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RESUMO

Novos Complexos de Ru(ll) e Mg(ll) com flavondides: atividade toxica,

sitios ativos e mecanismos de acao. O uso de pesticidas na agricultura com a

finalidade de aumentar e assegurar a producdo de alimentos para uma populacéo
mundial crescente tem gerado preocupac¢fes quanto aos riscos para a saude humana e
ao meio ambiente. Por isso, pesquisas por novas estratégias que buscam uma
alternativa mais segura sao importantes. Com este objetivo, neste trabalho
desenvolveu-se novos complexos de ruténio(ll) e magnésio(ll) contendo os ligantes
fenantrolina e os flavondides (hesperidina, hesperetina, naringina ou naringenina)
coordenados ao centro metalico. Os complexos foram sintetizados e caracterizados por
analise elementar de C,H,N, absorcdo atbmica e ESI-MS(+). As estruturas foram
investigadas por célculos computacionais e espectroscopia de RMN de *H e *C NMR.
Os complexos sdo estaveis no estado sélido, na maioria dos solventes organicos
testados e em varios pH's e, sdo mais hidrosolUveis e liposoluveis que o flavonéides
livres. Os complexos apresentaram atividade inseticida frente as formigas cortadeiras
Atta sexdens rubropilosa com um modo de acao lento. A atividade da enzima AChE foi
moderadamente inibida por complexos de Ru®*, enquanto os complexos de Mg?* foram
inibidores potentes somente para a enzima colinesterase de Atta sexdesns rubropilosa,
indicando alta seletividade para insetos. Além do mais, 0s compostos sao
essencialmente ndo téxicos para a bactéria aquatica Vibrio fischeri e para células HelLa.
Os complexos de Mg?" apresentaram algumas propriedades que merecem ser
destacadas: (i) nos experimentos eletroquimicos em solugdo aquosa observou-se a
formacdo de um mecanismo ciclico e estavel envolvendo espécies neutras, idnicas e
radicalares; (ii) foram melhores sequestradores do radical superdoxido em comparagao
aos flavonoides livres; (iii) e apresentaram fluorescéncia azul intensa fortemente
dependente do meio, podendo atuar como sistemas fluorescentes do tipo "on/off" em
funcdo do solvente e em funcdo do pH. A fluorescéncia permitiu detectar por
microscopia confocal a alta absorcdo dos complexos de magnésio nas células Hela.
No conjunto, as propriedades fisico-quimicas e biolégicas observadas para o0s
complexos de Ru?* e Mg** abrem novas fronteiras de aplicacdo para estes compostos

nas diversas areas da ciéncia como agricultura, medicina e materiais opticos.
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ABSTRACT

New Complexes of Ru(ll) and Mg(ll) with flavonoids: toxic activity,

active sites and mechanisms of action. The use of pesticides in agriculture, in
order to enhance and ensure food production for a growing population has led to many
concerns about risks to human health and the environment. Therefore, search for new
strategies which seek a safer alternative is very important. With this aim, herein we
describe new ruthenium(ll) and magnesium(ll) complexes containing phenanthroline
and flavonoids (hesperidin, hesperetin, naringin or naringenin) ligand, These complexes
were synthesized and characterized by elemental analysis (C,H,N), atomic absorption
and ESI-MS(+). The structures were investigated by computational calculation and *H,
13C NMR spectroscopic techniques. The complexes are stable in solid state, in most of
the organic solvents tested and at various pH values. They are more hydrosoluble and
liposoluble than the free flavonoides. The insecticidal activity bioassay against the leaf-
cutting ants Atta sexdens rubropilosa demonstrated that the complexes show a delayed
kill action. The activity of the Electrophorus electricus AChE enzyme was moderately
inhibited by the Ru?** complexes whereas the Mg** complexes were powerfull inhibitors
only against AChE of Atta sexdens rubropilosa, indicating their high selectivity to
insects. Further, the complexes are essentially non-toxic to the aquatic bacterium Vibrio
fischeri and to human HeLa cells. The Mg®* complexes presented unique properties: (i)
in the electrochemical experiments in aqueous solution was observed the formation of a
cyclic mechanism stable involving neutral, ionic and radical species; (i) are better
scavenger superoxide radical than the free flavonodides; (iii) presents a strong blue
fluorescence. They act as an “on/off” fluorescent switch through the changing of the
medium, solvents and pH. The fluorescence observed by confocal microscopy allowed
to detect the high absorption of the magnesium complexes in the HelLa cells. Overall,
the physicochemical and biological properties observed for Ru®* and Mg®* complexes
opens new frontiers of application for these compounds in various areas of science such

as agriculture, medicine, and optical materials.

XiX



SUMARIO

p
LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS.......coooiiii et Y
LISTA DE FIGURAS . ... ettt et e e e et e e e e e e eanan viii
LISTA DE TABELAS . ... ettt ettt ettt e e et e e e e e e e e e e e e n e XV
LISRA DE ESQUEMAS......ooiiiiiiiieiee ettt e et e e ettt e e e e e e s nnnaeeeae s XVii
RESUMO ...t e et e e e e et e e e e e e et e e Xviii
A B ST R A T e et Xix
CAPITULO 1
1- INTRODUGAO . ......coiiti ittt ettt 2
1.1- Importancia da agricultura e pecuéria no Brasil..........cccccceeene. 2
1.2 - Pragas Agro-pastorilflorestal do Brasil............ccccooiiiiiiiiiiiiiienn. 2
1.2.1- FOrmigas COrtadeiras..........uuuuuuiuiiiiiieeeeeeeeeeee e e e e e e eeananns 3
1.2.2 - Danos e beneficios causados pelas formigas cortadeiras.............. 4
1.3- Controle de Pragas Agro-pastorilflorestal do Brasil................... 5
1.3.1- FaNe [ (0] 10 ) (ol o - F PR 6
1.3.2- Controle de formigas cortadeiras..........cccccceeeeeeeeeeieeeeeeeeeeee e 7
14 - 1 ST o] o = TSR 8
1.4.1 - RESAIVAS. ....eeiiiiiiiiiiiiiee e 8
1.4.2- INSetiCidas NALUTAIS...........coeveviiiiii e e e e e e 9
1.4.2.1 - FIaVONOIAES. .....coe it 9
1422 - Complexos metal-flavondides...............ooviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeii, 11
1.43- Inseticidas SINtEtICOS INOIGANICOS........uureriiiiiiiieeeeeeee e 11
15- Os metais nos sistemas biol0gICOS........uuvvviiiiiiiiiiiiiiis 13
15.1- Quimica e Biologia do RULENIO.............uuuiiiiiiiieee e 13
1.5.2- Quimica e Biologia do Magnésio..............cecuuiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeie 14
1.6 - \Y/[e Yo [oJo [0 Y o3 - Lo RO PPPPPPPUPPTR 15
1.7 - Busca de novas estratégias para o controle de formigas
(od0] k= To 111 = TR 16
CAPITULO 2
2- OBUIETIVOS. ...ttt ettt e e e e e eeas 18

XX



2.1 - (@] o =21\ 0 o = | 18

2.1.1- Objetivos €SPECITICOS........cvveiiiiiiiciee e 18
CAPITULO 3
3- PARTE EXPERIMENTAL. ..ot 20
3.1- REAGENTES ... 20
3.2- Preparac8o doS COMPIEX0S...coiciiiiiiiieiiiiieceeeciei e 21
3.2.1- Sintese de cis-[RuCly(phen);] (complexo precursor)...................... 22
3.2.2- Sintese de cis-[Ru(hesp)(phen)2](PFs) (complexo 1)............cceeee.... 23
3.2.3- Sintese de cis-[Ru(hespt)(phen)2](PFe) (complexo 2).........cccceee..es 23
3.2.4 - Sintese de cis-[Ru(ngina)(phen)2](PFe) (complexo 3).......ccccceeeenes 23
3.25- Sintese de cis-[Ru(ngnina)(phen),](PFe) (complexo 4)................... 24
3.2.6 - Sintese de cis-[Mg(hesp)2(phen)] (complexo 5).........ccccccvvvvvvrnnnnen. 24
3.2.7 - Sintese de cis-[Mg(hesp)z(phen)] (COmMpIEXO 6)........cceeeriiireeeennanns 25
3.2.8 - Sintese de cis-[Mg(hesp)z(phen)] (COMPIEXO 7).....uveeveeriiiiiiiienaanns 25
3.2.9 - Sintese de cis-[Mg(hesp)2(phen)] (complexo 8)...........cccccvvvvvrnnenn. 25
3.2.10 - Sintese de cis-[Mg(hesp)2(phen)] (complexo 9)..........cccccvvvvvvvrrenene. 26
3.3- Equipamentos e Metodologias........cccceeiviiiieeeieeeeeeeeeen 26
3.3.1- EQUIpameNtos QEraiS. ...........cevvvivuiiiiiiie e e e e 26
3.3.2 - D (L0 Ry (=T = W 1T (= TS 27
3.3.3- ANAlISE EleMENtar.........ccceeeieeci e 27
3.34- Espectrometria de massas com ionizacéo por Electrospray.......... 27
3.35- Espectrometria de absorcdo atdmica de chama..................ccccc..... 27
3.3.6 - Espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado
INAUEIVAMENTE. ... e e e e e e e e e e eeees 28
3.3.7 - Espectroscopia de absor¢éo eletrénica UV-ViS.......ccccccceeeeeeeiininnnn 28
3.3.8- Luminescéncia no estado eStaCioNArio...............eueeeeeeeeeeeeeeeniiiinnnns 28
3.3.9 - Tempo de vida de lumineSCENCIA...........ccceeeeeiiiiiiiiiee e, 29
2.3.10 - Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho.................. 29
3.3.11 - Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear...................... 30
3.3.12 - CAlculos COMPULACIONAIS. ....ceveiieeeeeeieeiee e e e e 30
3.3.13 - EletrOqUIMICA. . .....uveiiiiie e 30

XXi



3.3.14 - Avaliacdo da estabilidade ............cccccoeeiiiiiiiiiiii 31

3.3.14.1 - Estabilidade fotoquimica (efeito da luz).............cccceevvivviiiiiiiinnnn. 31
3.3.14.2 - Estabilidade quimica (efeito do pH)........ccoeeeeeiiiiiiiiiie, 32
3.3.15 - Avaliacao da Solubilidade e Lipofilicidade..................cccuvveeeee. 33
3.3.15.1 - SOIUDIIAAAE. ... 34
3.3.15.2 - Determinag8o de 10g P.....uueiiiiiiiiiiiiiieee 34
3.3.16 - Atividade inseticida: ensaios in vivo com as formigas.................... 35
3.3.16.1 - COlEGE0 B INSEIOS ...ttt 35
3.3.16.2 - BIOBNSAIOS. ...ttt 35
3.3.17 - Modo de acédo: estudo de inibicdo da enzima acetilcolinesterase.. 36
3.3.17.1 - Ensaios com a enzima Acetilcolinesterase EACh(E.e.)................ 37
3.3.17.1.1 - Determinacédo da velocidade da reacdo enzimatica................... 38
3.3.17.1.2 - Determinacédo da porcentagem de atividade da enzima............. 38
3.3.17.1.3 - Determinacéo do tipo de inibicdo da AChE...........cccccccccieeeeennnn. 39
3.3.17.1.4 - Determinac&o do valor de ICsp.....ccovvveieeeeeiiiiiieeeceeee e 39
3.3.17.2 - Ensaios com a enzima Acetilcolinesterase EACh(A.S.I.).............. 39
3.3.17.2.1- Obtencao do extrato de formigas contendo AchE...................... 39
3.3.18 - Ensaios de Ecotoxicidade (testes de toxicidade aguda)................. 40
3.3.18.1 - Bioensaios com V. fischeri (Sistema Microtox®).............cccveveuenne. 40
3.3.19 - Ensaios de citotoxicidade em células humanas.............cccccvveeeeens 41
3.3.19.1 - Cultura das CEIUIAS. ... 41
3.3.19.2 - Ensaio de CitotoXiCidade.............oooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 41
3.2.19.3 - MiCroscopia CONFOCAL..........ccciiiiiiiiiii e 42
3.2.20 - Avaliacdo da atividade sequestradora de radicais superoéxido............ 43
CAPITULO 4

4 - RESULTADOS E DISCUSSAO. ......cooeieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 45
4.1 - Preparacéo e caracterizacédo dos complexos de Ru(ll) (1-4)...... 45
41.1 - Anadlise Elementar e ESI/MS dos complexos 1-4.........cccccccvvveeennnnn. 46
4.1.2 - Espectros vibracionais no 1V dos complexos 1-4............ccccoevveennnns 48
4.1.3 - Espectros eletronicos no UV-Vis dos complexos 1-4..................... 54

XXii



414 - EletrOoqUIMICA.......evveeiiitce e e e e e e

415 - Espectros de RMN dos compleXxos 1-4...........ccccevvvvviveiviiiiiiieeeeenn,
4151 - RMN de *H e *C do complexo L........cccoeeeeeeerivieiieeieereenenenenns
4.15.2- RMN de 'H dos COMPIEXOS 2-4........ccvoveveeeeeeriessiseeeereneeenenen,
4.2 - Preparacéo e caracterizacdo dos complexos de Mg(ll) (5-9)......
421 - Andlise Elementar dos complexos 5-8 e absorcéo atdbmica para 5
422 - Espectros vibracionais no IV dos complexos 5-9.........cccccevviveenenn.
42.2.1 - Espectro no IV do complexo 5.........eeveiiiiiiiiiiie
4.2.2.2 - Espectros no IV dos complexos 6-9...........cceeeeiiiieiieeeeieeieeieieeiinns
4.2.3 - Espectros eletrénicos no UV-Vis dos complexos 5-9.....................
424 - Espectros de RMN de *H dos complexos 5-9..........ccceveeereernne
4241 - RMN de 'H do COMPIEXO 5.....ovvreeereveceeeeeeeeee s,
4.2.4.2 - RMN de *H dos complexos 6-9.........c.cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen e,
425 - Calculos cOMpPULACIONAIS. ....uuuuiiiieeee et
426 - Propriedades €MISSIVAS.........uuuuiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee s
4.26.1 - Luminescécia em diferentes solventes..............occeeevvvviiiiiieeeeeennnn.
4.2.6.2 - Luminescécia em diferentes valores de pH............cccciiiiiiiiiennnnn.
4.2.7 - EletroqUIMICA.......cevveiiiiiccie e e
4.3 - Propriedades FiSiCO-QUIMICAS........cccuuuiiieeriiiiiiiieee e
4.3.1 - Avaliacao da estabilidade quimica e fotoquimica.............ccccceeen..
432 - Avaliacdo da Solubilidade e Lipofilicidade...............ccccceeeieeievennnnnnns
4.4 - Propriedades BiolOQiCaS......ccoeeieieieiiiiiiieiee e
4.4.1 - Atividade inseticida: ensaios in vivo com as formigas cortadeiras.
4.4.2 - Modo de agéo: estudo de inibicdo da enzima acetilcolinesterase..
4421 - Ensaios com a enzima Acetilcolinesterase EACh(E.e.).................
4422 - Ensaios com a enzima Acetilcolinesterase EACh(A.S.I.).........c......
443 - Avaliacdo da Ecotoxicidade (testes de toxicidade aguda)..............
4.4.4 - Ensaios de citotoxicidade com células humanas...............cccuuueeee.
45 - Consideragfes Relevantes..........ccvvvviiiiiiiiiiiiie e
45.1 - SONAAS LUMINESCENTES. ....cciiiiiiiiieii ittt
4511 - Microscopia CONfOCAl........ccouviiiiiiiiiiiiiee e

56
58
59
63

71
72
73
75
81
86
87
90
94
98
99
101
103
109
109
114
116
116
119
119
126
127
129
131
131
132

XXili



45.2 - Radical SUPEIrOXIdO..........cvvvvuiiiiiiiiiiee e 134

4521 - Investigacdes da atividade sequestradora de radicais O, ........ 134

CAPITULO 5

5- CONCLUSOES ..ottt ettt e 139
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......ccovviiiiie e 141
APENDICE Aottt en e 157

XXiV



CAPITULO 1 Introducéo

Copitids 1

Infrodugado



CAPITULO 1 Introducéo

1 - INTRODUCAO

A redacdo desta tese, em grande parte, refere-se a sintese,
caracterizacdo e ensaios toxicologicos de complexos do tipo diimina-metal(ll)-
flavonoide e a potencial aplicacdo destes no controle e/ou combate de insetos praga
quando adicionados as formulacdes pesticidas. Neste caso, usou-se o inseto modelo
Atta sexdens rubropilosa, uma das principais pragas da agricultura brasileira.

1.1 - Importancia da agricultura e pecuéria no Brasil

A agricultura € um setor da economia que influencia significativamente
no desenvolvimento do Brasil. A producdo de alimentos e outras matérias-primas
para o setor agroindustrial contribui para a descentralizagcdo urbana, viabilizando
qualidade de vida para populagdes que vivem no campo e em pequenas cidades. A
agricultura representa 20% das exportacdes, 12% do PIB (Produto Interno Brasileiro)
e gera empregos para 22% da populacéo ativa.*

No periodo de 2000 a 2008, as exportacbes agricolas do Brasil
cresceram 18,6%, em media, por ano. Em 2000 o Pais ocupava o sexto lugar no
ranking dos exportadores agricolas.

No complexo soja (gréo, farelo e 6leo), as exportagcdes mais do que
quadruplicaram, saindo de US$ 4,2 bilhdes em 2000 para US$ 78 bilhdes na safra
2010/2011.% Nos Ultimos dez anos, o Brasil manteve lideranca nas exportacées de
produtos como café, suco de laranja e acucar. No mercado de café a participacéo
brasileira oscilou entre 29% e 33% e, no mercado de suco de laranja o pais é
responsavel por 80% das exportacdes mundiais - a maior fatia de um produto

agricola brasileiro.’

1.2 - Pragas Agro-pastorilflorestal do Brasil

A agricultura e a pecuaria sédo atividades econdmicas indispensaveis
na producdo de alimentos. Porém, tanto a agricultura como a pecuaria possui a
necessidade imediata de espacgo fisico. A agricultura moderna e a criacdo de
pastagens estdo relacionadas ao plantio de extensas areas de monocultura,

diminuindo a diversidade vegetal local e a diversidade animal.* Assim, o uso de
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CAPITULO 1 Introducéo

monoculturas facilita o estabelecimento e o desenvolvimento de insetos que, por
encontrarem nesses locais fontes de alimento em abundancia e auséncia de
inimigos naturais, podem se tornar pragas, com destaque, no Brasil, para as

formigas cortadeiras de género Atta e Acromyrmex.’
1.2.1 - Formigas cortadeiras

As formigas cortadeiras (Figura 1) sdo insetos sociais e pertencem ao
Reino Animal, Filo Arthropoda, Classe Insecta, Ordem Hymenoptera, Familia
Formicidae, Subfamilia Myrmecinae e Tribo Attini.° Os géneros de maior importancia
sdo Atta e Acromyrmex, conhecidas popularmente como saldvas e quenquéns,

respectivamente.

Figura 1. Formigas cortadeiras.

Ja foram identificadas cerda de 45 espécies de formigas cortadeiras,®
as quais sdo responsaveis por grandes perdas na atividade agro-pastorilflorestal.
Elas cortam os vegetais e transportam os pedacos para o formigueiro onde, em
camaras especiais, esse material € utilizado para o cultivo de um fungo simbionte,
Leucoagaricus gongylophorus do qual se alimentam.’

As formigas cortadeiras apresentam grande distribuicdo desde o sul
dos Estados Unidos até o centro da Argentina, com excecado do Chile, algumas ilhas
das Antilhas, Costa do Peru e Canada. A maior diversidade de espécies sao
encontradas no Brasil,® onde ocorrem 10 espécies e trés subespécies de Atta. As
principais espécies do género Atta e os locais de ocorréncia no Brasil sdo descritos
na Tabela 1.
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Tabela 1: Principais espécies do género Atta e os locais de ocorréncia no Brasil

ESPECIES LOCAIS DE OCORRENCIA

Atta sexdens piriventris (sauva-limdo- SP, PR, SC e RS

sulista)

Atta  opaciceps (sauva-do-sertdo-do- PI, CE, RN, PB, PE, SE, e BA

nordeste)

Atta sexdens rubropilosa (salva-limao) SP, MG, ES, RJ, MT, GO e PR

Atta cephalotes (salva-da-mata) AM, RO, RR, PA, AP, MA, PE e BA

Atta laevigata (salva-cabeca-de-vidro) SP, AM, RR, PA, MA, CE, PE, AL,
BA, MG, RJ, MT, GO e PR.

Atta  sexdens sexdens (formiga- AM, AC, RO, RR, PA, AP, MT, GO,

mandioca) MA, PI, CE, RN, PB, PE, AL, SE, BA
e MG.

1.2.2 - Danos e beneficios causados pelas formigas cortadeiras

As formigas cortadeiras quando em ambientes ecologicamente
equilibrados, contribuem para o reflorestamento de muitos ecossistemas ao
dispersarem e promoverem a germinacdo de sementes ao removerem a polpa dos
frutos. Também, podam algumas plantas e promovem seu crescimento, contribuem
na aeracao do solo e o tornam fértil ao incorporarem matéria organica a terra, além
de serem predadoras naturais de diversos artropodes, dos quais muitos sdo pragas
agricolas.

