 Diy Dix

S eae5)
2,00000 Dus Dus

I v ax)
2,00000 Dy Dhax

S ap+a)
2,00000 Dy Dy

J® (wn+an)
1,00000 Daw Daw

Jm(mﬁ' ws)
1,00000 Das Das

P wntax)
1,00000 Dy Dax

I+
1,00000 Dy Die

JP @+ws)
1,00000 Dis Dis

J @)
1,00000 Diy Dix

J® s+ )
2,00000 Ds Dix

R(5,6)

J M)
1,00000 Dy Dix
0,50000 Dax Dax
0,50000 Dix Dix
-0,50000 Dyex Diex
-0,50000 Ds Dsx
-2,00000 Cx Cx
2,00000 Cy D
-2,00000 Cx Dex
1,00000 Dy Dsx

R(5,7)

J"(a5)
1,00000 Dys Dis
0,50000 Dys Dhs
0,50000 O Dis
-0,50000 Dy Dys
-2,00000 Cs Cs
-0,50000 Dsx Dsx
2,00000 Cs Dys
-2,00000 Cs Dsy
1,00000 Dyg Dsx

R(5,8)

J® s +ax)
-2,00000 Dey Dx

R(6,6)

J(ﬂ)(o)
1,00000 C, Cy
2,00000 Cx G
0,25000 Day Dam
0,50000 Day Diu
0,25000 Das Das
0,50000 Dus Dig
0,25000 Dax Dax
0,50000 Dux Dy
1,00000 G G
0,25000 Dy Dy
0,25000 Dy Dis




0,25000 Dy Dy
-1,00000 C, Day
-1,00000 C, Dy
-1,00000 G Dam
-1,00000 G D
1,00000 C, Das
1,00000 C, D
1,00000 G Dys
1,00000 G Ds
-1,00000 Cy Day
-1,00000 C, Dix
-1,00000 G Dax
-1,00000 G Dy
-0,50000 Duy Dis
-0,50000 Day Dis
-0,50000 Dys Dy
-0,50000 Dy Dis
0,50000 Day Day
0,50000 Dy Dy
0,50000 Dax D
0,50000 Dy Dix
-0,50000 Dag Dpx
-0,50000 Dys Dix
-0,50000 Dy Dis
-0,50000 Dig Dy

M)
2,00000 C, Cy
0,50000 Dy Dy
0,50000 Day Dam
0,50000 Dyg Das
0,50000 Day Dax
-2,00000 Cp Danm
2,00000 C, Dys
-2,00000 Cy, Dax
-1,00000 Dy Das
1,00000 Dy Dax
-1,00000 Dysg Dax

J™ea)
0,50000 Dy Dy
2,00000 G G
0,50000 Dy D
0,50000 Dis Ds
0,50000 Dix Dix
-2,00000 G, Dy
2,00000 G Dis
-2,00000 G Dy
-1,00000 Dy Dis
1,00000 Dy D
-1,00000 Dis Dix

JM(an)
1,00000 Day O
0,50000 Daw Dam
0,50000 Dy D
2,00000 Cyy Cu
0,50000 Dys Dys
0,50000 Dyx Dyx
2,00000 Cy Dws

-2,00000 Gy Dux

-1,00000 Dus Dux

I ()
1,00000 Das Dis
0,50000 Dys Das
0,50000 Dis Dis
0,50000 Dys Dus
2,00000 Cs Cs
0,50000 Dsx Dsx
-2,00000 Cs Dys

-2,00000 Cs Dgx
1,00000 Dys Dsx

JMa)
1,00000 Duy Dix
0,50000 Day Dax
0,50000 Diy Dix
0,50000 Dyx Dwx
0,50000 Dsx Dsx
2,00000 Cy Cx
-2,00000 Cy Di
2,00000 Cy Dsx
-1,00000 Dyx Dsx

I (on-aw)
1,00000 Daw Do

J(u)(ﬂ’rf"s)
1,00000 Dag Dys

I on-ea)
1,00000 Dax Dax

I ax-an)
1,00000 D D

I o-as)
1,00000 Dis Dis

I ar-ay)
1,00000 Dy Diy

APENDICE

JO anr )
2,00000 Dys Dys

I eag-a5)
2,00000 Dy Dex

I onta)
2,00000 Dy Dy

JP o)
1,00000 Dy Daw

JP wp+ws)
1,00000 Dss Das

I wntay)
1,00000 Dax Dax

I a+an)
1,00000 Dy D

I o+ )
1,00000 Og D

JB o+ ax)
1,00000 Dy Dy

JP anet-y)
2,00000 Dhx D

R(6,7)

IO as-a)
-2,00000 Dsx Dsx

R(6,8)

I ws)
1,00000 Dys Ds
0,50000 Dis Das
0,50000 Dis Dis
-0,50000 Dys Dws
-2,00000 Cs Cs
-0,50000 Dy Dsx
2,00000 Cs Dys
2,00000 Cg Dy

-1,00000 Dys Dsx

R(7.7)

J(ﬂl(o)
1,00000 Gy Ca
2,00000 Gy G
0,25000 Dy Dan
0,50000 Day Diu
0,25000 Dys Dys
0,50000 Dys Dis
0,25000 Dax Dax
0,50000 Dyy Dix
1,00000 G G
0,25000 Dy D
0,25000 Dis Dis
0,25000 Dy Diy
-1,00000 C, Duy
-1,00000 Cy D
-1,00000 G Day
-1,00000 G Dy
-1,00000 C, Dys
-1,00000 C, Ds
-1,00000 G, Dys
-1,00000 G D
1,00000 Cyp Dax
1,00000 C, Dix
1,00000 G Dax
1,00000 G Dy
0,50000 Dy Das
0,50000 Day Dis
0,50000 Das D
0,50000 D Dis
-0,50000 Dy Dax
-0,50000 Day Dix
-0,50000 Dax Dy
-0,50000 Dy, Dix
-0,50000 Das Dax
-0,50000 Das Dy
-0,50000 Duy D
-0,50000 D Dy