Entretanto, as formigas cortadeiras do género Atta e Acromyrmex estéo
entre as mais importantes pragas de culturas agricolas, areas de reflorestamento e
pastagens,® cortando até 15% da safra de folha de pé em suas areas de forrageio.°
No entanto, 0 sucesso de colonizacdo é atribuido a sua grande voracidade e
capacidade de proliferacéo,’* pois um sauveiro adulto (6 anos de idade) pode
abranger uma area de cerca de 100 m? e consomir cerca de 1 tonelada de matéria
vegetal fresca/ano.*

Em areas de reflorestamento as formigas cortadeiras sédo as principais
pragas, representando mais de 75% dos custos e do tempo gastos no controle de

pragas florestais no Brasil.*®
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O Brasil possui uma das maiores areas de plantio comercial do mundo
para utilizagdo na producdo de pasta de celulose, construgdo civil, siderurgia e
movelaria. No entanto, a persisténcia formigas cortadeiras também regula a
produtividade desses plantios.** Varios trabalhos na literatura demonstram que
arvores de Eucalyptus grandis, desfolhadas aos seis meses de idade tém 99,3% de
probabilidade de morrer, enquanto que o crescimento em altura e didmetro é
reduzido em 31,7% e 25,1%, respectivamente, provocando uma reducéo de 61,6%
na producdo de madeira em relacdo as arvores ndo desfolhadas. Isto representa
uma perda anual de 0,87% no volume de madeira para cada 2,76 m? de sauveiro/ha.
J& as arvores de Pinus caribaea atacadas reduzem 12% no crescimento em altura e
17,4% em diametro, além de apresentar mortalidade média de 11,7%.

Alguns estudos também mostram que cerca de dez sauveiros com
cinco anos de idade podem atingir 715 m? de pastagens, consumir 21 kg/dia de
folhas e reduzir em cerca de 50% a capacidade da pastagem.’®

As formigas cortadeiras também estdo entre as principais pragas da
cana-de-acucar, resultando em perdas de produtividade de trés a cinco toneladas de
cana, por sauveiro, ao ano, e na reducao de até 30% no teor de sacarose da cana
colhida na &rea de forrageamento.

Além dos prejuizos na area agricola, em funcdo das escavacdes que
fazem no solo (conhecidas como galerias e panelas dos formigueiros), elas podem
provocar acidentes com veiculos e maquinas agricolas e causar danos a prédios,
pontes, estradas de rodagem e de ferro, pois tais escava¢cdes dos formigueiros no

subsolo s&o susceptiveis ao peso dessas construcdes.*®

1.3 - Controle de Pragas Agro-pastorilflorestal do Brasil

O aumento populacional e a necessidade de aumentar a producéo,
associadas ao desenvolvimento econdémico, social e cientifico, possibilitou a criacédo
de novas tecnologias para o uso na agricultura, dentre as quais se destacam o0s
agrotoxicos para o controle de pragas, objetivando aumentar e assegurar a

producao agricola.
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1.3.1 - Agrotéxicos

Segundo a legislacao brasileira, os agrotoxicos e afins sdo “produtos e
agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos setores
de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas
e de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composicdo da flora e da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres
vivos considerados nocivos, bem como as substancias e produtos empregados
como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento”.’

A utilizacdo dos agrotdoxicos na agricultura brasileira iniciou-se na
década de 1920. Inicialmente, eles foram empregados em programas de saude
publica no combate de vetores e controle de parasitas. Em 1975, o Plano Nacional
de Desenvolvimento (PND) incentivou o uso de agrotoxicos na agricultura com
adocdo de medidas que condicionavam o agricultor a compra de veneno com
recursos de crédito rural, ao instituir a inclusdo de uma cota definida de agrotéxico
para cada financiamento requerido.®

Em 1998, o Brasil foi responsavel pelo consumo de cerca de 50% da
qguantidade de agrotoxicos utilizados na América Latina, o que envolveu um
comércio estimado em cerca de US$ 2,56 bilhdes.*® Em 2000, o consumo nacional
de agrotdxico foi de 158,737 toneladas, com o perfil de consumo no meio rural
obedecendo a seguinte ordem: herbicidas > inseticidas > fungicidas > acaricidas. Os
dados fornecidos pela Associacéo Brasileira de Industria Quimica (ABIQ) mostraram
que, em 2004, o Brasil consumiu US$ 4,2 bilhGes de agrotoxicos, o que colocou o
pais como o quarto maior consumidor mundial. O emprego de agrotoxicos nos
Estados de Espirito Santo, Goias, Mato grosso de Sul, Minas Gerais, Parana, Rio
Grande do Sul, santa Catarina, S&o Paulo e Tocantins corresponde atualmente a
70% do total utilizado no pais.®

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia sanitaria (ANVISA), até 14
de julho de 2006, havia 409 ingredientes ativos registrados para uso agricola ou
domissanitario no Brasil.?* De acordo com o Sistema de Agrotéxicos Fitossanitarios
(AGROFIT), que pertence ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento,

até 28 de maio de 2006, existiam 1.153 produtos agrotéxicos registrados no pais.??
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1.3.2 - Controle de formigas cortadeiras

Apesar de inumeros estudos e o0 desenvolvimento de varias
alternativas de controle tais como o controle mecénico, controle cultural, controle
fisico e controle biolégico, os métodos quimicos sdo os mais utilizados para controle
de formigas cortadeiras. Dentre as varias formula¢des disponiveis, como p0s-secos,
concentrados emulsionaveis, gases liquefeitos, produtos para termonebulizacdo, as
iscas formicidas sdo as mais amplamente utilizadas por apresentar maior eficiéncia
no combate a insetos praga.®

As iscas formicidas s&o compostas por um substrato atrativo em
mistura com um principio ativo toxico. O inseticida formulado em isca toxica deve
agir por ingestdo e apresentar algumas caracteristicas particulares, dentre elas a
acdo toxica retardada, com mortalidade menor que 15% apds o primeiro dia e maior
que 85% apos o décimo quarto dia a partir do oferecimento das iscas; deve ser letal
em baixas concentracfes; e ndo causar danos ambientais; o inseticida deve ser
inodoro e ndo repelente.

As primeiras iscas toxicas continham o inseticida organoclorado aldrin,
como principio ativo. Contudo, o controle eficiente desses insetos, tanto na
agricultura como em areas de reflorestamento, foi conseguido com o uso de iscas
contendo, como principio ativo, o inseticida organoclorado dodecacloro.?* No
entanto, a acdo desse principio ativo foi muito questionada. Assim, ap0s varios
estudos terem constatado os efeitos toxicos ao ambiente e aos animais, em primeiro
de janeiro de 1993 foi proibido o registro, a producéo, a importacéo, a exportacéo, a
comercializacao e a utilizacdo de iscas formicidas a base de dodecacloro em todo o
territorio nacional.

Com isso, tornou-se necessdria a busca de novas substancias, que
mantivessem a alta eficiéncia do dodecacloro para o controle desses insetos, mas
gue fossem mais seletivos e menos agressivos ao ambiente e mais seguros para o
homem. Tal investigacdo culminou com a descoberta da sulfluramida (N-etil-
perfluooctano sulfonamida), a qual afeta o processo de fosforilagdo oxidativa,
interrompendo a producgéo de ATP através de um modo de agéo lento.

Portanto, o uso da sulfluramida como principio ativo foi uma das
alternativas encontradas para a formulagdo de novas iscas formicidas, sendo

amplamente utilizada até os dias de hoje. Uma das vantagens com relacdo ao
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dodecacloro seria a baixa persisténcia no ambiente com degradacao de 42,59% em
28 dias,” enquanto a meia vida do dodecacloro é 5 a 12 anos.

No entanto, ha sérias limitacbes quanto ao uso da sulfluramida em
muitos paises®. Isto se deve & sua potencial toxicidade e bioacumulagdo em
animais terrestres e aquaticos, além de evidéncias de seu efeito toxico no
desenvolvimento e reproducdo de animais. Assim todos os produtos que contém o
pesticida sulfluramida em sua formulacdo estdo sob um cronograma especifico para
serem extintos até 2016.%"

Por este motivo, as empresas continuam investigando novos produtos
que apresentem eficiéncia comparavel a sulfluramida. Dos novos grupos quimicos,
merece destaque o inseticida fipronil, um fenil-pirazol, que atua no sistema nervoso
central, especificamente no sistema GABA (4cido gama-aminobutirico). O produto
apresenta-se ativo principalmente por ingestdo. Porém ainda pouco se sabe sobre a
toxicidade do fipronil, mas estudos ja apontam que este iseticida apresenta
toxicidade significativa em sistema aquaticos, merecendo cuidados no manejo da

agua de irrigacéo da lavoura.?®

1.4 - Inseticidas

1.4.1 - Resalvas

Apesar de varios efeitos impactantes de muitos pesticidas para a saude
e 0 meio ambiente, o uso racional destes podem trazer varias vantagens para a
sociedade. Por exemplo, o DDT (1,1,1-tricloro-2,2-bis(p-clorofenil)etano),?
atualmente um pesticida proscrito, devido aos seus efeitos ambientais devastadores,
salvou milhdGes de italianos da febre tiféide e € o responséavel pela irradicacdo da
malaria na Europa e América do Norte. Outro exemplo € a fisiostigmina (vulgarmente
conhecida por eserina),?® um inseticida da classe dos carbamatos e que também foi
bastaste utilizado em tribos da africa ocidental em “julgamentos por prova”, onde os
suspeitos eram forcados a ingeri-las. Hoje, com o0 uso de doses adequadas, a
fisiostiguimina &€ amplamente utilizada no tratamento do Mal de Alzheimer. Além
disso, apos a elucidacéo da sua estrutura foram sintetizados analogos com atividade
tanto do ponto de vista farmacéutico (a neostigmina, por exemplo) como do ponto de

vista agroquimico.
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Contudo o manejo adequado de formulagdes pesticidas, incluindo o
uso racional de iscas formicidas como a aplicacdo localizada em épocas nao
chuvosas, por exemplo,*? pode minimizar um possivel impacto negativo sobre a

mirmecofauna n&o alvo que é importante para o equilibrio ambiental.*°

1.4.2 - Inseticidas naturais

Algumas plantas possuem metabolitos secundarios como piretrina,
rotenona e nicotina,® por exemplo, que proporcionam certa protecdo as plantas
contra insetos predadores.®* A atividade inseticida de flavonéides contra formigas
cortadeiras Atta sexdens rubropilosa também tem sido descrita.*® Esses compostos
podem servir como agentes toxicos poderosos para insetos e, em alguns casos,
servir como ponto de partida para o desenvolvimento de novos inseticidas para uso

comercial.®*

A exemplo disto tem-se os produtos Baygon, piretroides de origem
sintética baseados em piretroides encontrados nas flores da espécie
Chrysanthemum cinerariaefolium, comercializado pela Bayer AG desde 1996 contra

insetos voadores.®®
1.4.2.1 - Flavondides

Os flavonéides sdo um grupo amplamente distribuido de compostos
polifendlicos caracterizado por uma estrutura de benzo-pirona comum. Eles
representam uma classe muito diversificada de metabolitos secundarios de plantas
com cerca de 9000 estruturas ja identificadas até agora. Estudos farmacologicos
mostram que muitos flavondides possuem atvidades biologicas tais como inibicdo de
enzimas,® sequestro de radicais livres,® atividades anti-inflamatéria,®® anti-
estrogénica*® e inibicdo de promocao de vérios tipos de cancer.*’ Estes compostos
sdo abundantes em frutas, verduras, sementes e plantas medicinais. Flavondides de
casca de frutas citricas sdo constituidos basicamente de flavanonas glicosidicas,
agliconas e flavonas glicosididas.**

Dentre os compostos fendlicos, escolhemos para este projeto as
flavanonas  hesperidina  (5,3'-dihidroxi-4'-metoxi-flavanona-7-ramnoglucosideo,

hesp), hesperetina (5,7,3'-trihidroxi-4’-metoxi-flavanona, hespt), naringina (4',5-
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dihidroxiflavanona-7-ramnoglucosideo, ngina) e a naringenina  (4',5,7-

trihidroxiflavanona, ngnina), Figura 2.
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Figura 2: Representacdo das estruturas dos flavondides hesperidina, hesperetina,

naringina e naringnina.

Estes flavonoides possuem atividades biol6gicas especiais tais como
anti-inflamatéria,** anticarcinogénica, antitumoral,*® regulacdo da sintese de
colesterol hepatico.***® No entanto, como muitos outros flavonéides, apresentam
fraca biodisponibilidade, devido principalmente & baixa solubilidade em agua.*” *®

Hesperidina, naringina, hesperetina e naringenina séo flavondides
amplamente encontrados em frutas citricas. A hesperidina, por exemplo, € um dos

flavonéides mais abundante, sendo encontrado na casca e nas partes membranosas
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da laranja (Citrus sinensis), constituindo mais de 40% do peso seco dos frutos
imaturos.”® Vale ressaltar que o Brasil foi considerado no ano de 2011 o maior
produtor de frutas citricas em todo o mundo, produzindo 115 milhdes de toneladas,

seguido pela China com 20,68 milhdes de toneladas.*
1.4.2.2 - Complexos metal-flavonoéides

As pesquisas com compostos de coordenacdo visando aplicabilidade
biol6gica comecaram no inicio de 1900. Desde entdo, a versatilidade desses
compostos fez com que hoje os complexos metélicos possuem papel essencial nas
indUstrias farmacéuticas, quimicas e agricola.>

Em 1962 foi obtido o primeiro complexo de flavondéides com aluminio
como um ion central. Desde o inicio dos anos 80, os cientistas tém investigado cerca
de 40 complexos do tipo metal-flavondéide,® e foi verificado que o efeito da quelacao,
na maioria dos casos melhorou a biodisponibilidade e as varias atividades biol6gicas
antes apresentadas pelos flavonéides livres.>?

Nos sistemas naturais, tém-se a complexagdo de antrocianinas, uma
subclasse de flavondides, a fons Mg®*, cujas moléculas sdo de fundamental
importancia para protecdo das plantas contra organismos patogénicos e
predadores.>

Assim, utilizando-se os sistemas naturais como modelo, estudos tém
revelado que a atividade inseticida e antifungica de outras classes de compostos tais
como os pirazéis> e carboxina foram potencializadas quando complexados a fons
metalicos. Isto mostra que, o desenvolvimento de compostos de coordenacdo com

aplicacao pesticida € uma alternativa para o uso na agricultura.
1.4.3 - Inseticidas sintéticos inorganicos

Os primeiros inseticidas sintéticos foram de origem inorganica,
provavelmente devido a estes elementos existirem em abundancia em minas. Muitos
materiais inorganicos foram usados como inseticidas, incluindo enxofre, cobre,
mercUrio, boro, arsénio, antiménio, selénio, etc.”® O “Verde de Paris” o primeiro
inseticida sintético que se conhece, € um composto cristalino de acetato e arsenito

de cobre, Cu(C,H30,),.3Cu(AsO5,),,%° mas cuja alta fitotoxicidade limita muito a sua
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utilizacéo. Entre os sais de outros elementos, o fluoreto de sédio, altamente toxico
para os insetos, € utilizado principalmente como barreira para insetos rastejantes,
como baratas e formigas. O acido borico é também largamente utilizado contra
baratas, sendo muito efetivo.?

Dentre os compostos de coordenacdo, Figura 3, destacam-se 0s
ditiocarbamatos metalicos (exemplo: Ferban e Ziram) e os etilenobisditiocarbamatos
metalicos (exemplo: mancozeb, metiram e propinebe).

O pesticida Ferbam (dimetilditiocarbamato de ferro(ll), de férmula
molecular CgH1sFeN3Se) € usado como protetor foliar na prevencdo de manchas de
folhas ou doencas que levam as plantas & secura® Lembrando que o Ferbam foi um
dos primeiros fungicidas da classe dos ditiocarbamatos metalicos a serem
comercializados, sendo que o primeiro trabalho de campo com este pesticida foi
publicado em 1942

O Ziram (dimetilditiocarbamato de zinco(ll), de férmula molecular
CeH12N2S4Zn), possui propriedade antifungica e previne frutos como laranja, maca,
trgo, péssego, damasco e uva & antracnose e sarna.”® Foi liberado para uso
comforme Portaria da Secretaria Nacional de Vigilancia Sanitaria (SNVS) de n° 22,
de 18 de maio de 1984 e € comercializado no Brasil com o nhome de Rodisan SC.

Os complexos fungicidas mancozeb, metiram e propinebe, da classe
dos etilenobisditiocarbamatos metélicos, sdo registrados no Brasil e utilizados até
hoje.?* O mancozeb, por exemplo, é um etilenobisditiocarbamato de manganés e
zinco que contém 20% de Mn e 2,25% de Zn em sua molécula. No comércio é
conhecido pelos nomes de Combilan PM, Manzate 800 e Rodomil-Mancozeb BR,
sendo um dos fungicidas mais eficientes e amplamente utilizado em diversas
plantacbes como tomate, batata, tabaco, alho, cebola, abébora, pepino, etc.’® Um
dos principais mecanismo de acdo dos etilenobisditiocarbamatos metalicos envolve
a interacao do hidrogénio ligado ao nitrogénio do grupo —NH- destes fungicidas com
0S grupos tidlicos de enzimas e coenzimas, comprometendo 0s processos vitais do

organismo do fungo.
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Figura 3: Formulas estruturais de pesticidas inorganicos Ferbam, Ziram e

Mancozeb.>’
1.5 - Os metais nos sistemas bioldgicos

Varios elementos metalicos sdo essenciais no meio biolégico, ja que
muitos compostos orgéanicos utilizados em sistemas bioldgicos requerem ions
metalicos para a ativacdo ou a biotransformacéo a fim de alcancar o seu modo de
acado. Por exemplo, a hemoglobina, que se liga e proporciona oxigénio para 0S
tecidos do corpo requer um atomo de ferro para a funcdo. Centros metalicos
deficientes em elétrons atraem biomoléculas ricas em elétrons, tais como as
proteinas ou o DNA, levando os ions metalicos se ligarem e interagirem com alvos
bioldgicos importantes. Assim, podemos afirmar que a presenca de ions metalicos
nos sistemas naturais motivam os quimicos inorganicos a investigar o potencial uso
de compostos de coordenacdo em aplicacdes bioldgicas.”® Uma abordagem com
sucessos notaveis e cresecnte nos ultimos anos vem sendo o desenvolvimento de
complexos metalicos que incorporam ligantes biologicamente ativos. Tais compostos
oferecem a possibilidade de desenvolvimento de moléculas bioativas, cuja atividade
frente a um determinado alvo é melhorada pela combinacdo de uma especificidade
do ligante ao interagir com um determinado sitio molecular com as propriedades

inerentes ao centro metalico.
1.5.1 - Quimica e Biologia do Ruténio

O elemento quimico Ruténio (Ru) faz parte do grupo 8 de metais de
transicao posicionado no quinto periodo da tabela peridédica. Possui numero atémico
44 e em temperatura ambiente se encontra no estado solido. Em seu estado

fundamental possui configura eletrdnica [Kr] 4d” 5s. Os seus estados de oxidagéo
13



CAPITULO 1 Introducéo

mais comuns séo (+I) e (+1ll), os quais conferem grande versatilidade ao Ru no que
se refere & conversdo entre as configuracdes eletronicas d® e d°, possibilitando a
obtencdo de uma grande variedade de compostos penta e hexacoordenados,
preferencialmente.®® O ion Ru®* apresenta configuragio (t»4)° € comporta-se como
um ion doador e, consequentemente, tem grande afinidade por ligantes de
caracteristicas moles que apresentam orbitais vazios tais como N-heterociclicos por
exemplo.

Compostos de ruténio tém sido bastante estudados devido suas
amplas propriedades biol6gicas.®® Ruténio é um metal promissor porque em seus
complexos, geralmente, velocidades de troca de ligantes sdo lentas, as quais séo
similarares as de complexos de Pt** e comparaveis aos processos de divisdo
celular.®’ Além disso, apresenta baixa toxicidade, provavelmente devido a sua
capacidade de mimetizar o ferro e, consequentemente, se ligar a biomoléculas
especificas tais como albumina de soro e transferrina, por exemplo.®? Outra
caracteristica é que os estados de oxidacdo Ru®*, Ru*" e Ru*" sdo acessiveis sob
condic0es fisioldgicas, onde redutores tais como glutationa e ascorbato sdo capazes
de reduzir Ru** e Ru*" e, a oxidacdo de Ru®** é prontamente induzida por oxigénio
molecular ou citocromo oxidase.’” Além disso, estudos relatados na literatura
revelam que complexos do tipo Ru?*-fenantrolina, como [(Ru(phen)s]** por exemplo,

interagem eficientemente com a enzima acetilcolinesterase.®® ®*

1.5.2 - Quimica e Biologia do Magnésio

O elemento quimico Magnésio (Mg) faz parte do Grupo 2 da Tabela
Periodica e, assim, um elemento alcalino-terroso com configuracdo 1s2 2s2 2p6 3s2.
E um elemento muito abundante, sendo comumente encontrado em minerais
silicatos e ocorre em grandes depdésitos de CaMg(COs3), (dolomite) e MgKCl3.3H,0
(carnalita). O estado de oxidag&o +II é o mais comum em compostos de magnésio.®®
Mg é um dos fons metalicos mais abundantes na crosta terestre.®® Possui raio
ibnico de 0,72 A para o nimero de coordenacdo 6, e em solucdes®’ aquosas os
cations Mg?* sdo coordenados com seis ligantes de maneira octaédrica,
[Mg(H20)6]*".*

Devido ao seu pequeno raio idnico e sua bivaléncia, Mg®* forma

complexos estaveis com anions fosfato e carboxilato e com bases nitrogenadas
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(embora sejam menos comuns).’® Como exemplo tém-se as clorofilas, que sdo
essenciais para a fotossintese em todas as plantas verdes, as quais possuem Mg
coordenado ao nitrogénio nos macrociclicos derivados da porfina.®®> Além do mais,
os fons Mg?* s&o essenciais em inlimeras funcées celulares e enzimaticas, incluindo
canais idnicos, ciclos metabdlicos e vias de sinalizacdo. Assim, sdo indispensaveis
em quase todas as funcdes anabdlicos e catabdlicos. Diante de tamanha
versatildade, o fon Mg®* se liga a elementos eletronegativos (O,N) do DNA ou RNA
e, assim, reduz a densidade de carga negativa localizada, estabilizando a estrutura
do DNA.™

Estudos também mostram que fons Mg** interagem com as sequéncias
de nucleotidios formando complexos Mg(H,O)s(nucleotideo). Também, o complexo
MgATPZ', conhecido como “combustivel da vida”, € um dos mais importantes nos
sistema bioldgicos, pois 0 seu papel catalitico na hidrélise do ATP em ADP é crucial
no metabolismo energético das células. Portanto, a quimica de coordenacdo e os
mecanismos bioquimicos da ligacdo do fon Mg®" sdo de interesse devido a sua
importancia nos processos biolégicos.”*"® Além disso, magnésio e 0s seus

compostos sdo pouco tdxicos’* e por isso possuem muitas aplicacées.
1.6 - Modo de Acéo

O sistema nervoso é responsavel pela maioria das funcfes de controle
em um organismo, coordenando e regulando as atividades corporais. As unidades
funcionais deste sistema sdo 0s neurdnios, 0S quais comunicam-se através de
sinapses, propagando os impulsos nervosos. A enzima Acetilcolinesterase (AchE,
EC 3.1.1.7), codificado pelo gene ace, € uma serina hidrolase e desempenha papel
chave na neurotransmissao colinérgica, cuja funcao principal é a hidrélise eficiente
e especifica do neurotransmissor acetilcolina (ACh) nas sinapses colinérgicas.” "

As enzimas colinesterases sédo encontradas em diversos tecidos e em
todos os vertebrados e invertebrados. No sistema nervoso central dos insetos
(Figura 4), constituido por cérebro, ganglios subesofagiano (constituido de glandulas
salivares) e cadeia nervosa ventral (glandulas toracicas e abdominais), as sinapises

ocorrem através da acdo do neurotransmissor acetilcolina.””
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Figura 4: llustracéo do sistema nervoso dos insetos. FONTE: FILGUEIRA.”’

Porém, a enzima AChE de invertebrados, de modo geral, possui dois genes

diferentes, 882

onde um deles é constituido por um residuo de cisteina livre (Cys), o
qual ndo é encontrado em mamiferos, aves e peixes.®®* No entanto, a maioria dos
pesticidas da classe dos organofosforados e carbamatos que atuam no controle de
insetos praga agem por inibicdo da enzima acetilcolinaesterase.?* Contudo, a alta
toxicidade de muitos desses inseticidas € principalmente por serem potentes
inibidores irreversiveis da acetilcolinesterase, formando uma ligacdo covalente com
um residuo de serina no sitio ativo.®®> Assim, a ndo seletividade desses pesticidas
causam sérios danos a saude humana, e nos motivam a desenvolver inseticidas
eficazes e que sejam mais seletivos contra as pragas alvo e mais seguros para o

homem e o meio ambiente.
1.7 - Busca de novas estratégias para o controle de formigas cortadeiras

Com o crescente aumento populacional e com a previsdo de que a
area de cultivo agricola mundial aumente em até 14% entre 2010 e 2030,% um dos
maiores desafios mundias é, sem duavida, produzir alimentos suficientes para o
sustento da popula¢édo, mas preservando o meio ambiente.

Também com esta preocupacdo, neste tabalho busca-se o
desenvolvimento de um novo inseticida, aliando as propriedades de produtos
naturais com as de ions metalicos. Assim, com base nos estudos da estabilidade
térmica destes compostos, bem como suas propriedades fisico-quimicas (tais como
solubilidade e lipofilicidade), ecotoxicidade e citotoxicidade, espera-se conhecer
suas habilidades de absorcéo e toxicidade. Isto € fundamental para estabelecer um

compromisso entre producao agricola e um ambiente saudavel.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo geral

O objetivo geral desta tese consiste em sintetizar e investigar as

propriedades espectroscopicas, fisico-quimicas e toxicoldégicas de novos complexos

de ruténio(ll) e magnésio(ll) com ligantes flavonoides biologicamente ativos para

aplicacao inseticida. Além disso, avaliar o efeito dos complexos de magnésio(ll) no

sequestro de radicais superoxido.

2.1.1-

A.

Objetivos especificos:

Sintetizar, isolar e caracterizar complexos polipiridinicos de Ru(ll) e Mg(ll)
com os ligantes flavondides hesperidina, hesperitina, naringina e naringenina
usando técnicas tais como IV, UV-Vis, ESI-MS, anélise elementar, RMN 'H e
3¢, voltamentria ciclica e luminescéncia;

Avaliar a estabilidade quimica e fotoquimica dos complexos;

C. Investigar as propriedades fisioquimicas tais como potencial redox,

solubilidade e lipofilicidade dos complexos;

Investigar a acao inseticida dos compostos realizando ensaios in vivo com
formigas Atta sexdens rubropilosa;

Investigar os possiveis mecanismos de acdo e seletividade dos complexos
por estudos de inibicAo das enzimas actilcolinesterase de Electrophorus
electricus, EACh(E.e), e Atta sexdens rubropilosa, EACh(A.s.r);

Realizar ensaios de ecotoxicidade dos complexos pelos estudos de inibicao
da bioluminescéncia da bactéria aquatica Vibrio fischeri;

Realizar ensaios de citotoxicidade dos complexos utilizando células HelLa.
Investigar a abilidade dos complexos em atuar como sondas fluorescente em
meio celular utilizando células Hela;

Avaliar a abilidade dos complexos 5 e 7 em sequestrar radicais superoxido
(gerado pelo sistema MET/Vit.B2/NBT).
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3 - PARTE EXPERIMENTAL

3.1 - Reagentes

Os compostos RuCl3.3H,0, cloreto de litio (LiCl), 1,10'-fenantrolina
(phen), todos de procedéncia Aldrich, foram utilizados como reagentes de partida
para a sintese do complexo precursor cis-[RuCly(phen),]. Tal precursor juntamente
com os flavondides hesperidina (hesp), hesperitina (hespt), naringina (ngina) e
naringenina (ngnina), todos de procedéncia Aldrich, foram usados para sintetizar os
compostos do tipo cis-[Ru(flavonoide)(phen),]”, os quais precipitaram na forma
ionica, usando-se hexafluorfosfato de aménio (NH4PFg), de procedéncia Aldrich.
Mg(OAc)..4H,O foi utilizado na preparacdo dos complexos do tipo cis-
[Mg(flavonodide),(phen)] e cis-[Mg(flavondide),(phen)(H.0),;]. Perclorato  de
tetrabutilaménio (PTBA) e cloreto de potassio (KCI), ambos de procedéncia Fluka,
foram usados como eletrélito suporte nos experimentos eletroquimicos. Ferroceno
(Ci0H10Fe, sigla Fc) de procedéncia Aldrich foi usado como padrao de referéncia
interna nas medidas eletroquimicas. Acido fosférico (HsPO,), fosfato de potéssio
monobasico (KH,PO,), fosfato de potassio dibasico (K;HPO,) e fosfato de potassio
tribasico (K3PQO,), todos da Aldrich, foram usados no preparo de solu¢des tampao.
Albumina Sérica Bovina (BSA), Trizma hydrochloride, ambos da Aldrich,
acetilcolinesterase (EACh) de Electrophorus electricus, iodeto de acetiltiocolina e
acido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzdico) (DTNB), da Fluka, foram utilizados nos ensaios
de inibicdo enzimatica. Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol)-2,5-difeniltetrazdlio (MTT) da
Aldrich e Células HelLa (obtidas da American Type Culture Collection - ATCC
(Rockville, MD, EUA) foram usados nos ensaios de citotoxicidade e de microscopia
confocal. Todas as medidas espectroscopicas foram realizados utilizando-se
solventes com grau de pureza HPLC e todas as solucdes aquosas foram preparadas
com &gua Milli-Q. Cloreto de nitroazul tetrazdlio (em inglés, Nitro-blue tetrazolium
(NBT), metionina (MET) e riboflavina (Vit.B,), todos da Aldrich, foram utilizados nos

ensaios de sequestro de radicais superoxido.
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3.2 - Preparacao dos complexos

O complexo precursor, cis-[RuCl,(phen),], foi preparado de acordo com
método descrito na literatura para complexos com 2,2’-bipiridina,®” conforme descrito
a sequir, item 3.2.1. Os complexos 1-4 foram sintetizados, de modo geral, pela
adicdo do precursor cis-[RuCly(phen),]s) a solucdo etandlica (etanol/agua 1:1) do
respectivo ligante flavonoide, previamente desprotonado, sob atmosfera de
nitrogénio.

As sinteses dos complexos 1-4 foram realizadas considerando-se uma
relagdo estequiomeétrica de 1:1 complexo precursor/flavonoide (L), de acordo com a

Equacéo geral:
CiS-[RUC|2(phen)z](so|) + L'(50|) - cis-[Ru(phen)z(L’)]+(So|) + 2C|-(sol) (1)

Os complexos 5-8 foram sintetizados pela adicdo do sal
Mg(OAc)..4H,Os) seguida do ligante phens) a solugdo metandlica do respectivo
ligante flavondide. As sinteses foram realizadas considerando-se uma relacao

estequiométrica de 1:1:2 Mg?*/phen/flavonéide, de acordo com a Equacéo abaixo:
M@ (o) + Lsol) + 2L"sol) <> [Mg(L)(L)2](s) 2)

onde: L= 1,10'-fenantrolina e L’ = flavondide (hesperidina, hesperetina, naringina ou
naringenina). Cabe ressaltar que as moléculas de &gua da esfera interna de
coordenacdo dos complexos 6 e 8 foram omitidos na equacdo 2. Quanto ao
complexo 9, o modo de preparo foi similar ao do complexo 5, mas na auséncia do
ligante fenantrolina.

Os materiais usados na preparacdo dos complexos sao ilustrados na

Figura 5.
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Figura 5: Esquema para a preparacao dos complexos 1-9. Os materiais usados
foram um baldo de trés bocas com capacidade de 50 mL (a) acoplado a um
condensador (b), e conectado a uma linha de gas nitrogénio (c), um agitador

magnético (d) e controlador de temperatura (e).
3.2.1 - Sintese de cis-[RuCl,(phen),] (complexo precursor)

Em um baldo de fundo redondo, com duas bocas e capacidade de 50
mL, contendo 10 mL de N,N-dimetilformamida (DMF), previamente desaerado com
gas nitrogénio, adicionou-se 200 mg (0,76 mmol) de RuCl;.3H,O sob agitacdo
constante e aquecimento. Em seguida, adicionou-se 275,5 mg (1,53 mmol) de 1,10'-
fenantrolina e 0,226 mg (5,3 mmol) de LIiCl, para garantir a permanéncia dos ions
cloreto ligados ao fon Ru?*. A mistura reacional de colorac&o roxa foi refluxada por
oito horas sob atmosfera de gas nitrogénio e agitacdo constante. Apds o sistema
reacional ser resfriado, adicionou-se 250 mL de acetona previamente destilada e
resfriada em banho de gelo. A mistura resultante foi mantida sob refrigeracéo a 0 °C
por uma noite para a precipitacdo do composto. O solido preto obtido foi filtado e
lavado com 50 mL de agua destilada, 2mL de etanol e 2 gotas de éter,
respectivamente, previamente resfriados num banho de gelo. O complexo foi seco
sob vacuo e armazenado. Rendimento: 43 %. Os resultados obtidos de analise
elementar para RuC,sN4H16Cl,.2H,0O foram os seguintes: Valores encontrados: C,
51.86; H, 3.00; N, 10.43. Valores calculados: C, 51.79; H, 2,80; N, 10.43%.
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3.2.2 - Sintese de cis-[Ru(hesp)(phen);](PFe) (complexo 1)

Hesperidina (0,17 g; 0,28 mmol) e trietilamina (39 uL; 0,28 mmol) foram
dissolvidos em 30 mL de uma mistura 1:1 EtOH/H,0. O sistema reacional ficou sob
atimosfera de N, e agitagcédo constante por 10 min e, em seguida, foi adicionado 0,15
g (0,26 mmol) de cis-[RuCly(phen),]. A mistura reacional permaneceu sub refluxo,
atimosfera de N, e agitacdo por 8 horas. Apds alcancar a temperatura ambiente (~
22 °C) adicionou-se 0,1 g (0,61 mmol) de NH4PFg, previamente dissolvido em
etanol:dgua (1:1) e, a mistura resultante foi mantida sob refrigeracdo a 0°C por uma
noite para a precipitagdo do composto. O solido marrom avermelhado obtido foi
fitado e lavado com 20 mL de agua destilada, 2 mL etanol e 2 gotas de éter,
respectivamente, previamente resfriados num banho de gelo. O composto foi seco

sob vacuo e armazenado. Rendimento: 80 %.

3.2.3 - Sintese de cis-[Ru(hespt)(phen),](PFs) (complexo 2)

Hesperetina (0,085 g; 0,28 mmol) e trietilamina (39 pL; 0,28 mmol)
foram dissolvidos em 30 mL de uma mistura 1:1 EtOH/H,O. O sistema reacional
ficou sob atimosfera de N, e agitacdo constante por 10 min e, em seguida, foi
adicionado 0,15 g (0,26 mmol) de cis-[RuCly(phen);]. A mistura reacional
permaneceu sub refluxo, atimosfera de N, e agitacdo por 8 horas. Apos alcancar a
temperatura ambiente (~ 22 °C) adicionou-se 0,1 g (0,61 mmol) de NH4PFg,
previamente dissolvido em etanol:agua (1:1) e, a mistura resultante foi mantida sob
refrigeracdo a 0°C por uma noite para a precipitacdo do composto. O sélido marrom
avermelhado obtido foi filtado e lavado com 20 mL de 4gua destilada, 2 mL etanol e
2 gotas de éter, respectivamente, previamente resfriados num banho de gelo. O
composto foi seco sob vacuo e armazenado. Rendimento: 75 %.

3.2.4 - Sintese de cis-[Ru(ngina)(phen),](PFs) (complexo 3)

Naringina (0,1625 g; 0,28 mmol) e trietilamina (39 pL; 0,28 mmol) foram
dissolvidos em 30 mL de uma mistura 1:1 EtOH/H,0. O sistema reacional ficou sob
atimosfera de N, e agitagédo constante por 10 min e, em seguida, foi adicionado 0,15

g (0,26 mmol) de cis-[RuCl,(phen),]. A mistura reacional permaneceu sub refluxo,
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atimosfera de N, e agitacdo por 8 horas. Apds alcancar a temperatura ambiente (~
22 °C) adicionou-se 0,1 g (0,61 mmol) de NH4PFg, previamente dissolvido em
etanol:agua (1:1) e, a mistura resultante foi mantida sob refrigeracdo a 0°C por uma
noite para a precipitacdo do composto. O solido marrom avermelhado obtido foi
fitado e lavado com 20 mL de agua destilada, 2 mL etanol e 2 gotas de éter,
respectivamente, previamente resfriados num banho de gelo. O composto foi seco

sob vacuo e armazenado em um dessecador. Rendimento: 70 %.

3.2.5 - Sintese de cis-[Ru(ngnina)(phen),](PFe) (complexo 4)

Naringenina (0,0762 g; 0,28 mmol) e trietilamina (39 pL; 0,28 mmol)
foram dissolvidos em 30 mL de uma mistura 1:1 EtOH/H,O. O sistema reacional
ficou sob atimosfera de N, e agitacdo constante por 10 min e, em seguida, foi
adicionado 0,15 g (0,26 mmol) de cis-[RuClx(phen);]. A mistura reacional
permaneceu sub refluxo, atimosfera de N, e agitacdo por 8 horas. Apds alcancar a
temperatura ambiente (~ 22 °C) adicionou-se 0,1 g (0,61 mmol) de NH4PFg,
previamente dissolvido em etanol:agua (1:1) e, a mistura resultante foi mantida sob
refrigeracdo a 0°C por uma noite para a precipitacdo do composto. O sélido marrom
avermelhado obtido foi filtado e lavado com 20 mL de agua destilada, 2 mL etanol e
2 gotas de éter, respectivamente, previamente resfriados num banho de gelo. O

composto foi seco sob vacuo e armazenado em um dessecador. Rendimento: 78 %.

3.2.6 - Sintese de cis-[Mg(hesp).(phen)] (complexo 5)

A 40 mL de metanol foi adicionado 0,3052 g (0,5 mmol) de hesperidina
e 140 uL (0,5 mmol) de trietilamina. O sistema ficou sob agitagdo e atmosfera de
N2(g) por 10 minutos. Em seguida, foi adicionado 0,054 g (0,25 mmol) de
Mg(CH3C0OO),-4H,O e subsequentemente 0,04505 g (0,25 mmol) de 1,10'-
fenantrolina. A mistura reacional ficou sob agitacdo, atmosfera de N, e refluxo por
mais duas horas. A mistura foi filtrada a aproximadamente 25 °C. A solugéo
remanescente foi rotaevaporada para reducédo do volume para cerca de 5 mL, a qual
foram adicionados 10 mL de agua gelada. O precipitado amarelo formado foi filtrado
e lavado com 20 mL de agua gelada e 10 mL de metanol gelado. O composto foi

seco a vacuo e armazenado em um dessecador. Rendimento: 65 %.
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3.2.7 - Sintese de cis-[Mg(hespt)(phen)(H.0),] (complexo 6)

A 40 mL de uma mistura 1:1 MeOH/H,O foi adicionado 0,3023 g (1
mmol) de hesperidina e 140 puL (1 mmol) de trietilamina. O sistema ficou sob
agitacao e atmosfera de N»(g) por 10 minutos. Em seguida, foi adicionado 0,1072 g
(0,5 mmol) de Mg(CH3COO0),-4H,0 e subsequentemente 0,90 g (0,5 mmol) de 1,10'-
fenantrolina. A mistura reacional ficou sob agitacdo, atmosfera de N, e refluxo por
mais quatro horas. A mistura foi filtrada a aproximadamente 25 °C. A solucéo
remanescente foi rotaevaporada para reducdo do volume para cerca de 15 mL,
havendo imediata precipitacdo do composto a temperatura ambiente (~ 22 °C). O
precipitado amarelo claro foi filtrado e lavado com 30 mL metanol gelado. O

composto foi seco a vacuo e armazenado em um dessecador. Rendimento: 79 %.

3.2.8 - Sintese de cis-[Mg(ngina)(phen)] (complexo 7)

A 40 mL de metanol foi adicionado 0,581 g (1 mmol) de hesperidina e
140 pL (1 mmol) de trietilamina. O sistema ficou sob agitacdo e atmosfera de N2(Q)
por 10 minutos. Em seguida, foi adicionado 0,1072 g (0,5 mmol) de
Mg(CH3COO),-4H,0 e subsequentemente 0,90 g (0,5 mmol) de 1,10’- fenantrolina.
A mistura reacional ficou sob agitacdo, atmosfera de N, e refluxo por mais quatro
horas. A mistura foi filtrada a aproximadamente 25 °C. A solucdo remanescente foi
rotaevaporada para reducdo do volume para cerca de 5 mL, a qual foram
adicionados 10 mL de agua gelada. O precipitado amarelo foi filtrado e lavado com
20 mL de 4gua gelada e 10 mL de metanol gelado. O composto foi seco a vacuo e

armazenado em um dessecador. Rendimento: 58 %.

3.2.9 - Sintese de cis-[Mg(ngnina),(phen)(H.0),] (complexo 8)

A 30 mL de uma mistura 1:1 MeOH/H,0 foi adicionado 0,3052 g (0,5
mmol) de hesperidina e 140 puL (1 mmol) de trietilamina. O sistema ficou sob
agitacdo e atmosfera de N»(g) por 10 minutos. Em seguida, foi adicionado 0,054 g
(0,25 mmol) de Mg(CH3C0O0),-4H,0 e subsequentemente 0,04505 g (0,25 mmol) de
1,10'- fenantrolina. A mistura reacional ficou sob agitacdo, atmosfera de N, e refluxo

por mais duas horas. A mistura foi filtrada a aproximadamente 25 °C. A solugéo
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remanescente foi rotaevaporada para redugdo do volume para cerca de 5 mL, a qual
foram adicionados 10 mL de &gua gelada. O precipitado amarelo claro foi filtrado e
lavado com 20 mL de agua gelada e 10 mL de metanol gelado. O composto foi seco

a vacuo e armazenado em um dessecador. Rendimento: 73 %.