JNan)
2,00000 C, Ca
0,50000 Dy D
0,50000 Daw Dam
0,50000 Das Das
0,50000 Dy Dax
-2,00000 Cy Dan
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-2,00000 Gy, Dig
2,00000 C, Day
1,00000 Day Das
-1,00000 Day Dax
-1,00000 Dag Dax

)
0,50000 Dy Dy
2,00000 G G
0,50000 Dy D
0,50000 Dis Dis
0,50000 Dy Dy
-2,00000 G Dy
-2,00000 G, Dis
2,00000 G Dy
1,00000 Dy Dis
-1,00000 Dy Dy
-1,00000 Dig Dix

J M)
1,00000 Day D
0,50000 Da Dau
0,50000 Dy D
2,00000 Gy Cy
0,50000 Dys Dys
0,50000 Dy Dux
-2,00000 Cy Dys
2,00000 Gy Dux

-1,00000 Dys D

JM ()
1,00000 Das Dis
0,50000 Das Das
0,50000 Dig Dis
0,50000 Dys Dus
2,00000 G5 G
0,50000 Dsy Dsx
-2,00000 Cs Dus
2,00000 Cs Dgx
-1,00000 Dys Dex

JPax)
1,00000 Day Dix
0,50000 Day Dax
0,50000 Diy Dix
0,50000 Dy Dy
0,50000 Dsx Dsx
2,00000 Gy Cx
-2,00000 Cx Dux
-2,00000 Cy Dex
1,00000 Dy Dsx
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I - )
1,00000 Da D

I n-)
1,00000 Dys Das

I en-e)
1,00000 Dax Dax

J@-ov)
1,00000 Dy D

I ar- o)
1,00000 Dis Dis

JO@-wy)
1,00000 Dy Dix

J - ay)
2,00000 Dyx Dux

IO ws- )
2,00000 Dey Dex

JP(wnta2)
2,00000 DM DM

P (an+en)
1,00000 Day Dam

I @t ws)
1,00000 DAS DAS

J® o+ o)
1,00000 Dax Dax

I @+ ay)
1,00000 Dy Diw

J® 0+ as)
1,00000 D Dis

I @+ ax)
1,00000 Dix Dix

J®Y - as)
2,00000 Dys Dus

R(7,8)

IV (ex)
1,00000 Dax Dix
0,50000 Dax Dax
0,50000 Dix Dix
-0,50000 Dy Dyex
-0,50000 Dsx Dsx
-2,00000 Cx Cx
2,00000 Cx Dy
2,00000 Cx Dsx
-1,00000 Dy Dsx

R(8.8)

J(m(O)
1,00000 C, Cy
2,00000 G, G
0,25000 Day Dam
0,50000 Dy D
0,25000 Das Das
0,50000 Dys D
0,25000 Dax Dax
0,50000 Dpy Dy
1,00000 G G
0,25000 Dy Din
0,25000 Dg Dyg
0,25000 Dix D
-1,00000 Cy Dy
-1,00000 C, Dy
-1,00000 G Dam
-1,00000 G Dy
-1,00000 Cy Das
-1,00000 G, Dis
-1,00000 G Das
-1,00000 G Dg
-1,00000 C, Dsx
-1,00000 C, Dy
-1,00000 G Dax
-1,00000 G Dix
0,50000 Dpp Das
0,50000 Dan Dis
0,50000 Das D
0,50000 Dy Ds
0,50000 Dapm Dax
0,50000 Day Dix
0,50000 Dax D
0,50000 Dy Dix
0,50000 Dpg Dax

APENDICE

0,50000 Das Dix
0,50000 Dy D
0,50000 Ds Dix

IV @n)
2,00000 G, G,
0,50000 Dy Dy
0,50000 Dy Dam
0,50000 Das Das
0,50000 Day Dax
-2,00000 Cy Dam
-2,00000 Cy Dys
-2,00000 Cy Dax
1,00000 Day Das
1,00000 Duy Dax
1,00000 Das Dax

JNa)
0,50000 Dy Dy
2,00000 G G
0,50000 Dy D
0,50000 Dig Dis
0,50000 Dy Dix
-2,00000 G Dy
-2,00000 G Dys
-2,00000 G Dy
1,00000 Dy D
1,00000 Dy Dix
1,00000 Dis Dix

V()
1,00000 Day O
0,50000 Day Dam
0,50000 Dy Dy
2,00000 Gy Cu
0,50000 Dys Dys
0,50000 Dyx Dhax
-2,00000 Cy Dys

-2,00000 Cy Dux
1,00000 Dys Dux

M aws)
1,00000 Dys Dis
0,50000 Ds Das
0,50000 Ds Dss
0,50000 Dys Dus
2,00000 Cs Cs
0,50000 Dy Dsx
-2,00000 Cs Dus
-2,00000 Cs D
1,00000 Dys Dsx

|
!
|
|
|
|
|
|
!
!
|
|
|
!
|
|
|
!
|
|
I
I
i
|
I
I
1
I
I
|
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/
1
|
|
|
|
!
|
|
1
|
|
|
|
|
1
|
|
1
|
1
|
|
1
|
|
!
|
|
|
|
|
|
|
|
|
!
|
1
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

JMN @)
1,00000 Dy Dix
0,50000 Dax Dax
0,50000 Dy Dix
0,50000 Dy D
0,50000 Dsy Dey
2,00000 Gy Cy
-2,00000 Cx Dux
-2,00000 Cx Dsx
1,00000 Dyx Dsx

I - )
1,00000 DAM DAM

JOn-s)
1,00000 Dys Das

S -
1,00000 Dax Dax

S a-oy)
1,00000 Dy D

Jca-5)
1,00000 Dis Dis

J@-ax)
1,00000 Dy Dy

JB wpt )
2,00000 Dy Da

JP nt- o)
1,00000 Dapy Dan

J® ot 0s)
1,00000 Das Das

Bt
1,00000 Dax Dax

P r+n)
1,00000 Dy Doy

Jar+wx)
1,00000 Dis Dis

I a+ax)
1,00000 Dy Dix

|
|
|
|
|
|
|
[
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
I
|
|
|
|
!
|
|
|
|
!
!
|
|
I
I
I
I

I (anet-ax)
2,00000 Dys Dws

Jm(mﬁﬂ'ﬂk)
2,00000 Dygc Dwx

J s+ @)
2,00000 Dsy Dsx



R(1,1)

Jml(o)
1,00000 C, C\
2,00000 C, G
2,00000 C, Cy
0,25000 Dys Dys
0,50000 Dys Ds
0,50000 Dys Dys
0,25000 Dax Dax
0,50000 Day Dy
0,50000 Day Dyx
1,00000 G G
2,00000 G Gy
0,25000 Dis Dis
0,50000 Dis Dys
0,25000 Dy Dy
0,50000 Dy Dy
1,00000 G, Cy
0,25000 Dys Dus
0,25000 Dyx Dux
1,00000 Cx Das
1,00000 C, Dis
1,00000 Gy Dus
1,00000 G Das
1,00000 Gy Das
1,00000 G D
1,00000 G Dys
1,00000 Cy D
1,00000 Gy Dus
1,00000 C, Day
1,00000 Ca Dix
1,00000 Cy Dux
1,00000 G Dax
1,00000 Gy Dax
1,00000 G Dix
1,00000 G Dhx
1,00000 Gy Diy
1,00000 Gy Dy
0,50000 Dpg Dax
0,50000 Dys Dix
0,50000 Dy Dyx
0,50000 Dy Dis
0,50000 Dax Dus
0,50000 Dig Dy

0,50000 Dis Dyx
0,50000 Dix Dys

0,50000 Dys Duy

Jan)

0,50000 Dy Dy
2,00000 Cy Ca
1,00000 Dy Daw
0,50000 Dy Daw
0,50000 Dag Das
0,50000 Dax Dax
2,00000 Cy Dys
2,00000 Cy Dax
1,00000 Dys Dax

JN )

1,00000 Dy D
0,50000 Dy Dy
0,50000 Dy D
2,00000 G, G
0,50000 Dig Dig
0,50000 Dy D
2,00000 G, Dg
2,00000 G, Dix
1,00000 D;s Dix

J@y)

1,00000 Day D
0,50000 Day Daw
0,50000 Dy Din
2,00000 Gy Cy
0,50000 Dys Dys
0,50000 Dyx Dhx
2,00000 Cy Dys
2,00000 Cy Dyx
1,00000 Dys D

JNaws)

1,00000 Djs Dss
0,50000 Dys Das
1,00000 Das Dys
0,50000 Dis Dis
1,00000 Dig Dys
0,50000 Dy Dys
2,00000 Cs Cs
0,50000 Dsy Dex
2,00000 Cs Dsx

IV (ex)
1,00000 Dax Dix
0,50000 Dpx Dax
1,00000 Dayx Dux
0,50000 Dy Dy

I
1
1
I
i
1
1
I
I
|
I
I
I
I
I
1
I
|
!
!
|
|
!
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|
|
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!
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I
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|
|
|
I
[
[
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
{
!
[
|

IO op-a5)

I n-ax)

J o)

IV @r-ax)

J e ex)

JN e ax)

JHNon+ )

I ot on)

I s )

It ax)

J®(arran)

I+ as)

J? o+ ax)

J® (et w5)

IP (@)

APENDICE

Quantum triplo, TR

1,00000 Dix Dux |
0,50000 Dy Dyx 1
0,50000 Dgx Dsx |
2,00000 Gy Cyx
2,00000 Cy Dsx

1,00000 Dys Das
1,00000 Dy Dax
1,00000 Dis D
1,00000 Dix Dix
1,00000 Dys Dys
1,00000 Dyx Dy
2,00000 Dy, Dy
2,00000 Daw Daw
1,00000 Dys Das
1,00000 Day Dax
2,00000 Dy Dy
1,00000 Dys Dis
1,00000 Dy Dix

1,00000 Dys Dus

|
1
|
!
|
|
!
I
|
|
|
|
|
|
1
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
I
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
1
|
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i
|
|
!
I
!
I
|
1
i
[
|
|
|
|
|
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|
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1
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
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1,00000 Dyx Dux

J s+ o)
2,00000 De Dex

R(1,2)

J"M )
1,00000 Dax Dix
0,50000 Dax Dax
1,00000 Day Dyx
0,50000 Dix Dix
1,00000 Dix Dy
0,50000 Dy Dix
-0,50000 Dsx Dsx
-2,00000 Gy Cx
-2,00000 Cx Dsx

R(1,3)