3.2.10 - Sintese de cis-[Mg(hesp).(H20),] (complexo 9)

Em 40 mL de metanol foi adicionado 0,3052 g (0,5 mmol) de
hesperidina e 140 uL (0,5 mmol) de trietilamina. O sistema ficou sob agitacdo e
atmosfera de Nz(g) por 10 minutos. Em seguida, foi adicionado 0,054 g (0,25 mmol)
de Mg(CH3COO),-4H,0. A mistura reacional ficou sob agitacdo, atmosfera de N, e
refluxo por mais duas horas. A mistura foi filtrada a aproximadamente 25 °C. A
solugdo remanescente foi rotaevaporada para redugcdo do volume para cerca de 5
mL, a qual foram adicionados 10 mL de agua gelada. O precipitado amarelo formado
foi filtrado e lavado com 20 mL de agua gelada e 10 mL de metanol gelado. O

composto foi seco a vacuo e armazenado em um dessecador. Rendimento: 54 %.

3.3 - Equipamentos e Metodologias

3.3.1 - Equipamentos gerais

o Evaporador Rotativo da BUCHI modelo RII.

o Centrifuga da FANEM modelo 206-R.

o Banho termostetizado da TECNAL, modelo TE 2005.

o Banho Metabdlico Bubnoff da SOLAB, modelo SL 157.

o Reatores fotoquimico montados no laboratério LAFIB, que consistem

de um sistema carrossel com 8 lampadas cada e irradiacao

monocromatica a 420 nm ou 350 nm.

° PHmetro modelo QX 1500 Plus, da Qualwtron. O pHmetro foi
previamente calibrado com solu¢des tampéo em pH 4,0, 7,0 e 10,0.

. Estufa da FANEM modelo 515.

. Ultrason da BRANSON modelo 2510.

o Purificador de agua da MILLIPORE modelo Mille UNI.

o Balanca analitica da SARTORIUS modelo CP 225D.
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3.3.2 - Atmosfera inerte

As sinteses e todos os estudos eletroquimicos e de absor¢cdo UV-Vis

foram realizados sob atmosfera de N»(g) (com pureza de 99,99%).

3.3.3 - Anélise elementar

A andlise elementar dos complexos, para a determinacdo das
porcentagens (%) dos elementos carbono, hidrogénio e nitrogénio (C,H,N), foi obtida
em um equipamento modelo EA 1108 da FISONS, NA Central Analitica do

Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos.

3.3.4 - Espectrometria de massas com ionizag&o por Electrospray (ESI-MS)

Os espectros de massas foram obtidos usando modo de ionizacéo
positiva por electrospray (ESI+), usando 5 pg mL™ dos complexos 1-4 em metanol
com um fluxo de 10 pL min™, em um espectrdmetro AB Sciex, modelo PPl 2000™ do

Laboratério de Bioquimica Molecular de Microorganismos (LABIOMMI)-DQ-UFSCar.

3.3.5 - Espectrometria de absorgcdo atomica de chama

As concentracdes de magnésio em amostras do complexo 5 em
solucdo aquosa foram derminadas utilizando-se um espectrémetro de absorcéo
atbmica de chama (AA240FS; Varian, Mulgrave, Australia) equipado com lampada
de catodo oco de magnésio para as determinacdes deste elemento, operando em
comprimento de onda 285,2 nm. A chama foi produzida por fluxos de ar e acetileno
com vazdes iguais a 13,5 e 2,0 L min™. A solucdo para curva padrdo do magnésio
foi o nitrato de magnésio em &cido nitrico a 0,5 mol L™ (Merck®), nas concentracées
de 0,5; 1,0; 3,0; 5,0; 7,5; 10,0 yg Mg/mL. As amostras foram previamente digeridas
com acido nitrico (HNO3) e diluidas com agua deionizada, de modo que a
concetracdo final estipulada para o metal ficasse dentro da faixa de deteccdo da

curva de calibracgéao.
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3.3.6 - Espectrometria de emisséo Optica com plasma acoplado indutivamente
(ICP-OES)

A quantificacdo de ruténio e magnésio em amostras dos complexos 1,
5-8, nos experimentos para determinacdo de log P (procedimeto descrito no item
3.3.15.2), foram realizadas no Centro de Caracterizacdo e Desnvolvimento de
Materiais (CCDM, UFSCar, Sao Carlos, SP) utilizando ICP-OES (modelo VISTA, da
Varian).

Na etapa de preparo das amostras dos complexos, para posterior
quantificacdo do elemento Ru ou Mg no ICP-OES, foi utilizada a técnica de
decomposicdo de matériais organicos por via umida usando os acidos nitrico (HNO3)
e perclérico (HCIO,), descrita na literatura.®®

Para a quantificacdo do elemento Ru ou Mg contido nas amostras
adotuo-se o método de calbracao por padrdao. Assim, solu¢cdes com concentracdes
conhecidas do analito (Ru ou Mg) preparadas a partir de uma solucao de referéncia
(metal Ruténio ou Magnésio, concentracdo 1000 ppm) foram injetadas para
obtencdo de uma curva padrdo. Estas solugbes foram preparadas em cinco
concentracOes diferentes de metal (0, 1,5, 3,0, 45 e 6 ppm), em cuja faixa foi
esperada ser encontrada a concentracdo do metal Ru ou Mg nas fracbes organica

(1-octanol) e aquosa (agua) do experimento shake flask (descrito no item 3.3.15.2).
3.3.7 - Espectroscopia de absorcéao eletrénica UV-Vis

Os espectros de absorcdo eletronica foram obtidos na regido do
ultavioleta-visivel (UV-Vis) utilizando-se um espectrofotdmetro de feixe duplo UV-
Vis-HP KAIAK XA (HP Hewlett Packard 8453). Utilizou-se celas de quartzo de
caminho 6tico de 10,0 e 2,0 mm e 4,0 e 0,7 mL de capacidade, respectivamente.
3.3.8 - Luminescéncia no estado estacionéario

Os espectros de emissdo foram obtidos utilizando-se um

espectrofluorimetro Shimadzu Modelo RF-5301PC (lampada de alta pressédo de

xendnio de 150 W e uma fotomultiplicadora do tipo R928).
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3.3.9 - Tempo de vida de luminescéncia

O método de contagem de fétons Unicos correlacionados no tempo (em
inglés, Time-Correlated Single Photon Counting, TCSPC) foi usado para determinar
o tempo de vida de luminescéncia. Os experimentos foram realizados no laboratério
do Grupo de Fotobiofisica da FFCLRP — USP, usando-se como fonte de excitacao
um laser pulsado Tsunami 3950 (Spectra Physics) de titanio-safira (Ti:sapphire)
bombeado por laser de estado sdélido Millenia Xs (Spectra Physics), de Nd:YVQ,,
que tem saida com poténcia maxima de 10 W no comprimento de onda 350 nm.

O Tsunami possui cristal dobrador de triborato de litio (LBO), e a
frequéncia é ajustada por um Pulse Picker 3986 (Spectra Physics). A saida do laser
ocorre entre 855 e 900 nm. O comprimento de onda do feixe de excitacdo pode ser
ajustado com o auxilio de geradores de harménicos, (Flexible Harmonic Generator,
FHG, da Spectra Physics), que dobram ou triplicam a frequéncia originada no
Tsunami. O pulso de excitacéo é direcionado para o espectrémetro Edinburgh FL900
com configuracdo em formato-L. O comprimento de onda de emisséo € selecionado
por um monocromador e os fotons emitidos sdo detectados por uma
fotomultiplicadora refrigerada (placa micro-canais Hamamatsu C4878) e sé&o
correlacionados temporalmente com os pulsos de excitacdo por meio do conversor
tempo-amplitude (TAC). A largura a meia altura da funcdo de resposta do
instrumento € tipicamenete 0,12 ns. O software F900 fornecido pela Edinburgh
Instruments foi utilizado para ajuste dos dados experimentais de decaimento a
funcdes multiexponenciais, baseado no método de ajustes de funcbes nao lienares
por minimos quadrados. A qualidade do ajuste realizado pelo software foi avaliada
pela observacado dos gréaficos dos residuos e o parametro estatistico X (chi-square)
reduzido.

3.3.10 - Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

Os espectros vibracionais na regiao do infravermelho foram obtidos no
estado sdlido utilizando-se um espectrofotometro Bomem-Michelson FT, modelo
MB102 na regido compreendida entre 4000 e 300 cm™. As amostras no estado
sélido foram diluidas em Csl, mantido em estufa a 120 °C, na proporgdo 1/100
(amostra/Csl).
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3.3.11 - Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de *H e *3C foram
obtidos em um espectrémetro BRUKER DRX 400 MHz pertencente ao laboratério de
Ressonancia Magnética Nuclear do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Sao Carlos.

3.3.12 - Calculos computacionais

O método teorico DFT (Teoria do Funcional de Densidade) foi utilizado
para analisar a estrutura eletronica do complexo 5.8 A geometria do complexo foi
otimizada pelo programa Gaussian 09, em que o célculo da geometria do
composto foi desenvolvida primeiramente no vacuo em nivel de teoria DFT
utilizando-se o funcional hibrido B3LYP®* com o conjunto de base LanL2DZ.% Feito
isso, realizou-se calculos levando-se em consideracdo o efeito dos solventes
metanol e &agua, utilizando-se o modelo de polarizacdo continua, cujo efeito de
polarizacdo € representado numericamente e computado por uma integracdo
numeérica. Assim, tal estrutura otimizada foi utilizada nos estudos de estado excitado.
As energias das transicdes eletrbnicas foram obtidas pelo método TD-DFT

(dependente do tempo).

3.3.13 - Eletroquimica

As medidas eletroquimicas (voltametria ciclica) para os complexos de
ruténio foram realizadas utilizando-se o potenciostato/galvanostato pAutoLab Tipo
[ll, usando cela eletroquimica de vidro, com capacidade para 10 mL, consistindo de
trés eletrodos: o eletrodo de referéncia foi Ag/AgCl, armazenado em solucéo 3,0 mol
L™ de KCI (solucdo saturada) e os eletrodos de trabalho e auxiliar constituidos de
discos de platina (Pt) de 1,5 mm e 4 mm de diametro, respectivamente. A
concentracdo dos compostos foi de 10 mol L™ em DMF, com 0,1 mol L™ de PTBA
como eletrolito suporte. Ferroceno (Fc) foi usado como padrao interno de referéncia.
Todas as solugdes foram previamente desaeradas com gas nitrogénio.

Os voltamogramas ciclicos dos complexos de magnésio foram medidos

em um potenciostato/galvanostato portatil modelo uSTAT 400, usando-se um sistema
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de trés eletrodos. O eletrodo de trabalho foi carbono vitreo com didametro de 4 mm, e
os eletrodos de referéncia e auxiliar foram constituidos de prata. As medidas foram
feitas a temperatura ambiente (~20 °C) em agua e em tampao fosfato (0,065 mM, pH

7,8 e 10,0) contendo 0,1 M de KCI como eletrdlito suporte.

3.3.14 - Avaliacao da estabilidade

3.3.14.1 - Estabilidade fotoquimica (efeito da luz)

A estabilidade fotoquimica dos complexos foi investigada em irradiacédo
monocromatica a 420 nm ou 350 nm, e sob a irradiacao solar por 30 dias.

Nas investigacbes sob irradiacdo monocromatica utilizou-se dois
reatores fotoquimicos montados em nosso laboratério. Estes reatores consistem de
um sistema carrossel com 8 lampadas cada, sendo um no comprimento de onda de
420 nm (usado para o complexo 1, ja que este composto apresenta absorcéo
préoxima dessa regido) e o outro em 350 nm (usado para o complexo 5, jA que este
composto absorve luz em comprimentos de onda proximos dessa regido). As
solu¢bes aquosas foram irradiadas durante periodos de tempo definidos e o
progresso da fotorreacéo foi monitorada por espectroscopia UV-Vis. As solu¢des dos
complexos foram preparadas na concentracéo de 5 x 10™° mol L™

A intensidade de luz irradiada foi medida por actinometria usando-se
Ferrioxalato de potasio, Ks[Fe(C,0.)s],>> um actindmetro bastante sensivel na faixa
de comprimento de onda de 253-577 nm. O actindbmetro foi preparado de acordo
com Calvert e Pitts.** Para a determinacdo da intensidade de luz na irradiacdo no
comprimento de 420 nm, previamente preparou-se uma solucéo de 0,006 mol L™ do
actinémetro ferrioxalato de potassio e 0,05 mol L™ de &cido sulfarico. Pipetou-se 3
mL da solucdo do actinbmetro com a concentracdo adequada para 0 comprimento
de onda de irradiagcdo e a solucao foi irradiada em uma cela de 1 cm de caminho
otico por 3 min. Uma aliquota de 2 mL as solucdo irradiada foi adicionada a um
baldo volumétrico de 10 mL contendo 2,5 mL de tampéao acetato (obtido pela mistura
de 600 mL de uma solucéo 1 mol L™ de NaCHsCOO e 360 mL de uma solucédo 0,5
mol L™ de H,S0,, e essa mistura foi diluida para o volume final de um litro), e 1 mL
de uma solucado 0,1 % de 1,10’-fenantrolina. A solugéo foi diluida para 10 mL com

agua destilada. Preparu-se um branco seguindo o mesmo procedimento, exceto que
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a solucao de actindbmetro nao foi adicionada. As duas solugbes foram mantidas no
escuro por uma hora e apos esse tempo foram medidas as suas respectivas
absorbancias no comprimento de onda de 510 nm.

A intensidade da luz incidente (li) foi calculada pela Equacéo 3:

li = (V1 x V3 x AA) / (9Fe®* x t x Vo x | x eF?* x f) 3)
onde:
V1 = volume da solucao de actinbmetro irradiada (mL);
V, = volume da aliquota de solucao de actinbmetro irradiada para analise (mL);
V3 = volume final no qual V;foi diluido (mL);
AA = diferenca da absorbancia em 510 nm entre a solucdo irradiada e a néo
irradiada;
dFe?" = rendimento quantico de formacéo de Fe®* no comprimento de onda da luz
irradiada (1,11);
t = tempo de irradiacdo da solucao do actindbmetro (s);
| = caminho 6tico da cela fotolisada usada (cm);
eF?* = coeficiente de extincdo molar do complexo [Fe(phen)s]** a 510 nm (1,11 x 10*
mol™ L cm™);

li = intensidade da luz incidente (Einsten s™).

O valor encontrado para a intensidade das lampadas usadas nos
experimentos de fotélise continua em solu¢cdo aquosa para os complexos 1 e 5
foram 1,0 x 107 e 1,2 x 10 Einstein s™, respectivamente.

A estabilidade dos complexos também foi avaliada com a irradiacdo
solar, onde os frascos de vidro transparente tampados, contendo as solucdo dos
complexos, foram expostos a luz do sol durante 30 dias. Aliquotas dessas solucdes
foram retiradas em tempos regulares e os experimentos foram acompanhados por

espectroscopia UV-Vis.
3.3.14.2 - Estabilidade quimica (efeito do pH)

A estabilidade dos complexos 1 e 5 em solugédo tampéao na faixa de pH

3,09 - 9,11, com forca ibnica de 0,1 M (KCI), foi avaliada. Para isso, solugcbes

tamp&o do complexo 1 e 5 (2,0 x 10° M) foram preparadas e mantidas no escuro
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por 30 dias. ApGs decorrido esse tempo, 0os espectros eletronicos foram registadas
em um espectrofotdbmetro no UV-Vis na faixa de 250-800 nm.

No caso dos complexos apresentarem alteracdes em seus espectros
eletrbnicos em resposta a um eventual equilibrio de protonacao/desprotonacao de
espécies na faixa de pH estuda, entdo, uma curva de absor¢cdo (em Amszx) do
complexo em fungdo do pH da solucao foi construida pela equacdo modificada de
Henderson-Hasselbalch:

pKa = pH -log [(Ai - Aprot.) / (Adep. - Ai)] (4)

onde Ay € a absorvancia da forma protonada, Agep. € a absorvancia da forma
desprotonada, e A; é a absorvancia total da mistura (forma protonada e
desprotonada) em um determinado pH.

O programa de computador ORIGEM 7.5% foi usado e o ponto de
inflexdo da curva sigmoidal d& o valor de pKa (o logaritmo negativo da constante de
dissociacao acida, Ka), o qual corresponde ao pH em que metade das espécies em

solucéo estéo dissociadas.
3.3.15 - Avaliacao da Solubilidade e Lipofilicidade

A solubilidade (ou coeficiente de solubilidade) é quantitativamete
definida como a concentragdo maxima que uma determinada substancia pode
dissolver-se em um dado solvente em uma dada temperatura. J& a lipofilicidade de
uma substancia é definida através de seu coeficiente de particao, log P, o qual € um
parametro fisico-quimico que ¢é utilizado para estimar a tendéncia que um
determinado composto tem em interagir com membranas biolégicas (parte lipofilica)
ou permanecer na fase aquosa (parte hidrofilica). Geralmente, o sistema imiscivel
octanol/agua é usado para mimetizar a interface membrana/agua ja que a particao
agua/octanol representa uma boa aproximacdo do particionamento entre o citosol e
as membranas lipidicas de sistemas vivos. Assim, o valor de log P é definido como o
log da razdo entre a concentracdo da substéncia na fase organica e sua
concentracdo na fase aquosa, em um sistema em equilibrio.®® O método shake
flask,” foi usado para determinacdo da solubilidade e log P por ser um método

convencional simples e valido em uma ampla faixa de valores (-4 < logP < 4).
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3.3.15.1 - Solubilidade

A solubilidade da hesperidina livre e dos complexos 1 e 5-9 em agua
pura e do complexo 5 em solucéo tampao Tris/HCl em pH 3,09-9,05 foi determinado
a 37,0 + 0,5 °C pelo método shake flask.”” Estes experimentos foram realizadas por
adicdo de excesso dos complexos, individualmente, a 2 mL de &gua ou solucao
tampdo até a saturacdo. As suspensdes foram agitadas durante 24 horas a 50 rpm
até que o equilibrio fosse atingido. As amostras foram centrifugadas durante 8
minutos em uma centrifuga FANEM 206-R a 220 rpm. A concentragdo do complexo
no filtrado foi determinada em um espectrofotdmetro no UV-Visivel.

3.3.15.2 - Determinacéao de log P

O valor de log P foi determinado através do método shake flask®’
utilisando-se octanol como fase organica e agua como fase aquosa. Os complexos
(100 ppm) e a hesperidina foram adicionados, individualmente, a mistura de 1 mL de
n-octanol e 1 mL de 4gua, que permaneceu sob agitacao durante 24 horas a 50 rpm.
Depois, as amostras foram centrifugadas durante 8 min a 220 rpm. As duas fases
foram separadas e a concentracdo dos complexos foram determinada nas fases
organica e aquosa por ICP-OES (Varian VISTA). Os experimentos foram realizados

em duplicata. O valor de Log P foi calculado através da Equacéo 5:

Log P =log (Co/ Ca) (5)

onde, Co e Ca sdo as concentracfes molares do complexo na fase orgéanica e na
fase aquosa, respectivamente.

J4 a concentragdo do flavonodide hesperidina foi determinada por
espectroscopia UV-Vis. Assim, para determinacédo do valor de log P, os valores dos
coeficientes de absortividade molar (¢) em n-octanol e agua foram previamente
obtidos através do grafico de Absorbéancia vs. as concentracdes conhecidas da

hesperidina, usando-se a Lei de Beer, Equacao 6.

A=eb.c (6)
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onde, A é absorbancia, ¢ é a concentracdo (em mol L™) do composto e b é o
caminho 6ptico da cubeta (em cm), b.

3.3.16 - Atividade inseticida: ensaios in vivo com as formigas cortadeiras
3.3.16.1 - Colecao de insetos

As formigas cortadeiras Atta sexdens rubropilosa foram coletadas
aleatoriamente em formigueiros de laboratério.”® Elas tinham uma massa corporal de
20-25 mg. Os formigueiros eram abastecidos diariamente com folhas de Eucalyptus
sp., sementes de aveia e, ocasionalmente, com folhas de outras plantas, tais como
Hibiscus sp., Ligustrum sp. ou pétalas de rosa. Para cada concentracdo testada,
cinquenta formigas operarias foram removidas dos formigueiros e colocadas em
cinco placas de Petri de 10 cm de diametro forradas com papel filtro (dez formigas
cada). As placas foram colocadas em estufa para B.O.D (Demanda Bioquimica de
Oxigénio, do inglés, Biochemical Oxygen Demand) com temperatura de 25 °C + 1 °C

e humidade relativa variando entre 70 - 80%.
3.3.16.2 - Bioensaios

Durante os ensaios, as formigas foram mantidas em dieta artificial
preparada com com 1,25 g de glicose, 0,25 g de peptona bacteriolégica, 0,025 g de
extrato de levedura e 0,25 g de agar bacteriologico, dissolvidos em 25 mL de agua
destilada.”® Os complexos 1-8, seus respectivos flavondides livres (hesperidina,
hesperetina, naringina e naringenina), fenantrolina livre e o inseticida comercial
sulfluramida foram adicionados, individualmente, a dieta imediatamente apds ter sido
autoclavada. O teor dos compostos na dieta foi de 0,2 %. A dieta (0,4 — 0,5 g por
frasco), com os compostos teste ou sem (controle) foram oferecidas diariamente em
uma pequena tampa de plastico. As formigas foram examinadas diariamente, para
anotacao do numero de formigas mortas e retirada das mesmas, durante um periodo
de 25 dias. Através dos dados obtidos os valores de sobrevivéncia mediana de 50%
(Sso) foram calculados e comparados através do teste ndo paramétrico “log-rank”,

com nivel de significancia de 5%, utilizando-se o software Graph-Pad™

1
0. 00

, aplicativo

Prisma 3.
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3.3.17 - Modo de agéo: estudo de inibicdo da enzima acetilcolinesterase

A eficiéncia catalitica de uma determinada enzima pode ser inibida por
compostos que, quando presentes no meio, ligam-se a enzima, impedindo sua acéao.
A velocidade inicial (Vo) de uma reagédo pode ser relacionada com a
concentracdo do substrato, tal como representado pela equacdo de Michaelis-

Menten (Equac&o 7) e pela curva hiperbdlica da Figura 6.