I )
1,00000 Dxs Dis
0,50000 Das Das
1,00000 Das Dus
0,50000 D Dis
1,00000 Dis Dys
0,50000 Dys Dus
-2,00000 Cs Cs
-0,50000 Dsyx Dsx
-2,00000 Cg Dsy

R(1,4)

J® s+ )
-2,00000 Dy Dsx

R(2.2)

J®(0)
1,00000 C, Ca

|
|
|
!
|
|
|
|
!
1
|
1
!
1
I
|
!
|
!
|
|
|
|
|
|
|
|
|
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|
|
|
|
|
|
!
I
|
1
|
|
|
|
1
1
!
!
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
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2,00000 C, G
2,00000 C, Gy
0,25000 Das Das
0,50000 Dys Dy
0,50000 Dyag Dus
0,25000 Dax Dax
0,50000 Dax Dix
0,50000 Dax Dux
1,00000 G G
2,00000 G Cy
0,25000 D Dis
0,50000 D Dys
0,25000 Dix Dix
0,50000 Dix Dix
1,00000 Cy Cu
0,25000 Dys Dws
0,25000 Dy Dhx
1,00000 Cy Djs
1,00000 C, D
1,00000 Ca Dus
1,00000 G Dys
1,00000 Gy Das
1,00000 G, Dis
1,00000 G Dys
1,00000 Cy D
1,00000 Cy Dys
-1,00000 Cy Dax
-1,00000 C, D
-1,00000 Cy D
-1,00000 G, Dax
-1,00000 Cy D
-1,00000 G D
-1,00000 G, Dyx
-1,00000 Cy Dix
-1,00000 Cy D
-0,50000 Dys Dax
-0,50000 Das Dix
-0,50000 Dis Dy
-0,50000 Dax Dis
-0,50000 Dix Dws
-0,50000 Dys Dix
-0,50000 Dis Dy
-0,50000 Dy Dys
-0,50000 Dys Dux

I(an)

0,50000 D_q] Dm
2,00000 C, C,
1,00000 Dy Dam



226

0,50000 Day Da |
0,50000 Dyas Das
0,50000 Day Dax
2,00000 Cx Das
-2,00000 Cy Dax
-1,00000 Das Dax

@)
1,00000 Dy Diw
0,50000 Dy Dy
0,50000 Dy D
2,00000 G G
0,50000 Dis Dis
0,50000 Dix Dix
2,00000 G Dig
-2,00000 G Dix
-1,00000 D Dix

JMany)
1,00000 Dy D
0,50000 Day Dan
0,50000 Dy Dy
2,00000 Cy Cy
0,50000 Dys Dus
0,50000 Dyx Dux
2,00000 Gy Dys

-2,00000 Gy Dux

-1,00000 Dys Dux

I )
1,00000 Dyus Dis
0,50000 Das Das
1,00000 Das Dus
0,50000 Dg Dyg
1,00000 Dis Dhs
0,50000 Dys Dus
2,00000 Cs Cs
0,50000 Dsx Dsx
-2,00000 Cs Dsx

M)

1,00000 Dax Dix
0,50000 Dy Dix
1,00000 Dy Dux
0,50000 Dy Dix
1,00000 Dy Dux
0,50000 Dy Dhax
0,50000 Dsx Dsx
2,00000 Cx Cx
2,00000 Cy Dsx

|
|
|
|
|
|
I
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
I
I
!
I
|
|
1
!
[
|
|
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|
|
!
|
|
!
!
I
|
1
|
|
|
!
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

J°(@,-0)
1,00000 Dag Das

IO won-x)
1,00000 Dax Dax

I - ax)
1,00000 Dis Dis

I er-ax)
1,00000 Dix Dix

I any-ox)
1,00000 Dys Dy

Jerr-ax)
1,00000 Dy Dix

JO(@5-ax)
2,00000 Dy Dsx

Jm(ﬁ’ﬁﬂ' )
2,00000 Dy Dy

JPop+ o)
2,00000 Dy Dam

J®(on+ )
1,00000 Dy Das

It
1,00000 Dax Dax

J¥(ar+oy)
2,00000 D Din

JP(@+ws)
1,00000 Dig Dis

IO (@)
1,00000 Diy Dix

I oprt )
1,00000 Dys Dus

JP - ax)
1,00000 Dyux Dux

R(2,3)

|
|
|
|
[
|
|
!
|
I
[
|
1
1
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
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I
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|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
I
I
|
I
!
1
1
I
|
|
|
!
|
|
|
|

APENDICE

I ws-ax)
-2,00000 Dgy Dy

JN )
1,00000 Dyg Dig
0,50000 Das Das
1,00000 Dys Dys
0,50000 Dis Dis
1,00000 Dis Dys
0,50000 Dys Dys
-2,00000 Gs Cs
-0,50000 Dsy Dsx
2,00000 Cs Dsx

R(3,3)

J\'O)(O)
1,00000 C, C,
2,00000 C, G
2,00000 C, Cy
0,25000 Dys Dag
0,50000 Dys Dis
0,50000 Dys Dwus
0,25000 Day Dax
0,50000 Dy Dy
0,50000 Dax Dix
1,00000 G G
2,00000 G Cy
0,25000 Dig Dis
0,50000 Dig Dys
0,25000 Dix Dy
0,50000 Dy Dux
1,00000 Cy Cu
0,25000 Dys Dus
0,25000 Dy Dwx
-1,00000 C, Dy
-1,00000 C, Dis
-1,00000 C, Dus
-1,00000 G, Dys
-1,00000 Cy Das
-1,00000 G Dig
-1,00000 G, Dus
-1,00000 Gy Ds
-1,00000 Cy Dys

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
!
|
|
I
I
1
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
!
|
|
|
!
|
1
!
!
|
|
|
I
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
I
|
|
|
|
|
|
|
|
I
|
[

1,00000 C, Day
1,00000 C, Dy
1,00000 Gy Dux
1,00000 G Dax
1,00000 Cy Dax
1,00000 G Dy
1,00000 G Dy
1,00000 Gy, Dix
1,00000 Gy Dux
-0,50000 Dypg Dax
-0,50000 Das Dix
-0,50000 Dag Dux
-0,50000 D,y Dis
-0,50000 Dy Dys
-0,50000 Dis Dy
-0,50000 Dis Dux
-0,50000 Dix Dys
-0,50000 Dys Dhx

J(1)( @)
0,50000 Da Dy
2,00000 C, Cy
1,00000 Dy Dan
0,50000 Day Dam
0,50000 Dys Das
0,50000 Dy Dax
-2,00000 Gy Dys
2,00000 Cy Dax
-1,00000 Dag Dax

@)
1,00000 Dy D
0,50000 Dy Dy
0,50000 Dy D
2,00000 G G
0,50000 Dis Dig
0,50000 Dix D
-2,00000 G Dyg
2,00000 G, Dy
-1,00000 Dig D

I ea)
1,00000 Day Dine
0,50000 Day Dam
0,50000 Dy Dy
2,00000 Gy Gy
0,50000 Duys Dws
0,50000 Dy Dux
-2,00000 Gy Dus
2,00000 Gy Dyx

-1,00000 Dys Dux

|
1
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
I
|
|
|
|
|
!
|
1
I
|
!
I
!
|
|
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|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
I
!
I
I
I
!
|
|
|
!
|
|
I
1
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
!
|
I
I
|

JM(aws)

1,00000 Dys Dig
0,50000 Dag Dasg
1,00000 Dys Dys
0,50000 Dg Dig
1,00000 Dis Dys
0,50000 Dys Dys
2,00000 Cs Cs
0,50000 Dgy Dex
2,00000 Cs Dex

M)
1,00000 Dy Diy
0,50000 Day Dax
1,00000 Dax Dy
0,50000 Dy Dy
1,00000 Dix Dwx
0,50000 Dy Dhex
0,50000 Dgy Dsy
2,00000 Cx Cx
-2,00000 Cy Dsx

Jm(mr(ﬂs)
1,00000 Dys Dis

I wp-wy)
1,00000 Dax Dax

J - a2s)
1,00000 O Dg

@ -ax)
1,00000 Dy Dix

I an-s)
1,00000 Dys D

J (o)
1,00000 Dy Owx

JO(e5-ax)
2,00000 Dy Dy

J?(wp+ @)
2,00000 Dy, Dy

J®(wu+ )
2,00000 Day Dam

J® (p )




1,00000 Das Dhs

I o +ax)
1,00000 Dax Dax

J¥ a+an)
2,00000 Dy Diw

JP @t ws)
1,00000 Dis Dis

P @+ ay)
1,00000 Dix Dix

J® et w5)

1,00000 Dns Dus

J® ot o)

1,00000 Dyx Dy

R(3,4)

I )
1,00000 Dyy Dy
0,50000 Day Dax
1,00000 Dax Dwx
0,50000 Dy Dix
1,00000 Dix Dux

0,50000 Dyx Dux

-0,50000 Dsx Dsx
-2,00000 Cx Cx
2,00000 Cy Dsx

R(4,4)

J(ﬁ)(o)

1,00000 C, Cy
2,00000 G, G
2,00000 C, Gy
0,25000 Dys Das
0,50000 Dus Dis
0,50000 Djs Dys
0,25000 Dax Dax
0,50000 Dux Dix
0,50000 Dax Oy
1,00000 G G
2,00000 G Gy

0,25000 Dis Dig
0,50000 Dig Ds
0,25000 Dy Dix
0,50000 Dix Dux
1,00000 Cy Cy
0,25000 Dys Dis
0,25000 Dyy Dhex
-1,00000 C, Dys
-1,00000 G, Dis
-1,00000 C, Dys
-1,00000 G Das
-1,00000 Gy Dys
-1,00000 G D
-1,00000 G, Dys
-1,00000 Gy Ds
-1,00000 Cy Dws
-1,00000 C, Dax
-1,00000 C, Diy
-1,00000 C, Dyx
-1,00000 G Day
-1,00000 Cy Dax
-1,00000 G Dy
-1,00000 G Dwx
-1,00000 Gy Dy
-1,00000 Cy Dy
0,50000 Dag Day
0,50000 D,s Dix
0,50000 Das Dux
0,50000 Duy Dig
0,50000 Dax Dus
0,50000 D Dix
0,50000 Dis Dux
0,50000 Dix Dws
0,50000 Dyg Dy

V()
0,50000 Dy Da
2,00000 C, C,
1,00000 Dy Day
0,50000 Dy Dam
0,50000 Dag Dhas
0,50000 Dax Dax
-2,00000 Cy Das

-2,00000 C, Dy
1,00000 Dps Dax

I a)

1,00000 Dy Dy
0,50000 DM D,q|
0,50000 Dy Dy
2,00000 G G

APENDICE

0,50000 Dis Dis
0,50000 Dix D
-2,00000 G Dy
-2,00000 G Dy
1,00000 Dis Dix

JM (@)
1,00000 Dy D
0,50000 Dap Dam
0,50000 Dy D
2,00000 Cy Cu
0,50000 Dys Dus
0,50000 Dyy Dux
-2,00000 Gy Dus
-2,00000 Cy Dux
1,00000 Dus Dwux