Vo = (Vmax - [S]) /' (Km + [S]) (7)

onde, Vy é a velocidade inicial da reacdo, Vimax € a velocidade maxima da reacéo, [S]

€ a concentracao de substrato e K, € a constante de Michaelis-Menten.

Vo
\'TO = ""'max

[S]

Figura 6: Representacdo da cinética enzimatica de acordo com a equacdo de
Michaelis-Menten.

Km € definido como a concentracdo do substrato em que Vo € metade
de Vmax- Assim, um baixo valor de K, corresponde a uma maior afinidade da enzima
pelo substrato, j& que uma menor concentracdo do substrato é necesséria para se
obter o mesmo valor de V,.

A equacao de Michaelis-Menten pode ser transformada na equagéo de
Lineweaver-Burk (Equacdo 8), sendo que o respectivo grafico de 1/V vs. 1/S
representado na Figura 7 nos permite determinar os valores de K, € Vqhax de uma

determinada reacao enzimatica.
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WV = [(Km/VméX)(ll[SD + (llvméx)] (8)
l— Km
Vo slope =
\"Tmax
1

/ \/ \":-m:{x
7 1
-1 [S]
K

Figura 7: Representacao da cinética enzimatica de acordo com a equacéao 8 atraves

do gréfico de Lineweaver-Burk ou de duplos inversos.

3.3.17.1 - Ensaios com a enzima Acetilcolinesterase EACh(E.e.)

A atividade inibitéria da enzima acetilcolinesterase de Electrophorus
electricus, EACh(E.e.), foi realizada visando conhecer um dos possiveis
mecanismos de acdo dos compostos 1 e 5. Para fins de comparacdo também foram
ensaiados os ligantes livres fenantrolina e hesperidina e complexo precursor cis-
[RuCly(phen),]. Os ensaios foram realizados a 25 °C e medidos
espectroscopicamente, de acordo com o método de Ellman modificado.’®® A
atividade da enzima foi medida pela reacdo da tiocolina (o produto de hidrdlise da
acado da EACh sobre o substrato acetiltiocolina) com DTNB, a qual produz o acido 5-
tio-2-nitro-benzoico (ion TNB) medido em 412 nm. A mistura reacional possui um
volume final de 3 mL contendo 50 mM Tris/HCI (solu¢cdo tampéo, pH 8.0), 0,025
unidades de acetilcolinesterase de E. electricus, 0,10 mM de iodeto de acetiltiocolina
e 333 UM de éacido 5,5 -ditiobis(2-nitrobenzdico) (DTNB). Curvas de inibicdo foram
realizadas em triplicata com incubacédo de pelo menos 4 concentracdes do complexo
por 15 min. Triplicatas de amostras sem o complexo também foram realizadas
paralelamente aos ensaios para assegurar um rendimento de 100% da atividade da
EACh. Devido a baixa solubilidade de algumas amostras em agua (em especial as
flavanonas livres estudadas neste trabalho), as mesmas foram solubilizadas em

metanol em concentracdes cerca de 150 puM. O teor final de metanol no meio
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reacional foi 0,83% e as constantes cinéticas da enzima sao as mesmos que na

égua.103
3.3.17.1.1 - Determinacéo da velocidade da reagéo enzimatica

Os dados obitidos graficamente (Absorbancia vs. Tempo), Figura 8,
foram tratados em termos de velocidade de reacado, determinado pelo quociente da
variacdo da absorbancia pelo tempo, que entdo é dividido pelo coeficiente de
absortividade molar do fon TNB, Equacdo 9.'% Lembrando que, tomou-se os
devidos cuidados para que o intervalo de tempo selecionado mantivesse a relagéao
com melhor linearidade possivel, uma vez que, a nao linearidade pode mascarar

efeitos que néo sdo considerados no célculo da velocidade de reacéao.

V (mol L™ s™) = [(AAbsorbancia / t (s)) / (1,36 x 10%)] (9)
14
12 i £299920320330030932939909099
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Figura 8: Representacdo da curva cinética de Absorbancia (em 412 nm) vs. Tempo

(s) para o acompanhamento reacional da formacé&o do ion TNB.
3.3.17.1.2 - Determinacao da porcentagem de atividade da enzima

A porcentagem de atividade da enzima foi calculada através da

expressao:
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[(A - B)/ (C - B)] x 100% (10)

onde A = absorbancia em 412 nm do ensaio contendo os compostos testes (ligantes
livres ou complexos, individualmete); B = absorvancia do controle negativo
("branco”) e C = absorvancia do controle positivo (ensaio na auséncia dos

compostos teste).
3.3.17.1.3 - Determinacao do tipo de inibicdo da EACh

Para saber o tipo de inibicdo da enzima pelo complexo 1, estudos
cinéticos foram realizados da seguinte maneira: a velocidade de hidrélise do
substrato pela AChE foi medida a 25 °C por 5 min, usando sete concentracfes de
substrato (50, 75, 100, 150, 200, 250 e 300 uM) na presenca ou auséncia de trés
concentragcdes do complexo 1 (0,0, 50,0 e 100,0 uM). Os dados foram plotados pelo
método de Lineweaver—Burk para revelar o mecanismo de inibi¢cdo. Gréficos de 1/v
vs. a concentracdo do inibidor da o valor estimado de Ki, a constante de dissociacéo
da ligacdo EACh-inibidor.**

3.3.17.1.4 - Determinacao do valor de ICsg

A velocidade de hidrélise do substrato acetiltiocolina pela enzima
EACh foi medida a 25 °C durante 5 min, usando sete concentracdes do complexo 1
(0, 15, 25, 35, 50, 75 e 100 uM) e 100,0 uM do substrato. A representacao grafica da
actividade da EACh vs. concentracdo do complexo 1 d& uma estimativa do valor de

ICs0, @ concentracao que inibe a atividade da enzima EACh em 50%.

3.3.17.2 - Ensaios com a enzima Acetilcolinesterase EACh(A.s.r.)

3.3.17.2.1 - Obtencgéao do extrato de formigas contendo EACh

A cada duas formigas operarias Atta sexdens rubropilosa, mantidas em
ninhos de laboratério, foram maceradas e homogeneizadas em 40 uL de tampao
Tris/HCI (50 mM, pH 8,0), usando almofariz e pilao. Os extratos foram centrifugados

a 14.000 rpm durante 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi centrifugado mais uma vez
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para remover tracos de particulas. Os sobrenadantes foram utilizados nos ensaios
realizados no mesmo dia.

A determinacéo da porcentagem de atividade da enzima EACh de Atta
sexdens rubropilosa foi similar ao descrito acima para a enzima EACh de E.
Electrus, apenas com as modificacées: a concentracdo do substrato foi de 300 uM e
adicdo de 5 pL de extrato de formigas contendo a enzima. A porcentagem de

atividade da enzima foi calculada através da expresséao 10.

3.3.18 - Ensaios de Ecotoxicidade (testes de toxicidade aguda)

A toxicidade aguda corresponde a uma resposta dos organismos
aguaticos a um estimulo, que se manifesta, em geral, num intervalo de 0 a 96
horas.'® Por isso, esse teste é largamente usado nas primeiras avaliacdes
realizadas com compostos toxicos. Através desse teste pode-se determinar a
concentracéo letal média (CLsp), definida como a concentracdo do agente toxico que
causa 50% de mortalidade na populacdo de organismos submetidos ao teste, ou
quando se observa o efeito do agente toxico sobre as func¢des vitais ou funcionais
dos organismos teste, utiliza-se o indice de toxicidade CE, que corresponde a
concentracdo ou dose efetiva que causa efeito em 20% (CEzp) ou 50% (CEso) dos
organismos testados.'®

A bactéria bioluminescente V. fischeri (Sistema Microtox®) é muito
utiizada em estudos ecoxicoldgicos. Bioensaios realizados com tal bactéria
mostram-se bastante eficientes em comparagcdo a outros organismos testes como
peixes e outros organismos aquaticos, inclusive da agua doce, devido a rapidez de
obtencao de resultados e reprodutibilidade.'®®

O método de determinacao da inibicdo da luminescéncia emitida pela
bactéria Vibrio fischeri encontra-se descrito nas Normas ABNT NBR 15411-2 (2006),
ASTM D 5660-96, DIN 38 412-34 e AFNOR T90-320.

3.3.18.1 - Bioensaios com V. fischeri (Sistema Microtox®)

Os testes de ecotoxicidade foram realizados no Laboratério de

Biogeoquimica Ambiental, Departamento de Quimica, da UFSCar.
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A ecotoxicidade dos complexos 1 e 5 foi avaliada através do teste
Microtox. As bactérias que estavam inicialmente liofilizadas, foram ativadas por uma
solucéo de reconstituicdo para ajustamento da pressdo osmoética com salinidade 2%,
usando uma solucdo concentrada contendo 22% de NaCl em agua desionizada. A
andlise de emissdo de luz das bactérias obtido por seu contato direto com o
complexo 1 ou com o complexo 5 foi realizada em um Microtox Model 500 Analyzer
(Azur Environmental, Newark, DE, USA) apds um periodo de tempo de exposicéo de
15 min. Os dados foram analisados por regressao linear padrdo. Os valores de ECy
(concentracdo do complexo que causou a inibicdo de 20% da bioluminescéncia da
bactéria, expressa em mg L) dos complexo 1 e 5 foram determinados. Para fins de
comparacdo e validacdo do bom funcionamento das bactérias, também foram

realizados experimentos com o padrdo ecotoxicolégico ZnSO, (ECy = 0,32).27
3.3.19 - Ensaios de citotoxicidade em células humanas
3.3.19.1 - Cultura das células

As células HelLa foram cultivadas em meio de cultura DMEM
(Dulbeaco Modified Eagle’s Medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) e 1% de penicilina/estreptomicina. As culturas foram mantidas a 37 °C em
uma incubadora humida contendo 5% de CO,. Para separar as células do frasco
utilizou-se solugao de tripsina/EDTA.

3.3.19.2 - Ensaio de citotoxicidade

A citotoxicidade dos complexos 1, 5 e 7 frente as células cultivadas de
carcinoma cervical humano (HelLa) foi avaliada através do ensaio com brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol)-2,5-difeniltetrazolio  (MTT).}°%®1° Este ensaio basea-se na
capacidade das desidrogenases mitocondriais das células vivas em clivar os anéis
tetrazolio do MTT, formando cristais de formazan de cor violeta, o qual pode ser
medido spectrofotometricamente.®® O nimero de células viaveis é estimado a partir
da quantidade do produto formazan formado.

As células HelLa foram distribuidas em placas de 24 orificios na

densidade de 2,5><104 células/orificio, contendo o meio de cultura DMEM sem soro
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fetal bovino, e incubadas a 37 °C sob uma atmosfera de 5% de CO, durante 24 h. O
complexo 1, 5 e 7, individualmente, foi entdo adicionado aos pocos com
concentracdes que variam de 0-1000 uM dissolvido em 1% de DMSO e diluido com
o meio de cultura das células. Em seguida, as células foram colocados em uma
incubadora de CO, onde permaneceram por 3 h a 37 °C. Os poc¢os contendo 0 meio
de crescimento sem células foram utilizados como controle (o branco). Apés a
incubacao, o meio de cultura foi descartado, as células foram lavadas com PBS e 50
uL de solucdo de MTT (1,2 mg mL™* em tamp&o fosfato salino) foi adicionado em
cada poco. A incubacé&o continuou durante mais 48 h, a 37 °C sob uma atmosfera de
5% de CO,. Em seguida, 500 uL de DMSO foi adicionado aos pogos para dissolver
os cristais de formazan formados pelas células vivas. A viabilidade celular foi
determinada pelo valor da leitura de densidade 6ptica (absorbéancia dos pogos) em
um leitor de microplacas a 560 nm, para as diferentes concentracfes dos complexos
1, 5 e 7. Para verificar o efeito do solvente DMSO, controles adicionais receberam
1% deste solvente. Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os
valores foram apresentados como média + desvio padréo. A partir destes dados
determinou-se a concentracdo dos complexos 1, 5 e 7 que inibe em 50% o
crescimento celular (ICsp).

A viabilidade celular foi calculada através da segunte expressao:
Viabilidade celular (%) = (Op teste / Op controle) x 100 (11)

onde, Op teste = densidade 6tica do composto testado e Op controle = densidade

Otica do controle.
3.2.19.3 - Microscopia confocal

A imagem fluorescente obtida por microscopia confocal é um sistema
nao-invasivo e é uma das técnicas disponiveis mais poderosas para se investigar a
absorcao celular de biomoléculas e as suas interacbes com componentes celulares.

Para obtencdo das imagens confocal, as células foram semeadas em
placas individuais contendo lamelas de vidro (1 x 10* células por poco). Dezoito
horas depois, as células foram expostas aos complexos 5 e 7, individualmente, em
concentracdo 5 x 10 mol L* em meio de cultura DMEM, sem vermelho de fenol, e
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1% de FCS) durante 4 horas. Apds lavagem com PBS, as lamelas foram montadas
em laminas para as medicbes. As imagens foram obtidas utilizando-se um
microscopio confocal (Zeiss LSM510) com um comprimento de onda de excitacao

em 370 nm. A intensidade de emissao foi medida entre 400 e 600 nm.

3.2.20 - Avaliacéo da atividade sequestradora de radicais superdxido

Os radicais superéxido (0O;°) foram gerados pelo sistema
MET/VitB,/NBT,*! onde a metionina (MET) e a VitB2 (vitamina B2) produzem os
radicais superoxido e o nitroazul tetrazélio (NBT) € o indicador. A atividade
sequestradora de O, pela hesperidina e naringina livres e os complexos 5 e 7 foram
avaliadas através de medidas de absorvancia em Amax = 560 nm, do azul de
formazano, o qual corresponde ao ao produto da redugéo, quantitativa, de NBT por
O;". As solucdes de MET, VitB, e NBT foram preparadas em tampéo fosfato 0,067
M (pH 7,4) ao abrigo da luz. Os compostos testados, hesperidina, naringina e 0s
complexos 5 e 7, foram dissolvidos em DMF. Neste experimento, o radical
superoéxido foi gerada em 3 mL de tampédo de fosfato (0,067 M, pH 7,4) contendo
MET (0,01 mol L), NBT (4,6 x 10° mol L™), VitB, (3,3 x 10° mol L") e os
compostos testados, individualmente, em diferentes concentracdes (1,51-130 puM).

Apos incubacédo a 30 °C durante 10 min e irradiacdo com uma lampada
fluorescente por 3 min, a absorbancia (A;) das amostras foi medida em 560 nm em
um espectrofotdbmetro. A amostra sem o composto testado e guardada ao abrigo da
luz foi usada como controle. A porcentagem de inibicdo de O, foi calculada a partir

da seguinte expressao:

Porcentagem de inibicédo (%) = [(Ao — A))/ Ag] X 100% (22)

onde A; é a absorvancia na presenca do composto testado, Ap € a absorvancia na
auséncia do composto testado.

Os valores de ICs5p (concentragcao do composto teste que inibe em 50%
a formacédo de O,*) foram calculados a partir de curvas de regressdo em que: 0 eixo
x corresponde ao log da concentragdo do composto testado em pM e o eixo y

corresponde a porcentagem de inibicdo dos compostos testados.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Devido as varias diferencas de propriedades entre as duas classes de
compostos investigados nesta Tese (complexos de ruténio e complexos de
magnésio), os resultados e discussao da caracterizacdo de ambos serdo descritos
separadamente. Os itens 4.1 e 4.2 descrevem a preparacao e caracterizacao dos
complexos de Ru®* e Mg**, respectivamente. Ja nos itens 4.3 e 4.4 estdo descritas
as propriedades fisico-quimicas e biolégicas, respectivamente, de ambas as classes
de compostos. No item 4.5 serdo feitas algumas consideracbes relevantes
referentes a versatilidade de alguns complexos obtidos neste trabalho na aplicacéo

em diferentes sistemas bioldgicos.

4.1 - Preparacdao e caracterizacdo dos complexos de Ru(ll) (1-4)

O complexo 1 foi obtido pela reac&o do ligante hesp com o complexo
precursor cis-[RuCl,(phen),] em etanol:agua (1:1), como indicado no Esquema 1.
Para a sintese dos complexos 2-4 seguiu-se o0 mesmo procedimento, porém, 0s
ligantes utilizados foram hespt (complexo 2), ngina (complexo 3) e ngnina (complexo
4). Os compexos 1-4, obtidos como pos amorfos com coloracdo marrom
avermelhada, foram caracterizados por RMN *H, IV, UV-Vis e voltametria ciclica. A
composicdo dos compostos foram evidenciadas através das andlises elementar
(H,C,N) e ESI-MS.
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Esquema 1: Via de sintese para obtencédo do complexo 1.
4.1.1 - Andlise Elementar e ESI/MS dos complexos 1-4

A espectrometria de massas com ionizacao por eletrospray foi uma
importante ferramenta para a confirmacdo da composicao da esfera de coordenacgéo
do ion Ru(ll) nos complexos 1-4.

Os espectros de massas dos complexos 1-4 exibiram picos intensos
correspondentes aos adutos [M]* dos respectivos cations complexo, Figura 9. Assim,
0s picos base em m/z 1070,05 (a), 762,03 (b), 1042,02 (c) e 732,74 (d), e
correspondem aos pesos moleculares dos céations complexos cis-[Ru(hesp)(phen),]*
(1) (PM = 1070,30 g mol™), cis-[Ru(hespt)(phen),]* (2) (PM = 761,38 g mol™), cis-
[Ru(ngina)(phen)2]” (3) (PM = 1042,20 g mol™) e cis-[Ru(ngnina)(phen),]* (4) (PM =

732,74 g mol™), respectivamente.
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Figura 9: Espectros de massas (ESI = 70 eV) dos complexos (a) 1, (b) 2, (c) 3 e (d)

4 em metanol.

Adicionalmente, a composicdo dos quatro compostos foram
confirmados por comparagdo com 0s seus respectivos dados de microandlise
(H,C,N), Tabela 2. Os valores experimentais obtidos para os teores de carbono,
nitrogénio e hidrogénio nos complexos sdo coerentes com os dados tedricos,
confirmando as formulacdes propostas para 1 (Ru;CspHigN4O15P1Fs2H,0), 2
(Ru1CaoH32N4O6P1Fe), 3 (RU1Cs51H47N4O14P1F6) € 4 (RU1C30H31N4O7P1Fe).
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Tabela 2. Dados percentuais para os teores de C, N e H, experimentais e teoricos,
para os complexos 1-4

%H %C %N

COMPOSTOS Exp. Exp. Exp.
(Calc.) (Calc.) (Calc.)

Complexo 1 4,38 48,60 4,60
(4,23) (49,80) (4,46)

Complexo 2 3,33 52,01 6,49
(3,54) (52,75) (6,15)

Complexo 3 3,90 48,55 4,77
(3,99) (51,59) (4,72)

Complexo 4 3,41 50,08 6,22
(3,42) (51,20) (6,13)

Exp. = valor experimental . Calc. = valor calculado

4.1.2 - Espectros vibracionais no IV dos complexos 1-4

Os espectros no IV da hesperidina livre, do complexo precursor cis-
[RuCly(phen),] e do complexo 1 obtidos em pastilhas de Csl sdo apresentados na
Figura 10 e as atribuicbes sugeridas para os picos dos principais modos vibracionais
estdo sumarizados na Tabela 3.