JD ()
1,00000 Dys Dis
0,50000 Das Das
1,00000 Das Dws
0,50000 Dis Dis
1,00000 Dis Dys
0,50000 Dy Dys
2,00000 Cs Cs
0,50000 Dsx Dsx
-2,00000 Cg Dsy

M)
1,00000 Duy Dix
0,50000 Dax Dux
1,00000 Day Dyx
0,50000 Dk Dy
1,00000 Dy Dux
0,50000 Dyux Dwx
0,50000 Dgy Dsx
2,00000 Gy Cx
-2,00000 Cy Dgx

JO(a-25)
1,00000 Dys Das

I wp-a)
1,00000 Dy Dax

I ar-a)
1,00000 Dy Dis

I @-ax)

|
]
]
]
I
I
I
I
I
I
I
|
|
I
|
|
|
|
|
|
I
|
|
|
|
|
|
|
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|
|
|
I
I
|
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I
1
I
I
I
|
1
I
I
|
I
|
|
|
|
|
|
|
| 1,00000 D Dix
1

|

|

I aa-ax)
1,00000 Dys Dus

I o)
1,00000 Dy Dy

J P ont-a2)
2,00000 Dy Dy

JB p+ )
2,00000 Das D

I wn+ws)
1,00000 D,qs DAS

S op+ax)
1,00000 Dax Dax

J? @+
2,00000 Diy Diy

J? @+ ws)
1,00000 Dis Dis

J® e+ )
1,00000 Dy Diy

JB ot e0s)
1,00000 Dyg Dys

W ax)
1,00000 Dy Dyex

I+ ax)
2,00000 Dex Dex
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R(1,1)

JM(O)
1,00000 C, C,
2,00000 G, G
2,00000 G, Gy
2,00000 G, G5
0,25000 Dax Dax
0,50000 Dux Dix
0,50000 Dax Dux
0,50000 Dax Dgy
1,00000 G G
2,00000 G Gy
2,00000 G Cs
0,25000 Dix Dix
0,50000 Dy Dx
0,50000 Dix Dsx
1,00000 Gy Gy
2,00000 Gy Gs
0,25000 Dyux Dhx
0,50000 Dyx Dex
1,00000 Cs Cs
0,25000 Dsy Dsy
1,00000 Cy Dax
1,00000 Cy Dix
1,00000 Cy Dyx
1,00000 Cy Dsx
1,00000 G Dayx
1,00000 Gy Dax
1,00000 Cs Dax
1,00000 G Dy
1,00000 G Dyx
1,00000 G Dgx
1,00000 Gy Dix
1,00000 Cs D
1,00000 Cy Dux
1,00000 Gy Dsx
1,00000 Cs Dy
1,00000 GCs Dsx

JMan)
0,50000 Dy Dy
2,00000 C, C,
1,00000 Day Dap
1,00000 Dy Dag
0,50000 Dy Dam
1,00000 Dy Das
0,50000 D,s Das
0,50000 Dax Dax
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2,00000 Cp Dax

JNa)

1,00000 Dy D
0,50000 Dy, Dy
1,00000 Dy Dis
0,50000 Dy Dy
1,00000 Dy Dis
0,50000 Dis Dis
2,00000 G G
0,50000 Diy Dy
2,00000 C; Dy

JN )

1,00000 Daw Dt
0,50000 Day Daw
1,00000 Day Dys
0,50000 Dy Dy

1,00000 Dyy Dus
0,50000 Dys Dus
2,00000 Cy Gy

0,50000 Dy Dux
2,00000 Gy Dix

J M)

1,00000 Dys Dis
0,50000 Das Das
1,00000 Das Dys
0,50000 Dis Dis
1,00000 Dig Dys
0,50000 Dys Dus
2,00000 Cs Cs
0,50000 Dgy Dsy
2,00000 Cs Dex

I @)

1,00000 Dax Dix
0,50000 Dax Dax
1,00000 Dax Dux
1,00000 Day Dsx
0,50000 D Dix
1,00000 Dy Dux
1,00000 Dy Dsx
0,50000 Dyx Dy
1,00000 Dyx Dsx
0,50000 Dsy Dsy
2,00000 Cx Gy

J won-ax)

I
|
|
|
|
|
|
|
|
|
I
|
I
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
1
1
1
1
!
|
|
!
I
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
I
|
!
I
!
!
|
|
|
|
|
|
|
|
|
I
|
|
|
|
|
|
1
I
I
I
I
1
!
|
1
|
I
!
|
|
|

1,00000 Dax Dax

I -ax)
1,00000 Dy Dix

I ane o)
1,00000 Dy Dyex

I g-a5)
1,00000 Dsx Dsx

JH wata)
2,00000 Dy Dy

B pt com)
2,00000 Dapy Dam

Iy axs)
2,00000 Das Das

JP o+ ay)
1,00000 Dax Dax

J®(a+an)
2,00000 Dy D

I &+ as)
2,00000 Ds Dig

JP o o)
1,00000 Diy Oy

JB ot a35)
2,00000 Dus Dus

J® et )
1,00000 DOwx Dwux

JP (@s+ax)
1,00000 Dy Dsx

R(1,2)

Iy
1,00000 Dux Dy
0,50000 Day Dax
1,00000 Dax Dux

1,00000 Dy Dgx
0,50000 Dy Dy
1,00000 Dix Dy
1,00000 Dy Dsx
0,50000 Dyx Dx
1,00000 Dy Dsx
0,50000 sz sz
-2,00000 Cy Cx

R(2,2)