No espectro do complexo 1 observa-se que o pico da carbonila, que na
hesp livre aparece em 1647 cm™, diminuiu em intensidade e é deslocada para menor
energia, aparecendo em 1610 cm™. Também, o pico em 560 cm™, atribuido ao
estiramento Ru-N da phen no complexo precursor, aumenta de intensidade no
complexo 1, sugerindo a presenca do estiramento Ru-O. Além disso, a auséncia do
pico em 328 cm™ correspondente & distorcdo da ligacdo Ru-Cl no complexo
precursor, € coerente com a substituicAo dos ligantes cloreto e subsequente
coordenacdo do ligante hesperidina ao fon Ru®*.*** 13 picos adicionais observados
na faixa de 1444 - 1110 cm™ s&o atribuidos aos estiramentos C-H da deformac&o do
anel dos ligantes fenantrolina e hesperidina e, o alargamento do pico em 844 cm™ é
atribuido a sobreposicdo do modo v(P-F) do ion PFg, 0 qual € consistente com a

literatura.t**
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Figura 10: Espectro vibracional na regido do infravermelho do ligante hesperidina

(a), do complexo precursor cis-[RuClx(phen),] (b) e do complexo 1 (c), em pastilhas
de Csl na proporg¢ao 1:100.
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Tabela 3: Frequéncias vibracionais e atribuicbes sugeridas para as principais

bandas para os ligantes hesperidina e fenantrolina livres e seu respectivo complexo 5

Compostos
Atribuigoes Hesperidina cis-[RuCly(phen),] Complexo 1
v(C=0) 1647F - 1612 F
v(C=N) - 1630 f 1569 F
v(C=C) 1609 F; 1579 f 1566 m 1529 F
v(C-0) 1519 m - 1427 F
v(C-N) - 1500 F 1411 f
v(C-C) 1447 m 1421 m 1380 f
3(COH), 1275 m - 1267 f
3(C-0-C)
3(CHy) 1196 F - 1203 f
S(C-H)aromatico 1090 f; 1072 F 1097 m; 1051 f 1072 F, 1078 F
7(C-H) 817 f 845 F; 717 F 841 F, 719 F
v(Ru-O, Ru-N) - 557 f 557 F
v(Ru-Cl) - 330f; 328 f -
v(P-F) - - 841 mF

v: deformacéo axial; &: deformacéo angular no plano; y: deformacéo angular fora do plano; f:

fraco; m: médio; F: forte, MF: muito forte

Os espectros no IV dos complexos 2-4 e dos seus respectivos ligantes
flavonoides estdo apresentados nas Figuras 11, 12 e 13, respectivamente, e as
atribuicbes dos picos dos principais modos vibracionais estdo sumarizados na
Tabela 4. Nestes complexos também foi verificado o deslocamento do pico referente
ao estiramento v(C=0) dos respectivos flavondides livres (hesperetina, naringina ou
naringenina) para regides de menor energia quando complexados. Também, o
desaparecimento do pico referente ao estiramento Ru-Cl e o surgimento do
estiramento Ru-O nos complexos 2-4, assim como abordado para o complexo 1,
suportam a idéia de que houve a quelagdo dos grupos C5-O° e C4=0, dos
respectivos flavondides, ao fon Ru®*. Além disso, o pico referente ao estiramento
v(P-F) do contaion PFg, assim como no complexo 1, também ocorrem nos
complexos 2-4. estas consistentes com 0s

Contudo, observacbes sao
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deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN destes complexos,

conforme abordado no item a seguir.

(b)
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Figura 11: Espectro vibracional na regido do infravermelho do ligante hesperitina
(a), do complexo precursor cis-[RuClx(phen),] (b) e do complexo 2 (c), em pastilhas

de Csl na proporc¢éo 1:100.
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Figura 12: Espectro vibracional na regido do infravermelho do ligante naringina (a),
do complexo precursor cis-[RuCly(phen),] (b) e do complexo 3 (c), em pastilhas de

Csl na proporgéao 1:100.
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Figura 13: Espectro vibracional na regido do infravermelho do ligante naringenina

(a), do complexo precursor cis-[RuClx(phen),] (b) e do complexo 4 (c), em pastilhas
de Csl na proporc¢éao 1:100.
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Tabela 4: Frequéncias vibracionais e atribuicbes sugeridas para as principais
bandas para os ligantes livres hesperetina, naringina e naringenina e seus

respectivos complexos 6-8. As atribuicdes foram de acordo com a literatura®

Ligantes livres Complexos

Atribuigoes Hespt | Ngina | Ngnina (2) 3) (4)
v(C=0) 1637 F | 1647 F 1637 1612 F | 1610F 1608 F
v(C=N) - - - 1572 F | 1570 F | 1573 F
v(C=C) 1610 f 1583 1601 F | 1541 F | 1523 F 1543 F
v(C-0) 1508 F | 1520 m | 1520 m | 1425F | 1425F | 1427 F
v(CN) - - - 1411F | 1411f | 1411f
v(C-C) 1442 m | 1454 m | 1462 m 1375 f 1369 f 1365 f
§(COH), §(C-O-C) | 1263f | 1285f | 1253f 1280 f 1250 f 1280 f
3(CHy) 1172 F {1180 m | 1180 m | 1200 m; - 1201 m;

1169 m 1168
8(C-H)aromatico 1093 m; | 1086f | 1084 m; | 1088 m | 1078 F | 1090 m

1066 m 1062 m

v(C-H) 820m | 825m | 831m 841 F; 843 F; 843 F;

719 m 719 m 719m
v(Ru-0O, Ru-N) - - - 557 m 559 m 557 m
v(P-F) - - - 841 F 843 F 843 F

v: deformagéo axial; 8: deformagédo angular no plano; y: deformacdo angular fora do

plano; f: fraco; m: médio; F: forte, MF: muito forte

4.1.3 - Espectros eletronicos no UV-Vis dos complexos 1-4

Os espectros de absorcdo eletronica do complexo precursor cis-
[RuClx(phen),] e dos complexos 1-4, obtidos em DMF, sdo mostrados na Figura 14.
Observa-se que o0s quatro compostos apresentam Amax = 470 nm. Neste
comprimento de onda, os valores de absortividade molar (¢) dos complexos 1-4
foram determinados através da equacdo de Beer (A = &b.c) usando-se a relagéo
linear entre a absorbancia, A, e a concentracdo, ¢ e mantendo-se o caminho Optico

constante, b. A Figura 15 ilustra os resultados obtidos para o complexo 1. Assim, 0s
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espectros eletronicos dos complexos 1-4 apresentam bandas de absorgao intensas
e largas observadas na regido do visivel de 400 a 600 nm com ombros em 470, 510
e 580 nm. Dentre estas, as bandas de absor¢cédo de maior intensidade nos espectros
dos complexos [RuCly(phen)s] (Amax = 552 nm, ¢ = 8.100 mol™ L cm™), 1 (Amax = 470
nm, ¢ = 11.800 mol™ L cm™), 2 (Amax = 470 nm, & = 10.600 mol™ L cm™), 3 (Amax =
470 nm, ¢ = 13.600 L cm™) e 4 (Amax = 470 nm, & = 12.800 mol™ L cm™) sdo
qualitativamente atribuidas a transicdo eletrébnica MLCT (Ru, dn — phen, =*).
Observa-se que a energia da transicdo MLCT dos complexos 1-4, sao similares
entre si, e sdo maiores do que para o complexo precursor, cis-[RuCly(phen),]. Isto
sugere a ocorréncia de uma maior estabilizacdo dos orbitais dn do Ru(ll) no
complexos 1-4 em comparacdo ao seu precursor, uma vez que o efeito quelante
estabiliza o centro metélico. Estas observacdes também estdo coerentes com

investigacdes eletroquimicas descritas no item a seguir.

15000 cis-[Ru(phen),(ngina)] (3)
/ cis-[Ru(phen),(ngnina] (4)
cis[Ru(phen) (hesp)] (1)
— cis-[Ru(phen), (hespt)] (2)
g 10000 4 cis-[RuCl (phen),]
S
=
=
5000 4
04
400 500 600 700 800
A (nm)

Figura 14: Espectros eletrbnicos na regido UV-Vis do complexo precursor cis-
[RuCly(phen),] e dos complexos 1-4 em DMF, a 25 + 0,1 °C.
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Figura 15: (a) Absorbéncia vs. comprimento de onda para o complexo 1 em
diferentes concentracfes em DMF; (b) Representacdo grafica da Lei de Beer, para o

complexo 1 em DMF, em Amax = 470 nm e caminho optico de 1 cm, a 25+ 0,1 °C.
4.1.4 — Eletroquimica

A Figura 16 apresenta os voltamogramas ciclicos obtidos para o
complexo precursor cis-[RuCl,(phen),] e para os complexos 1-4 em DMF. Em todos
0s casos observa-se na primeira varredura oxidativa o processo Ru?* para Ru®*" e na
varredura reversa a reducdo do Ru** para Ru?*. Os valores dos potenciais de meia
onda, Ey, (Ru*/Ru®"), para os complexos 1-4 foram de 0,65, 0,67, 0,65 e 0,67 V,
respectivamente, cujo deslocameto em relacdo ao complexo precursor (Ei», = 0,40
V) foi de aproximadamente +270 mV. Isto € consistente com 0 aumento da
estabilizacdo do centro metalico resultante da coordenacdo do quelato flavondide
(hesperidina, hesperetina, naringina ou naringenina). Além disso, os deslocamentos
dos potenciais redox dos complexos 1-4 em relacdo ao complexo precursor também
concordam com os espectros de absorcédo eletronica UV-Vis destes compostos,

conforme descrito no item anterior.
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Figura 16: Voltamogramas ciclicos dos complexos 1 (a), 2 (b), 3 (c), 4 (d) e do
precursor cis-[RuCly(phen),] (€) em DMF (0,1 mol L™ de PTBA), v = 100 mV s, &

25+0,1°C.
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Os voltamogramas ciclicos do complexo 1 em diferentes velocidades
de varredura sdo mostrados na Figura 17. Analisando-se os dados notou-se que a
corrente de pico (ip) aumenta com o aumento da velocidade de varredura, Figura
17(a). Uma informacéo obtida desses voltamogramas diz respeito a reversibilidade
do sistema. Assim, a analise da dependéncia das correntes de pico andodico e
catddico em funcdo da raiz quadrada da velocidade de varredura (Figura 17(b))
indica uma representacdo satisfatoria da transferéncia de carga controlada por
difusdo e sugere a ocorréncia de um processo reverssivel para o par redox
Ru?/Ru*" do sistema em estudo. Este comportamento também foi verificado para os
demais complexos 2-4, sugerindo que nestes casos também o par redox Ru?/Ru*"

trata-se de um processo reversivel.
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Figura 17: (a) Voltamogramas ciclico do complexo 1 (1 x 10 mol L™) em DMF (0,1
mol L™ TBAPF), v(1-5) = 20, 40, 60, 80 e 100 mV s, respectivamente; (b) Corrente de

pico anddica em funcao da raiz quadrada da velocidade de varredura, a25+0,1 °C.
4.1.5 - Espectros de RMN dos complexos 1-4

Os espectros de RMN *H dos complexos 1-4 foram obtidos em DMSO-
de a 25 °C. Através da integracdo da area dos sinais de hidrogénio no espectro de
RMN *H, verificou-se que os sinais correspondentes as porcées flavonéide e 1,10'-
fenantrolina estdo presentes na proporcédo de 1:2, indicando que o fon Ru?* esta
hexacoordenado aos sitios quelantes de duas fenantrolinas e um flavondide
(hesperidina, hesperetina, naringina ou naringenina, em seus respectivos

complexos). Também, os deslocamentos quimicos observados sugerem que a
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quelagcdo ocorreu através dos atomos de nitrogénio das duas fenantrolinas e dos
atomos de oxigénio dos grupos C5-O° (anel A) e C4=0 (anel C) dos respectivos

flavonoides.
4.1.5.1 - RMN de 'H e *C do complexo 1

O espectro do complexo 1 estd apresentado na Figura 18 e as
atribuicdes, utilizando a numeracéo do Esquema 1, estdo resumidas nas Tabelas5 e 6.

No espectro de RMN *H do complexo 1 o sinal em 12,1 ppm atribuido
ao préton do grupo 5-OH da hesperidina livre estd ausente em consequéncia de sua
desprotonacao por Et;N e subsequente coordenacéo ao fon metélico Ru?".

Do ponto de vista estrutural, hesperidina € um composto quiral, em que
na posicdo C2 o grupo 2-metoxifenol possui duas formas tautoméricas: 2R e 2S.'*°
Assim, esperava-se que o complexo 1 tivesse a mistura dos dois isdbmeros. Tal
previsdo foi confirmada através dos espectros de *H e *C, cujos dados espectrais
foram atribuidos por comparacdo com os dos ligantes livres (hesperidina e 1,10 '-
fenantrolina) e estdo apresentados nas Tabelas 5 e 6.

Foi verificado que os sinais dos protons H3 (anel C) e H6 (anel A)
préximos do sitio de coordenacéo de Ru?* foram duplicados e deslocados ( para H6:
Ad =-0,52 e -0,47 ppm; para H3: AS = -0,13 e -0,08 (equatorial) e +0,04 ppm (axial).
Em particular, o sinal do hidrogénio do C2 quiral (anel C) também foi duplicado e
deslocado para campo mais alto (Ad = -0,19 e -0,29 ppm). Contudo, a duplicacéo
dos sinais dos protons indica conformacges diferentes do ligante hesperidina.

Também foi verificado que os Ha (Ad = -0,29 e -0,91 ppm) e Ha’ (Ad = -
0,07, +0,04) foram deslocados e duplicados. Esta pequena diferenca entre o0s
deslocamentos quimicos de Ha e Ha' ocorre devido a proximidade do Ha com o anel

aromatico A do ligante hesperidina, tornando-se ligeiramente mais protegidos.
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Figura 18: Espectro de RMN *H do complexo 1 em DMSO-ds & 25 °C.
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Tabela 5: AtribuicBes para os principais sinais (6 ppm (J/Hz)) dos espectros de RMN

de 'H e *C NMR do ligante livre hesperidina e do complexo 1 em DMSO-dg

Posicéo Hesperidina Complexo 1
(o dc 3h dc
(mult, Hz) (ppm) (mult, Hz) (ppm)

4 - 197,0 - 189,00 2C

5 - 163,0 - 162,20; 163,90

7 - 165,1 - 164,10; 2C

9 - 162,5 - 161,60; 161,90

10 - 103,3 - 107.13; 107,30

1’ - 130,9 - 131,02 - 2C

3 - 146,4 - 146,21; 146,32

4' - 148,0 - 147,51; 148,15

2 549 (dd; 3,12; | 78,3 5,3 (dd; 3,7; 10,0), 5,2 | 76,08; 75,97

12,00) (dd; 3,6; 9,0)

6 6,14 (d; 2,04) 96,3 5,67 (sl), 5,62 (d; 2,04) | 92,28; 92,52

8 6,12 (d; 2,44) 95,5 5,73 (d; 2,52) 92,07; 92,23

2 6,93 (M) 114,1 6,75 (m) 113,67
6,73 (m) 114,06

5 6,93 (m) 112,0 6,62 (dd; 1,9; 9,0), 6,80 | 111,65; 112,01
(dl; 8,0)

6’ 6,93 (M) 117,9 6,92 (dd; 3,0; 8,4), 6,85 | 117,21; 117,36
(m)

1” 4,98 (d; 7,3) 100,6 4,85 (d; 7,0) , 4,77 (d; 98,71; 98,64
7,3)

2’ 3,20 — 3,64 (m) 72,9 3,20-3,64(m)—2H 72,87; 73,30

3’ 3,20 — 3,64 (m) 76,2 3,20-3,64(m)—-2H 75,84; 75,97

4” 3,20 — 3,64 (m) 69,6 3,20—3,64(m)—-2H 69,03; 69,61

5 3,20—3,64 (m) 75,5 3,20-364(m)—-2H 75,05; 75,22

17 4,51 (s) 99,4 4,56 (s), 4,44 (s) 100,19; 100,29

27 3,20 — 3,64 (m) 70,2 3,20 - 3,64 (m) — 2H 70,17; 70,38

3” 3,20 — 3,64 (m) 70,7 70,61; 70,71

4” 3,20 — 3,64 (m) 72,0 71,93; 72,13

5” 3,20—3,64 (m) 68,3 68,14, 68,24

3ax 2,76 (dd; 3,12; 14,0) | 42,0 2,63 (dd; 3,7; 17,0), | 41,96; 42,09
2,74 (dd; 4.4; 12,0)

3eq 3,16 (m) 42,0 3,2(m—-2H -

6” 3,20—3,64 (m) 65,9 3,64—-366(M—-2H 65,70; 66,60

H6™ 1,09 (d; 6,12) 17,8 1,10 (d; 6,1), 0,96 (t; 17,82; 17,64
6,6)

4’-MeO 3,77 (s) 55,5 3,79 (s), 3,76 (s) 55,57; 55,66

5-OH 12,10 (s) - - -

3-HO 9,12 (s) - - -

s = singleto; sl = singleto largo; d= dubleto; dd =duplo dubleto; m = multipleto; t = tripleto
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Tabela 6: AtribuicBes para os principais sinais (6 ppm (J/Hz)) dos espectros de RMN

de 'H e *C NMR do ligante livre 1,10'-fenantrolina e do complexo 1 em DMSO-ds

Posicéo 1,10’-fenantrolina Complexo 1
SH ac SH 80
(mult, Hz) (ppm) (mult, Hz) (ppm)

a 9,18 149,90 8,89 (dd; 1,2; 5,5); 8,27 | 154,21; 153,92
(dd; 1,6; 5,6)

b 7,83 123,25 7,48 (dd; 5,6; 8,6) — 127,63 — 2C
2H

c 8,54 136,13 8,8 (d; 8,2) - 2H 135,35; 135,43

e 8,02 126,63 8,40 (s) — 2H 129,76; 128,81

f 8,02 126,63 8,43 (s) — 2H 129,88; 128,98

h 8,54 136,13 8,7 (d; 8,4) — 2H 135,43 - 2C

i 7,83 123,25 8,26 (dd; 4,9; 8,8) — 131,31 -2C
2H

j 9,18 149,90 8,01 (d; 5,4), 7,97 149,24 — 2C
(dd; 1,0; 6,0)

a’ 9,18 149,90 9,11 (dd; 0,8; 5,4); 9,22 | 154,21; 153,92
(dd; 1,2; 5,5)

b' 7,83 123,25 7,52 (dd; 5,6; 7,4) — 127,73 -2C
2H

c' 8,54 136,13 7,86 (d; 5,24) -1 H 133,0

e’ 8,02 126,63 8,17 (s) — 2H 129,76; 128,81

f 8,02 126,63 8,38 (s) — 2H 129,88; 128,98

h' 8,54 136,13 - 135,43 - 2C

i 7,83 123,25 8,37 (m) 131,31 -2C

J 9,18 149,90 7,92 (dd; 1,3; 5,4), 149,24 — 2C
8,25(dd;1,3;4,9)

d d - 128,41 - 131,31 -2C

g9 - 128,41 - 131,37, 2C

Lr - 145,55 - 149,54; 149,90

m, m’ - 145,55 - 149,24 - 2C

s = singleto; sl = singleto largo; d= dubleto; dd =duplo dubleto; m = multipleto; t = tripleto

No espectro de RMN de *C NMR os deslocamentos quimicos foram

mais pronunciados, especialmente para os carbonos C4 (As = -8 ppm), C5 (Ad =

+0.8 e -0.9 ppm) e C10 (As = +4.0 e +3.83 ppm), comparados com a hesperidina
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livre. Estes dados refletem a forte redistribuicdo de densidade eletronica no ligante
hesperidina apds sua coordenacéo ao fon Ru?*. Estes resultados indicam uma forte
interacdo entre o grupo carbonil do ligante hesperidina e o fons Ru®*, atribuido a
formacdo do complexo mononoclear pela quelacédo através dos atomos de oxigénio
da hesperidina. Além disso, a coordenacéo da hesperidina ao ion Ru?".

Além disso, a coordenacdo da hesperidina ao fon Ru?* de forma
bidentada leva ao desaparecimento da ligacdo de hidrogénio entre o grupo hidroxila
C5-OH e o grupo carbonila (C4=0),"® e consequentemente um forte efeito de
desblindagem ocorre no carbono C10. Assim, o0s deslocamentos quimicos
observados para os carbonos do ligante hesperidina, proximos da esfera de
coordenacao, comportam-se em um sistema ressonante (de
blindagem/desblindagem) de maneira semelhante ao que ocorre em grupos ceto-

enol.*’
4.1.5.2 - RMN de 'H dos complexos 2-4

Os espectros de RMN 'H dos complexos 2-4 estdo apresentados em
anexo nas Figuras 19, 20 e 21, respectivamente, e as atribuicbes para tais
complexos e seus respectivos flavonoides livres (hesperetina, naringina e
naringenina), utilizando a numeracédo do Esquema 1, estdo descritos nas Tabelas 7,
8 e 9, respectivamente.

Similarmente ao espectro de RMN 'H do complexo 1, os sinais em
~12,14 a 12,17 ppm nos complexos 2-4, atribuidos aos protons do grupo 5-OH dos
seus correspondentes flavondides livres (hesperetina, naringina e naringenina),
também estdo ausentes em consequéncia da desprotonacédo do referido grupo por
EtsN e subsequente coordenac&o ao fon metalico Ru®".

Foi verificado que estes complexos também apresentam misturas de
isbmeros R e S, conforme abordado para o complexo 1, ja que os ligantes
hesperetina, naringina e naringenina também possuem o carbono quiral C2.

De modo geral, os deslocamentos quimicos observados para os sinais
de 'H e/ou '3C séo consistentes com a redistribuicdo de elétrons-t nos flavondides
quando coordenados ao fon Ru®** em seus respectiivos complexos. Além disso,

estas obsevacdes também sdo coerentes com o deslocamento dos potenciais redox
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referentes os sistema Ru?*/Ru®" nos complexos 1-4, conforme sera descricéo feita

no item a segir.

10 8 6 4 2

ppm
Figura 19: Espectro de RMN *H do complexo 2 em DMSO-dg & 25 °C.
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Tabela 7: AtribuicBes para os principais sinais (6 ppm (J/Hz)) dos espectros de RMN

de 'H da hesperetina livre e do complexo 2 em DMSO-ds

H Hesperitina Complexo 2
posicoes ) 5(9)

2 5,46, dd (12,3; 3,0) — 1H 5,24, d (10,36) — 2H
3ax 2,74,dd (17,2, 3,0) - 1H 2,73, m—-2H

3eq 3,23, dd (17,2, 12,3) — 1H 3,13, m — 2H

6 5,91,d(1,9) — 1H 5,47, sl — 2H

8 592,d(1,9) - 1H 5,43, sl - 2H

2’ 6,95, d (1,6) — 1H 6,84, s — 2H

5’ 5,97,d (8,2) - 1H 6,78, d (10,86) — 2H

6’ 6,90, dd (8,2; 1,6) — 1H 6,89, s — 2H
4'-OCH3 3,81, s-3H 3,76, s —6H

a - 9,14, s - 1H; 8,95,s - 1H
a’ - 9,34,s-1H; 9,22, s - 1H
b, b’ - 7,46, sl — 4H

c, h - 8,80, m — 4H

c,i - 8,24, m — 6H

e, f, f.h - 8,36, m — 8H

e’ - 8,17, m — 2H

i - 7,95, s — 2H

J - 7,87, d (10,35) — 2H

s = singleto; sl = singleto largo; d= dubleto; dd =duplo dubleto; m = multipleto; t = tripleto
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10 8 6 4 2 0

ppm
Figura 20: Espectro de RMN *H do complexo 3 em DMSO-ds & 25 °C.
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Tabela 8: Atribuicbes para os principais sinais (6 ppm (J/Hz)) dos espectros de RMN

de 'H da naringina livre e do complexo 3 em DMSO-ds*°

H Naringina Complexo 3

posicoes 8 (J) 3 (J)

2 5,56, dd (13,2; 3,4) — 1H 4,73, m — 1H; 4,64, m — 1H

3ax 2,73,dd (17,0; 3,34) - 1H 3,08, m —1H; 3,15, m - 1H

3eq 3,36, dd (17,0; 13,2) — 1H 3,22, m - 1H; 3,29, m — 1H

6 6,11,d (2,4) - 1H 5,74, m —1H; 5,36, m — 1H

8 6,10, s - 1H 5,56, m —1H; 5,23, m - 1H

2/ 7,31, d (8,4) -1H 7,13, d (8,54) — 1H; 7,07, d (8,57) — 1H

3 6,80,d (8,4) - 1H 6,64, dd (11,44; 2,85) — 2H

5 6,80, d (8,4) - 1H 6,78, dd (10,03; 1,59) — 2H

6’ 7,31,d (8,4) - 1H 7,22, d (8,50) — 2H

Glc-1" 517,d (8,2) — 1H 5,06, m - 2H

Rha-1"" 513,d (2,2) - 1H 5,02, m-2H

6" 1,19, d (6,6) — 3H 1,08, dd (6,10; 2,32) — 3H; 1,02, dd
(6,0;1,71) — 3H

a - 9,13,dd (11,32; 5,22) — 1H; 8,85, m —

1H

a’ - 9,3,1(6,05) — 1H; 9,21, d (5,06) — 1H

b, b’ - 7,47, m—4H

c, h - 8,85, m — 4H

c,i i’ e - 8,25, m — 8H

e f, f,h - 8,37, m — 8H

i - 7,95, m-4H

s = singleto; sl = singleto largo; d= dubleto; dd =duplo dubleto; m = multipleto; t = tripleto
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10 8 6 4 2
ppm

Figura 21: Espectro de RMN *H do complexo 4 em DMSO-ds & 25 °C.
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Tabela 9: AtribuicBes para os principais sinais (6 ppm (J/Hz)) dos espectros de RMN

de 'H da naringenina livre e do complexo 4 em DMSO-ds

H Naringenina Complexo 4

posicdes 8 (J) 3 (J)

2 5,43 (dd; 4,0; 13,0) - 1H 5,13, m — 2H

3ax 2,70 (dd; 2,8; 17,0) — 1H 3,0, m—-2H

3eq 3,20, m-1H 3,2, m—-2H

6 5,88, s - 1H 5,66, s —2H

8 5,88,s-1H 5,49,s-2H

2’ 7,32, d (9,0) -1H 7,25, d (8,7) - 1H; 7,16, d (8,75) — 1H
3 6,79,d (9,0) - 1H 6,82, t(9,2) — 2H

5’ 7,32,d (9,0) - 1H 6,69, d (9,0) — 2H

6’ 6,79,d (9,0) - 1H 7,37, m—1H; 5,51, m - 1H

a - 9,18, d (9,5) — 1H; 9,0, d (8,7) — 1H
a’ - 9,38, d (9,7) — 1H; 9,26, d (10,2) — 1H
b, b’ - 7,52, m —4H

c, h - 8,87, m-4H

c, il - 8,30, m — 6H

e f,f,h - 8,40, m — 8H

e’ - 8,20, m — 2H

] - 8,05, d (4,2) — 1H; 8,0, d (3,91) — 1H
i - 7,94, d (3,80) — 1H; 7,9, d (3,86) — 1H

s = singleto; sl = singleto largo; d= dubleto; dd =duplo dubleto; m = multipleto; t = tripleto

Assim, com base nas caracterizacfes feitas por analise elementar, ESI-MS, IV, UV-
Vis e RMN de 'H as possiveis estruturas sugeridas para os complexos 1-4 sdo

apresentadas na Figura 22.
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Ho~ HO OH
HM/ y OH |PF6
; o
"CH
0 (0] @ 3
HO% o
HO

Complexo 1 Complexo 2

cis-[Ru(phen),(hesp)]PFs cis-[Ru(phen),(hespt)]PFs

Complexo 3 Complexo 4

cis-[Ru(phen),(ngina)]PFs cis-[Ru(phen),(ngnina)]PFs

Complexo 1: Hexafluorofosfato de hesperidinabis(1,10’-fenatrolina)ruténio(ll)
Complexo 2: Hexafluorofosfato de hesperetinabis(1,10’-fenatrolina)ruténio(ll)
Complexo 3: Hexafluorofosfato de naringinabis(1,10'-fenatrolina)ruténio(ll)

Complexo 4: Hexafluorofosfato de naringeninabis(1,10’-fenatrolina)ruténio(ll)

Figura 22: Estruturas sugeridas para os complexos 1-4.
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4.2 - Preparacao e caracterizacao dos complexos de Mg(ll) (5-9)

O complexo 5 foi obtido seguindo o procedimento descrito na secao
experimental e mostrado resumidamente no Esquema 2. Para a sintese dos
complexos 6-8 seguiu-se o mesmo procedimento, porém, os ligantes utilizados
foram hespt (complexo 6), ngina (complexo 7) e ngnina (complexo 8). J& para o
complexo 9, também seguiu-se a mesma rota sintética do complexo 5, porém na
auséncia do ligante fenantrolina. Os compexos 5-9, obtidos como pos amorfos com
coloracdo amarela, foram caracterizados por RMN 'H, FTIR, UV-Vis e voltametria
ciclica. A composicdo dos compostos foram evidenciadas através das analises

elementar (H,C,N) e absorcéo atdmica (para o complexo 5).
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Esquema 2: Via de sintese para obten¢édo do complexo 5.

4.2.1 - Andlise Elementar dos complexos 5-8 e absorcao atbmica para 5

A composicdo dos quatro compostos foram confirmados por
comparacao com o0s seus respectivos dados de microanalise (H,C,N), Tabela 10. Os
valores experimentais obtidos para os teores de carbono, nitrogénio e hidrogénio
nos complexos sao coerentes com os dados teodricos, confirmando as formulacdes
propostas para 5 (M@iCesH74N2030.2H,0), 6 (MQ1CasH40014N2.2H,0), 7
(Mg1CessH72028N2.2H,0), 8 (Mg1C42H36012N2.2H,0).
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Apesar dos resultados de andlise elementar apresentarem desvios de
até ~5% em relacdo aos valores calculados, as caracterizacdes feitas por RMN de
'H demonstram a pureza dos compostos. No entanto, tais diferencas entre os
valores tedricos e experimentais podem esta associados com a presenca de
moléculas de 4gua na esfera de coordenacao externa destes complexos.

Adicionalmente, os dados de absor¢do atdmica para a concentracao do
elemento Mg indica que o valor encontrado (8,93 + 0,09 g mL™) e calculado (9,13 g
mL™) estdo em excelente concordancia, confirmando a formulacdo proposta para o

complexo 5.

Tabela 10: Dados percentuais para os teores de C, N e H, experimentais e tedricos,

para os complexos 5-8

%H %C %N
COMPOSTOS
Exp. (Calc.) Exp. (Calc.) Exp. (Calc.)
Complexo 5 5,32 (5,39) 53,05 (55,95) 1,97 (1,92)
Complexo 6 5,10 (5,03) 57,60 (59,98) 3,09 (3,18)
Complexo 7 5,36 (5,47) 57,05 (56,56) 1,96 (2,00)
Complexo 8 4,92 (4,97) 62,83 (61,44) 3,47 (3,41)

Exp. = valor experimental . Calc. = valor calculado

4.2.2 - Espectros vibracionais no IV dos complexos 5-9

A andlise dos complexos 5-9 por IV envolve a comparacdo dos
espectros dos ligantes livres e coordenados ao metal. Os espectros sdo examinados
através dos estiramentos de bandas de grupos funcionais tais como C=0, C-O-C, C-
OH fendlico, etc. Deslocamentos destas bandas podem dar informacdes em relacdo
ao sitio de ligacdo no qual o metal esta ligado. Também, o aparecimento de bandas
Metal-O na regido de baixas frequéncias € um indicativo da formacdo do complexo
entre flavonoide, por exemplo, e o metal em questéao.

Os espectros no IV dos complexos 5-9 e de seus respectivos ligantes
livres foram obtidos em pastilhas de Csl.
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4.2.2.1 - Espectro no IV do complexo 5

Os espectros dos ligantes livres fenantrolina e hesperidina e do
complexo 5, sdo apresentados na Figura 23 e as atribuicbes para 0s principais
modos vibracionais estdo sumarizados na Tabela 11.

No espectro vibracional do complexo 5 o pico da carbonila, que na
hesperidina livre aparece em 1647 cm™, foi deslocada para menores frequéncias,
aparecendo em 1601 cm™. Este deslocamento confirma que o grupo C=O perde
suas caracteristicas originais ao formar ligacdo coordenada com o metal.’® Esta
observacdo também é confirmada pela presenca da banda larga v(Mg-O) em
aproximadamente 570 cm™.**

Além disso, a fenantrolina coordenada exibe deslocamento de alguns
modos vibracionais para maiores frequéncias em comparacéo ao ligante livre. Por
exemplo, o modo vibracional do estiramento simétrico CC e CN, que na fenantrolina
livie aparece em 1503 cm™ foi deslocado para regides de maior nimero de onda
(1516 cm™), tipico para o quelante fenantrolina localizado na esfera de coordenac&o
interna do fon Mg?*,**° indicando que a coordenacdo ao centro metalico levou a um
fortalecimento dessas ligacdes. A complexacdo da fenantrolina também levou a
deslocamentos de algumas vibracdes para frequéncias mais baixas, como por
exemplo as vibracdes assimétricas CC e CN, que na fenantrolina livre aparece em
1419 cm™ foi deslocado para 1400 cm™, assim como as deformaces CH de
aromaticos. Sugere-se que como consequéncia da formacéo do anel rigido quelante
de seis membros, ocorre uma diminuicAo na energia ressonante nos anéis

aromaticos, resultando no enfraquecimentos dessas ligagoes.
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Figura 23: Espectro vibracional na regido do infravermelho dos ligantes hesp (a) e

phen (b) livres e do complexo 5 (c), em pastilhas de Csl na proporgéo 1:100.
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Tabela 11: Frequéncias vibracionais e atribuicdes para as principais bandas para os
ligantes hesperidina e fenantrolina livres e seu respectivo complexo 5. As atribuigbes

foram de acordo com a literatura**#**
“AtribuicBes |  Liganteslivies | Complexo5
Hesp phen
v(C=0) 1647 mF - 1606 F
v(C=N) i 1579 F 1541 m1512 f
v(C=C) 1609 F; 1579 f 1556 m 1442 F
v(C-0) 1519 m 1520 m 1426 F
v(C-N) i 1250 F 1402 F; 1365 f
v(C-C) 1447 m 1138 f 1269 m
5(COH), 5(C-0-C) 1285 F - 11741
5(CHy) 1196 F - 1095 F, 1070 F
3(C-H)aromatico 1090 f; 1072 mF 1083 f 846 f; 730 f
+(C-H) 817 m 852 F; 736 F 817 f
v(Mg-O) i - 5731

v deformagéao axial; 8 deformagéo angular no plano; y deformagé&o angular fora do

plano; f fraco; m médio; F forte, MF muito forte

4.2.2.2 - Espectros no IV dos complexos 6-9

Os espectros no IV dos complexos 6-9 sdo apresentados na Figura 24,
25, 26 e 27 e as atribuicdes para os principais modos vibracionais destes complexos
estdo sumarizados na Tabela 12.

Assim como no complexo 5, no espectro vibracional do complexo 7 o
pico da carbonila e do grupo C-O-C, que na naringina livre aparecem em 1647 e
1285 cm™, respectivamente, foram deslocados para menores frequéncias,
aparecendo em 1608 e 1257 cm™, respectivamente. Também, uma banda larga
referente a v(Mg-O) aparece em aproximadamente 600 cm™. Portanto, estes
deslocamentos s&o sugestivos da coordenacdo da naringina ao fon Mg no
complexo 7 em seus respectivos complexos, através dos atomos de oxigénio dos

grupos 5-0O" e C=0 do anel condensado A-C.
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Quanto ao espectro vibracional do complexo 9, todas as observacdes
feitas para a hesperidina coordenada ao fon Mg?* no complexo 5 também foram
aplicadas a este complexo, embora no complexo 9 alguns desses sinais tenha sido
ligeiramente mais deslocados, provavelmente devido a auséncia da fenantrolina na
esfera de coordenagéo do fon Mg?".

Quanto aos complexos 6 e 8, também foi verificado o deslocamento do
pico da carbonila para regides de menor frequéncia em comparacdo aos seus
respectivos flavonéides livres. A absorcdo em aproximadamente 3200 cm™, devido
as hidroxilas fendlicas nos ligantes livres hesperetina e naringenina mostram
significativas mudancas espectrais nos complexo 6 e 8, indicando a aquelacéo
através deste grupo. Os dados espectrais dos complexos 6 e 8 também mostram
uma banda larga em aproximadamente 3400 cm™, indicando 4gua coordenada™ A
banda larga apresentada pelo espectro do complexo 9 também é sugestiva da

presenca de moléculas de agua em sua estrutura.
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Figura 24: (A) Espectro vibracional na regido de 2000-300 cm™ para o complexo 6;
(B) na regido de 4000-2000 para a hesperetina livre (a) e o complexo 6 (b), em
pastilha de Csl na propor¢ao 1:100.
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Figura 25: Espectro vibracional na regido do infravermelho do complexo 7 em
pastilha de Csl na propor¢ao 1:100.
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Figura 26: (A) Espectro vibracional na regido de 2000-300 cm™ para o complexo 8;
(B) na regidao de 4000-2000 para a naringenina livre (a) e o complexo 8 (b), em

pastilha de Csl na propor¢ao 1:100.
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Figura 27: (A) Espectro vibracional na regido de 2000-300 cm™ para o complexo 9;
(B) na regidao de 4000-2000 para a hesperidina livre (a) e o complexo 9 (b), em

pastilha de Csl na proporcéo 1:100.
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Tabela 12: Frequéncias vibracionais e atribuicdes para as principais bandas para os

50, 112-114

complexos 6-8. As atribuicdes foram de acordo com a literatura

Atribuicdes Complexo 6 Complexo 7 Complexo 8
v(C=0) 1595 F 1608 F 1606 F
v(C=N) 1518 m 1543 m, 1520 m 1518 m
v(C=C) 1443 F - 1450 m
v(C-0) 1423 f 1425 F 1425 f
v(C-N, C-C) 1367 f 1402 F; 1365 f 1367 m
§(COH), 1277 F 1257 m 1267 F
§(C-0-C)

S(CHy) 1178 F 1171m 1174 F
3(C-H)aromatico 1088 F 1095 F; 1074 F 1088 F
7(C-H) 842 m; 731 m 834 m; 730 m 837m, 731 m
v(Mg-O) 555 f 607 f 567 f

v: deformagédo axial; &: deformagédo angular no plano; y: deformagédo angular fora do

plano; f: fraco; m: médio; F: forte, MF: muito forte

4.2.3 - Espectros eletronicos no UV-Vis dos complexos 5-9

Os flavonoides apresentam duas bandas de absorcdo principais na

regido UV-Vis (Figura 28). As absor¢fes na faixa de 320-385 nm correspondem a

porcdo do anel B (sistema cinamoil, Banda 1), e as absorc6es na faixa de 240-280

nm correspondem a porcdo do anel A (sistema benzoil, Banda I1).>
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Figura 28: Estrutura geral da subclasse flavanona e a divisdo das bandas | e I

relatadas nos espectros de absorcéao.

Os espectros de absorcdo eletrénica em DMF, a 25 °C, dos ligantes
livres hesperidina e fenantrolina e do complexo 5 estdo apresentados na Figura
29(A), do ligante livre naringina e seu respectivo complexo 7 sdo mostrados na
Figura 29(B) e do complexo 9 na Figura 29(C). As atribuicdes das bandas de
absorcdo sdo mostradas na Tabela 13.

Os espectros estdo relacionados com as transicbes n—n* do anel
aromatico das moléculas dos ligantes. Os espectros eletrénicos da fenantrolina e da
hesperidina mostram bandas de absor¢cdo em 276 e 287 nm, respectivamente,
atribuidas as transi¢cdes n—n* dos grupos cromoforos (C=C) dos anéis aromaticos.
Também foi observada uma banda de absorcao de fraca intensidade no espectro da
hesperidina em 333 nm, atribuida a transicdo menos permitida n=—r* da banda I. O
espectro eletrdnico do complexo 5 mostra bandas de absorcdo intensa em 266 e
284 nm, caracteristica de transi¢des intraligante (n—n*) dos ligantes fenantrolina e
hesperidina (banda Il). Também é observada uma banda de menor intensidade em
370 nm atribuida a transicbes n—n* (da banda 1) nos ligantes hesperidina
coordenados, a qual foi deslocada para regides de menor energia em comparagao a

hesperidina livre.
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Figura 29: Espectros eletrbnicos na regido UV-Vis dos compostos: (A) 1,10'-

fenantrolina (a), hesperidina (b) e complexo 5 (c); (B) naringina (a) e complexo 7 (b);

(C) hesperidina (a) e complexo 9 (b), em DMF, a 25 + 0,1 °C.
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Deslocamentos similares aos descritos para o complexo 5 foram
observados para os complexos 7 e 9 em relagdo aos flavondides naringina e
hesperidina livres, respectivamente. Os espectros de UV-vis também nos fornecem
informacdes significativas quanto aos sitios de coordenacéo dos flavonoides, pois os
espectros eletronicos sugerem que os grupos C4=0 e 5-OH dos ligantes hesperidina
e naringina podem ser considerados como possiveis sitios de quelacdo ao fon Mg?*
em seus respectivos complexos, ja que a interacdo de metais com o anel
condensado de flavondides nestas posicoes resulta em deslocamentos
batocrédmicos, conforme descrito na literatura para muitos compostos metal-
flavondide.'**?* Estes deslocamentos batocrdmicos podem ser explicados pela
extensdo do sistema conjugado com a complexacao.

Desse modo, os espectros eletrénicos corroboram com a coordenacao
dos ligantes fenantrolina e os flavondides hesperidina e naringina em seus

respectivos complexos, ao centro metalico Mg®*.

Tabela 13: Atribuicdes, A (nm) e ¢ (L mol* cm™), para as bandas de absorcéo
observadas nos espctros na regidao UV-Vis dos ligantes fenantrolina, hesperidina e

naringina livres e dos complexos 5, 7 € 9, em DMF

Compostos n—1*(phen) Banda Il Banda |
A (¢) A (€) A (€)

fenantrolina 276 (16900) - -
hesperidina - 287 (22300) 333 (4300)

naringina - 286 (19500) 330 (4200)
Complexo 5 266 (42900) 284 (46800) 370 (9500)
Complexo 7 266 (25300) 285 (37200) 373 (9100)
Complexo 9 - 286 (34500) 360 (10300)

Os espectros de absor¢éo eletrdnica em DMF, a 25 °C, do ligante livre
hesperetina e do complexo 6 estdo apresentados na Figura 30(A) e do ligante livre
naringnina e seu respectivo complexo 8 sdo mostrados na Figura 30(B). As

atribuicdes das bandas de absorcéo sdo mostratadas na Tabela 14.
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Figura 30: Espectros eletrénicos na regido UV-Vis dos compostos: (A) hesperetina

(a) e complexo 6 (b); (B) naringenina (a) e complexo 8 (b), em DMF, a 25 + 0,1 °C.