J(Ol(o)
1,00000 Cy Ca
2,00000 C, G
2,00000 G, Cy
2,00000 G, Cs
0,25000 Dux Dax
0,50000 Duy Diy
0,50000 Dy Dyx
0,50000 Day Dsx
1,00000 G G
2,00000 G Gy
2,00000 G, Cs
0,25000 Dy Dy
0,50000 Dix Dux
0,50000 Dy Dsy
1,00000 Gy Cy
2,00000 Gy Cs
0,25000 Dyy Dux
0,50000 Dyx Dsx
1,00000 Cs Cs
0,25000 Dex Dex
-1,00000 C, Dy
-1,00000 C, Oy
-1,00000 Ca Dix
-1,00000 C, Dsx
-1,00000 G, Day
-1,00000 Gy Dy
-1,00000 Cs Dax
-1,00000 G Dy
-1,00000 G Dhx
-1,00000 G Dsx
-1,00000 Cy, Dix
-1,00000 Cs Dy
-1,00000 Cy Dyx
-1,00000 G, Dsx
-1,00000 Cs Dux

-1,00000 Cs Dsx

J“,(&)A)
0,50000 Dy, Dy,
2,00000 C, Cy
1,00000 Dy Day
1,00000 Dy, Das
0,50000 Dy Dam
1,00000 Day Das
0,50000 DOas Das
0,50000 Dyx Day
-2,00000 G, Dax

I @)
1,00000 Dy D
0,50000 D,, Da
1,00000 Dy, D
0,50000 Dy D
1,00000 Dy Dis
0,50000 Dis Dis
2,00000 G G
0,50000 D Dix
-2,00000 C, Dy

JU)(W)
1,00000 Dy Dy
0,50000 Day Dam
1,00000 Dy Dus
0,50000 Dy D
1,00000 Dy Dy
0,50000 Dys Dus
2,00000 Gy Gy
0,50000 Dy Diyex
-2,00000 Cy D

1,00000 Dis Dss
0,50000 Dyg Das
1,00000 Das Dus
0,50000 Dis Dis
1,00000 Dis Dus
0,50000 Dy Dus
2,00000 Cs Cs
0,50000 Dsx Dsx
-2,00000 Cs Doy



1,00000 Dax Dyx
1,00000 Dax Dsx
0,50000 Diy Dix
1,00000 Dix Dy
1,00000 Dix Dsx
0,50000 Dy Dwx
1,00000 Dyx Dsx
0,50000 Dsy Dgx
2,00000 Cx Cx

JO(an- )
1,00000 Day Dax

I ar-ax)
1,00000 Dy Dix

I - ax)
1,00000 Dy Dhec

I w5-ax)
1,00000 Dsx Dsx

JP o+ )
2,00000 Dy, Dy,

I o)
2,00000 Dy Dawa

IO+ s)
2,00000 Das Das

I ntex)
1,00000 Dax Dix

J(?)( m_‘_m)
2,00000 Dy Dy

P +ws)
2,00000 Dis Dis

I ar+ax)
1,00000 Dix Dix

JP e ws)
2,00000 Dys Dus

J® e o)
1,00000 Dyx Dux

S wst+ax)
1,00000 Dsy Dsx

!
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0,50000 Oy Dy,
1,00000 Dy Daw
2,00000 C, Cy
1,00000 Dy Das
1,00000 Dy Dax
0,50000 Dgu D
1,00000 Day Das
1,00000 Dy D
0,50000 Das Das
1,00000 Das Dax
0,50000 Day Dag

JNa)

1,00000 Dp D
0,50000 Dy Dy
1,00000 Dy Dis
1,00000 Dy Dix
0,50000 Dy D
1,00000 Dy Dis
1,00000 Dy Dix
0,50000 Dis Dis
1,00000 Dis D
0,50000 Dy Diy
2,00000 G G

an

1,00000 Dy O
0,50000 Dap Dam
1,00000 DOam Dws

|
!
|
!
|
1
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
!
I
|
1
1
|
|
|
[
|
|
|
|
|
|
|
!
|
I
|
|
!
i
[
1
I
|
|
1
!
|
|
|
|
I
|
|
|
I
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
1
|
|
|
|

2,00000 Cs GCs

I ey)

1,00000 Dyay Dix
0,50000 Dax Dax
1,00000 Dax Dyx
1,00000 Dax Dsx
0,50000 Dy Dix
1,00000 Dix Dyx
1,00000 Diy Dsx
0,50000 Dy Dix
1,00000 Dy Dsx
0,50000 Dsy Dsx
2,00000 Cx Cx

Jm(mﬁ(ﬂn)
2,00000 Dy Dy

PN ot )
2,00000 Day D

I op+ o)
2,00000 Dps Dag

J (wnt+ax)

2,00000 Dax Dax

JP o+ o)
2,00000 Dy Die

|
|
|
|
|
I
|
1
I
1
1
1
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
!
|
|
I
|
I
1
|
!
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
[
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
1
1
|
I
I
1
!
|
1
I
1
|
|
|
|
|
|

R(1,1) 1,00000 Da Diux |
0,50000 Dy Dy ' JP(r+as)

J90) 1,00000 Dy Dus |, 2,00000 Ds Dig
2,00000 C, G 1,00000 Dy Dyx
1,00000 C, Ca 0,50000 Dys Dus | J® (ot an)
2,00000 C, Gy 1,00000 Dys Dux ' 2,00000 Dy Diy
2,00000 C, Cs 0,50000 Dyy Dhx
2,00000 C, Cx 2,00000 Cy Gy | JP(wne+s)
1,00000 G G 2,00000 Dys Dus
2,00000 G Cy J(aws)
2,00000 G G5 1,00000 Dus Dis ' JP(angroy)
2,00000 G Cx 0,50000 Das Das | 2,00000 Dy Dyx
1,00000 Cy Cu 1,00000 Das Dys
2,00000 Gy Cs 1,00000 Das Dsx 1 JP(es+ay)
2,00000 Gy Cx 0,50000 Dis Dis 2,00000 Dsx Dsx
1,00000 Cs Cs 1,00000 Dis Dys
2,00000 Cs Cx 1,00000 Djs Dsx
1,00000 Cy Cx 0,50000 Dys Dys

1,00000 Dys Dsx
JV () 0,50000 Dsx Dsx




Resumo

O TRABALHO DESCRITO nesta dissertagdo teve como objectivo a utilizagdo da espectros-
copia de rcs_sqnﬁ.lf_xgia magnética nuclear (RMN) para o estudo de equilibrios de
cc;-rnplex-a-gio dos catides metdlicos do grupo 12 com ligandos de natureza biolégica
(citidina e giicilglicina) ¢ também o estudo tedrico e experimental da relaxagdo
transversal de transi¢gdes de quantum muiltiplo em RMN, especificamente, o cdlculo
tedrico € a determinagdo experimental de constantes de tempo de relaxagio 7.

Foram desenvolvidos e adaptados dois métodos experimentais para o cilculo
de constantes de estabilidade a partir dos desvios quimicos de RMN e foram avalia-
das as condigdes preferenciais da sua aplicagdo. Foi também discutida a escolha do
padrdo de referéncia interna para os desvios quimicos nestas experiéncias e a defini-
¢do dos estados de referéncia para o cdlculo das constantes de estabilidade. Foram
calculadas as constantes de estabilidade para os complexos bindrios formados pelos
caties H', Zn™, Cd™* ¢ Hg" com os ligandos citidina e glicilglicina e os complexos
terndrios mistos destes ligandos com os catides bivalentes do grupo 12 e foi avaliada
a presenga de cooperatividade na formagdo deste (ltimo tipo de complexos.

Na Parte respeitante aos estudos sobre a relaxagdo nuclear foi calculada a
matriz de relaxacdo de Redfield para as coerénc_ias_ c_ie quantﬁm nﬁld, simples, duplo,
triplo, quddruplo e quintuplo num sistema de 5 nicleos de nimero quéintico de spin
1/2, ndo acoplados ou fracamente acoplados, que relaxam mutuamente por interacgdo
dipolar directa e indirecta ¢ por anisotropia de desvio quimico. Foram também
desenvolvidas duas sequéncias de impulsos simples para a determinagdo das constan-
tes de relaxagdo T, das transi¢des de quantum nulo e quantum duplo num sistema
AX fracamente acoplado, que foram aplicadas ao caso dos niicleos de H-5 e H-6 da

citosina em solugdes de D,0.




Résumé

LE TRAVAIL DECRIT dans cette dissertation a eu comme objectif l'utilisation de la
spectroscopie de résonnance magnétique nucléaire (RMN) pour l'étude des équilibres
de complexation des cations métalliques du groupe 12 avec des ligands biologiques
(ciudine et glicilglicine) et aussi 'étude théorique et expérimental de la relaxation
transversal des transitions de quantum multiple, spécifiquement, le calcul théorique
et la détermination expérimental des constantes de temps de relaxation, T5.

Deux méthodes expérimentales ont été développées et adaptées pour le calcul
de constantes de stabilit€ avec l'utilisation de la déviation chimique en RMN. Le
choix de la référence interne et 1'établissement de 1'état de référence pour les constan-
tes d'équilibre a été discuté. Les valeurs des constantes d'équilibre pour les comple-
xes binaires formés entre les cations H', Zn®*, Cd** et Hg™" et les ligands cytidine et
glicilglicine, et aussi bien les correspondants complexes ternaires mixtes, ont été
calculés. Dans le cas des complexes ternaires la présence de cooperativité a été
évaluée.

Dans la derniére partie de la dissertation, est présentée la matrice de Redfield
pour toutes les cohérences d'un systéme de cing nucléus, faiblement couplés, avec
relaxation intramoléculaire pour interaction dipdle-dipdle et anisotropie de déviation
chimique. Deux séquences d'impulsions ont été¢ développés pour la mesure de la

relaxation de quantum nul et quantum double dans un systeme AX (cytosine).




Abstract

THE OBJECTIVE OF THE WORK described in this dissertation was to study the
complexation equilibria of group 12 cations with small biological ligands (cytidine
and glycylglycine) by the application of nuclear magnetic resonance spectroscopy
(NMR), and also the theoretical and experimental study of transverse relaxation in
multiple quantum NMR transitions, namely, the theoretical calculation and
experimental determination of transverse relation time constants, T,

In Part II, two experimental methods were presented for the calculation of
stability constants based on the NMR chemical shifts and the conditions of applica-
bility of these methods were evaluated. The choice of the internal chemical shift
standard for the experiments was discussed as well as the definition of the reference
states for the calculated stability constants. Stability constants were calculated for
binary complexes formed between the cations H', Zn**, Cd** and Hg”* and the
ligands cytidine and glycylglycine, and for the corresponding temary mixed com-
plexes; in the latter case the presence of cooperativity was evaluated.

In Part III, the Redfield relaxation matrix was calculated for all the coherences
in a five 1/2-spin system, weakly coupled, with intramolecular relaxation by dipole-
dipole and chemical shift anisotropy interactions. Two simple pulse sequences were
developed for the measurement of zero and double quantum transverse relaxation in

an AX system (cytosine),
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