Nos espectros eletronicos, os maximos de absorcdo das transicdes

n—m* do ligante fenantrolina e dos flavonéides hesperetina e naringenina (Banda 1)

aparecem nos complexos 6 e 8 na regido de 265-285 cm™. Também, as bandas em

aproximadamente 333 nm, atribuidas a transicdo n—n* da Banda |, tornam-se mais

permitidas nos complexo 6 e 8 do que em seus respectivos flavonoides livres
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(hesperetina e naringenina), enquanto uma nova banda surge em aproximadamente
380 nm. Tal fato sugere que a coordenacdo destes flavondides ao fon Mg®* ocorre
através da hidroxila ligada ao carbono 7 do anel A. Estes dados sao coerentes com
dados espectrais de RMN de *H, os quais evidenciam a permanéncia do grupo 5-OH
em sua forma protonada sem nenhuma alteracao de acidez significativa. De fato isso

ja era esperado uma vez que o pKa do grupo 7-OH (pKa = 6,8)'%

125

€ bem menor que

do grupo 5-OH da hesperetina (pKa > 11,5) 126

e da naringenina (pKa = 12,5)
podendo, portanto, ser mais facilmente desprotonado pela trietlamina (pKa =

10,65).*’

Tabela 14: Atribuicdes, A (nm) e ¢ (L mol* cm™), para as bandas de absorcéo
observadas nos espectros na regido UV-Vis dos ligantes hesperetina e naringenina

livres e dos complexos 6 e 8, em DMF

Atribuicbes
Compostos n—n*(phen) Banda Il Banda |
A (€) A () A (€)

hesperetina - 289 (23200) 333 (4800)
naringenina - 289 (15300) 333 (3700)
Complexo 6 265 (34900) 285 (31100) 334 (14600)
379 (3740)
265 (37100) 284 (33100) 335 (14300)
Complexo 8 380 (3700)

4.2.4 - Espectros de RMN de *H dos complexos 5-9

Uma das principais caracteristicas que podem ser observadas em um
espectro de RMN de um composto de coordenacdo sdo os deslocamentos na
densidade eletrbnica (ou blindagem/desblindagem) dos atomos de hidrogénio do
ligante ap0s a complexagdo com o metal.

O espectro de RMN *H do complexo 5 foi obtido em CDsOD e DMSO-
ds € 0s espectros dos complexos 6-9 foram obtidos em DMSO-ds a 25 °C. Pela
integracdo da area dos sinais de hidrogénio no espectro de RMN *H dos complexos
5-8, verificou-se que 0s sinais correspondentes as por¢cdes flavonoide e 1,10'-

fenantrolina estdo presentes na propor¢cao de 2:1, indicando que a esfera de
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coordenacéo do fon Mg?* é hexacoordenado com sitios quelantes de uma molécula
fenantrolina e duas moléculas flavondide (hesperidina, hesperetina, naringina ou
naringenina, em seus respectivos complexos). Também, assim como ocorreu nos
complexos de ruténio, descritos anteriormente, nos espectros de RMN *H dos
complexos 5, 7 e 9 os sinais em 12,1 a 12,4 ppm correspondentes ao préton do
grupo 5-OH dos flavondides livres hesperidina e naringina estdo ausentes em
consequéncia de sua desprotonacao por EtsN e subsequente coordenacédo ao ion
metélico Mg?*. Cabe ressaltar que o espectro de RMN do complexo 5 também foi
analisado em DMSO para certificacdo de que o sinal do préton do grupo 5-OH teria

desaparecido, j4 que essa analise em MeOH ndo é possivel.

4.2.4.1 - RMN de *H do complexo 5

O espectro do complexo 5 estd apresentado na Figura 31 e as
atribuicbes para os principais sinais, utilizando a numeracdo do Esquema 2, estédo
resumidas na Tabela 15.

Como mostrado na estrutura numerada no esquema 2 e evidenciado
na estrutura otimizada por calculos teoricos descritos posteriormente, dois tipos
diferentes de ambientes quimicos sdo esperados para os dois ligantes hesperidina.
Os sinais dos prétons H-2, H-3, e H-3¢q do anel C, o qual esta localizado proximo
do grupo 7-raminoglicosideo aparecem em 5,39, 2,78 e 3,13 ppm, respectivamente,
enquanto que no anel Cc aparecem em 5,25, 2,75 e 3,03 ppm , respectivamente.
Sugere-se que este pequeno deslocamento para campo mais alto observado para o
anel C em relagdo ao Cc é devido & sua proximidade com o do grupo 7-
raminoglicosideo, rico em densidade eletrbnica, coerente com a estrutura otimizada
por célculos DFT descrita posteriormente. Também foram observados dois prétons
anomeéricos da glicose em 4,94 e 4,80, dois prétons anoméricos da ramnose em 4,0
ppm, dois sinais metoxi em 3,86 e 3,85 e um sinais do grupo metila em 1,19 ppm
correspondente a 6H (equivalentes a dois grupos metila).

As caracteristicas do espectro de RMN de *H do complexo 5 bem como
0 numero total de sinais de hidrogénio é consistente com a formacdo de um centro
metélico Mg?* hexacoordenado via quelacdo de um ligante fenantrolina e dois
ligantes hesperidina, além de sugerir a presenca de um plano de simetria que faz

com que os sinais de hidrogénio da fenantrolina permanecam equivalentes mesmo
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apos a coordenacdo, Tabela 15, conforme também evidenciado na estrutura
otimizada por cdculos DFT descrita posteriormente.

6"!

MeOH
MeO-4'
H20

21" 5|, 6'

ppmM

Figura 31: Espectro de RMN *H do complexo 5 em CD3;0OD & 25 °C.
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Tabela 15: Atribuicbes para os principais sinais (6 ppm (J/Hz)) dos espectros de
RMN de *H dos ligantes hesperidina e 1,10'-fenantrolina livres e do complexo 5 em
CD3;0OD

H Hesperidina Complexo 5
2 5,39 (dd, 2,87; 15,56) — 1H 5,39 (dd; 2,88; 15,18) — 1H;
5,25 (d; 11,46) — 1H
6 6,19 (s) - 1H 5,8 (s) — 1H; 4,69 (d, 3,94) — 1H
8 6,19 (s) - 1H 5,9 (s) — 1H; 6,2 (s) — 1H
2! 6,96 (m) -1H 6,9 (m) — 2H
5’ 6,96 (M) - 1H 6,9 (M) — 2H
6’ 6,96 (m) - 1H 6,9 (M) — 2H
1" 4,94 (dd, 3,56, 3,97) - 1H 4,94 (d; 6,0)— 1 H; 4,8 (s) — 1H
2",3", 4" 5" 3,44 (m) - 4H 3,40 — 3,64 (m) — 8H
1 4,69 (m) - 1H 4.00 (m) — 2H
2", 3", 4" 3,61 (m) - 3H 3,20 — 3,40 (m) — 6H
5" 4,00 (m) - 1H 3,20 — 3,40 (m) — 2H
3ax 2,75 (dd, 3,0, 17,25) — 1H 2,78 (dd; 3,0) — 1H;
2,75 (dd; 2,9; 16,8) — 1H
3eq 3,12 (m) — 1H 3,13 (dd; 12,4; 17,7) — 1H;
3,03 (m) - 1H
6" 3,89 (m) - 1H 3,64 — 3,66 (m) — 2H
6" 1,19 (dd, 1,76, 4,42) - 3H 1,19 (t; 7,32) — 6H
MeO-4' 3,86 (s) — 3H 3,85 (d; 5,76) — 3H;

2,92 (d, 6,35) — 3H

1,10'-fenantrolina Complexo 5
a, | 9,04 (m) — 2H 9,09 (s) — 2H
b, i 7,70 (m) — 2H 7,76 (s) — 2H
c, h 8,37 (m) — 2H 8,46 (s) — 2H
e,f 7,84 (m) - 2H 7,95 (s) — 2H

s = singleto; sl = singleto largo; d= dubleto; dd =duplo dubleto; m = multipleto; t = tripleto
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4.2.4.2 - RMN de *H dos complexos 6-9

Os espectros de RMN *H dos complexos 6-9 estdo apresentados nas
Figuras 32, 33, 34 e 35, respectivamente, e as atribuicbes dos sinais de hidrogénio
para tais complexos, utilizando a numeragdo do Esquema 2, estdo descritas na
Tabela 16.

Assim como para o complexo 5, também foi observado a auséncia do
sinal do préton do grupo 5-OH no espectro de RMN *H dos complexos 7 e 9, devido

a substituicdo do ion H* pelo fon Mg?".

A

12 10 8 6 4 2

ppm
Figura 32: Espectro de RMN *H do complexo 6 em DMSO-dg & 25 °C.

90



CAPITULO 4

Resultados e Discussao

—

ppm
Figura 33: Espectro de RMN *H do complexo 7 em DMSO-dg & 25 °C.
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Figura 34: Espectro de RMN *H do complexo 8 em DMSO-dg & 25 °C.
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LA . L

ppm
Figura 35: Espectro de RMN *H do complexo 9 em DMSO-ds & 25 °C.
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Tabela 16: Atribuicbes para os principais sinais (6 ppm (J/Hz)) dos espectros de
RMN de *H dos complexos 6-8 em DMSO-ds

H Complexo 6 | Complexo 7 Complexo 8 Complexo 9

posicdes 3 (J) 8 (J) 8 (J) 3 (J)

2 5,14, m—2H | 5,30,s—2H | 5,14, d (10,88) — 1H; | 5,50, dd (2,77;
5,36, s - 1H 12,65 — 2H)

3ax 2,43, m—-2H | 2,4, m—1H; 2,6,d(16,67) - 2H 2,74 m—2H

3,0,m-1H
3eq 286,m—-2H | 3,00m-2H | 3,24, m-1H; 2,88, m | 2,90, s — 1H;
-1H 2,80, m—-1H
6 5,64,s-1H 5,69, s -2H 6,13, dd (2,38;
8 541, m—-4H | 548,s—-2H | 545,s-1H;5,35, s 8,22) —4H
- 1H

2' 6,98,sl-2H | 7,27,s-2H 7,21, sl-2H 6,93, m — 2H

3’ - 6,75,s—-2H 6,72, sl - 2H -

S 6,98,sl-2H | 6,75, s-2H 6,79,d (7,71) - 2H 6,93, m — 2H

6’ 6,98,sl-2H | 7,27,s-2H 7,30,d (7,12) - 2H 6,93, m — 2H

4'-OCH3 3,76, s - 6H - - 3,77,s—-6H

Glc-1" - 5,18, m — 2H - 4,98, t(6,78) —

2H
Rha-1"" - 5,13, m — 2H - 4,70, m-2H
6" - 1,16,d - 1,09, dd (2,18;
(5,58) — 6H 6,24) — 6H

5-OH 12,4 -2H - 12,3-2H -

3"-OH - - - 9,11

a,j 9,10,s—2H | 9,09, s-2H 9,09,s—-2H -

b, i 7,77,s—2H | 7,80,s—2H 8,16, s — 1H; -
7,79,s-1H

c, h 8,51,s—2H | 8,52,s-2H 8,75, s —1H; -
8,50,s-1H

e, f, 8,02,s-2H | 8,02,s-2H 8,00, s -2H -

s = singleto; sl = singleto largo;

d= dubleto; dd =duplo dubleto; m = multipleto; t = tripleto
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De modo geral, os deslocamentos quimicos observados para 0s sinais
de 'H nos complexos 5-9 sdo consistentes com a redistribuicdo de elétrons-t nos

flavonéides quando coordenados ao fon Mg em seus respectivos complexos.

4.2.5 - Calculos computacionais

Embora a coordenacgéo de ligantes do tipo fenantrolina a ions Mg
sejam relativamente bem estudadas, ainda pouco se sabe sobre a coordenacao de
flavonoides a estes ions. Portanto, a andlise tedrica de tais estruturas também é
importante. Assim, a analise estrutural do complexo 5 também foi feita por calculos
computacionais usando a metodologia do funcional de densidade, DFT. A geometria
otimizada na fase gasosa € apresentada na Figura 36 e os comprimentos de ligacéo
e angulos selecionados estéo listados na Tabela 17.

Pela analise dos dados, observa-se que no complexo 5, o centro
metéalico Mg®* exibe um ambiente de coordenacdo octaédrico distorcido definida por
dois atomos de N da 1,10'-fenantrolina e quatro atomos de oxigénio de duas
moléculas de hesperidina, em uma configuracédo cis e simetria C1. Isto € consistente
com a literatura, jA que sabe-se que o fon Mg**, com raio idnico de 0,72 A, é
apropriado para um nimero de coordenacdo 6,°” e que em solucbes aquosas estes
cations sao geralmente encontrados com seis ligantes coordenados de maneira
octaédrica.®® *?® O grau de distorcdo octaédrica apresentada pelo complexo 5 pode
ser observado pelos angulos de torcdo de 75,40° para (phen)N163-Mg-N154(phen)
e 96,91 para (hesp)O75-Mg-O78(hesp), Tabela 17.

Também foi verificado que as distancias Mg-N154(phen), 2,20 A, e Mg-
N163(phen), 2,23 A, sdo comparaveis as distancias encontradas em complexos do
tipo Mg(ll)-phen, como por exemplo no complexo [Mg(SO.)(phen)(H,0)s].**° Além
disso, foi observado uma deslocalizacdo de carga na parte hesperidina da molécula
do complexo 5, 0 que ja era esperado ja que cada ligante hesperidina esta
coordenada ao fon Mg?* através de dois &tomos de oxigénio diferentes (C5-O" e
C4=0). Assim, a distancia de ligacdo observada para ambos Mg-O2 e Mg-O78 foi de
1,99 A, enquanto que para Mg-O75 e Mg-O151 foi de 2,07. No entanto, os
comprimentos das ligacdes Mg-O2 e Mg-O78 sdo mais curtos devido a interacao

mais forte entre os grupos C5-O" da hesperidina desprotonada (ricos em densidade
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de eletrdnica) e o cation "duro” Mg?* néo-polarizavel, o qual possui alta densidade de

carga e forte afinidade por ligantes contendo &tomos de oxigénio "duros".**°

Figura 36: Geometria otimizada por calculos computacionais para o complexo 5, a
estrutura mais estavel, observada por diferentes angulos.
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Tabela 17: Comprimentos de ligagcdo e alguns angulos de ligacéo selecionados da

estrutura otimizada do complexo 5

Comprimentos de ligacéo (A) Angulos de ligacéo (°)
Mg-O2(hesp) 1,99 (hesp)O151-Mg-O78(hesp) 83,80
Mg-O75(hesp) 2,06 (hesp)O2-Mg-O75(hesp) 84,30
Mg-O78(hesp) 1,99 (hesp)O75-Mg-O78(hesp) 96,91
Mg-O151(hesp) 2,07 (hesp)O151-Mg-N154(phen) 92,18
Mg-N154(phen) 2,20 (phen)N163-Mg-0O2(hesp) 91,00
Mg-N163(phen) 2,23 (phen)N163-Mg-N154(phen) 75,40

O elevado efeito estérico imposto por trés ligantes quelantes (uma
phen e duas hesp) na esfera de cooredenacéo do fon Mg faz com que ocorra uma
distorcdo acentuada no grupo 7-raminoglicosideo terminal, favorecendo as ligacdes
de hidrogénio entre os grupos hidroxila adjacentes e o grupo 3'-OH do anel B.
Adicionalmente, a analise de carga de Mullikan para o complexo 5 mostra que a
carga negativa no grupo -OH da posicédo 3' do anel B da hesperidina livre é reduzida
para -0,08 quando o complexo é formado. Isto indica um aumento na acidez do
grupo 3'-OH, o que facilita a desprotonacéo desta hidroxila no complexo. Os dados
de RMN de 'H descritos acima sdo consistentes com estas observacées. Estas
caracteristicas também sao importantes para a analise das propriedades fotofisicas

e bioldgica, como anti-oxidante por exemplo, conforme sera descrito posteriormente.

Assim, com base nas caracterizagfes feitas por 1V, UV-Vis e RMN 1H a possiveis

estruturas sugeridas para os complexos 5-9 sdo apresentados na Figura 37.
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Complexo 9; cis-[Mg(hesp).(H.0),]

Complexo 5: bis(hesperidina)-1,10’-fenatrolinamagnésio(ll)
Complexo 6: bis(hesperetina)-1,10'-fenatrolinamagnésio(ll)
Complexo 7: bisnaringina-1,10'-fenatrolinamagnésio(ll)

Complexo 8: bis-naringenina-1,10’-fenatrolinamagnésio(ll)

Complexo 9: bis-hesperidinadiaquomagnésio(ll)

Figura 37: Estruturas sugeridas para os complexos 5-9.

97



CAPITULO 4 Resultados e Discussao

4.2.6 - Propriedades emissivas

Os espectros de emissdo e excitacdo do complexo 5 em MeOH sao
apresentados na Figura 38. Sob excitacdo em 370 nm, o complexo apresenta
emissao intensa em 490 nm. O espectro de excitacdo (Aem = 490 nm) assemelha-se
ao espectro de absorcdo, porém, a banda em 370 (atribuida as trasicbes n—n* da
Banda I, em coeréncia com os dados de absorcao para este complexo) possui maior
intensidade em comparacdo a banda em 282 nm, sugerindo que esta transicdo é a
principal responsavel pela emisdo. O deslocamento de Stokes medido em metanol
foi 5780 cm™ e a partir das medidas feitas por TCSPC (método de contagem de
fétons Unicos correlacionados no tempo - em inglés, Time-Correlated Single Photon
Counting, TCSPC) o melhor ajuste do decaimento de emissédo foram obtidos com
uma curva tri-exponencial com tempos de vida de 5,749 ns (A= 2007,3); 1,433 ns
(A=37217,17) and 0,307 ns (A=7162,32).

|— 5780 cm*

Emissao
Excitacéao

75 4

Intensidade (u.a.)
8
o
1

(o
o
1 "

25 -

0
' 1 Y 1 M 1 M 1
15000 20000 25000 30000 35000

Numero de onda (cm™)

Figura 38: Espectros de emissdo e excitacédo do complexo 5 (2 x 10 M) obtidos em
metanol, a 25 °C.
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4.2.6.1 - Luminescécia em diferentes solventes

As propriedades emissivas do complexo 5 sdo também dependentes
do solvente, conforme mostra a Figura 39. Em solventes doadores como DMSO e
DMF, por exemplo, estes complexos exibem emisséo intensa em 467 nm, e nos
respectivos espectros de excitacdo é observado que a intensidade da banda em
298 nm é aproximadamente %2 da intensidade da banda em 370 nm, sugerindo que
a transicdo, n—m* é a principal responséavel pela emisdo em solventes doadores. Ja
em solventes aceitadores como acetonitrila, por exemplo, o complexo 5 apresenta
fraca luminescéncia, em que as intensidades das bandas em 298 e 370 no espectro
de excitacdo (Aem = 490 nm) sdo similares, indicando que ambas transi¢cdes (n—n*
das Bandas | e Il) sdo responsaveis pelas propriedades emissivas do complexo 5
neste solvente. Também foi verificado que a luminescéncia do complexo 5 foi
completamente suprimida em ciclohexano (solvente apolar e essencialmente néo
solvatante) e em agua pura (solvente polar e fortemente solvatante). Estes
resultados fornecem evidéncia de dois estados excitados emissivos em solucao,
sugerindo-se a presenca de dois confdbmeros em solucdo, os quais podem ser
produzidos em funcéo de ligacdo de hidrogénio intramolecular envolvendo os grupos
3’-OH e 4'-0OCH3s, ambos no anel B, (3'-O---H---OCHj3) e/ou entre o grupo 3'-OH e as
hodroxilas das raminoses adjacentes (3'-O---H---OH(raminose)). Cabe ressaltar que
a hesperidina livre ndo € luminescente em solventes organicos. Assim, sugere-se
que a parte [Mg(phen)®] tem um efeito estabilizador na emissdo do ligante
hesperidina coordenado.

Também foi observado que o complexo 5 é altamente luminescente
guando solubilizado em n-octanol, Figura 39. Este dado € bastante relevante para
sistema bioldgicos, ja que a biodistribuicdo de um composto em octanol é similar a
distribuicdo nas membranas lipidicas de sistemas vivos. Assim, sugere-se que 0
complexo 5 também pode funcionar como um biomarcador luminescente em meio

celular.
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Figura 39: Espectros de emissao e excitacdo do complexo 5 (20 yM) nos solventes:
DMSO (a), DMF (b), 1-octanol (c), CH3CN (d), ciclohexano (e) e H,O (f) a 25 °C.

Além disso, foi observado que a adicdo de agua nas solucbes do
complexo 5 em DMSO resulta na perda da luminescéncia. A Figura 40 mostra as
alteracdes nos espectros de emissdo em DMSO e nas misturas DMSO/H,O com 0,5,
10 e 15% de H,0. Verifica-se que ao aumentar a quantidade de agua a emisséao
caracteristica do complexo 5 em 467 nm diminui de intensidade e desaparece
guando a mistura contém 15% de agua. Este resultado sugere que a supressdo da
emissao pode ocorrer devido a formacéo de ligacao de hidrogénio de moléculas de
agua vizinhas com o grupo 3'-OH (3'-O---H---OH,), ocasionando a ruptura da
estrutura rigida do complexo. A dgua pode competir eficazmente pela ligacdo de
hidrogénio intramolecular e alternar a luminescéncia do complexo, resultando em um
complexo ndo luminescente. Esta observacao € coerente com a estrutura otimizada
por calculos DFT para o complexo 5 no solvente agua. Os dados mostram que a
presenca da agua leva a um rearranjo da estrutura rigida da molécula, favorecendo
a ligacdo de hidrogénio entre o grupo 3'-OH e as moléculas de agua mais proximas.

Portanto, isto e pode explicar a falta de emissédo do complexo 5 em solucdo aquosa.
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Figura 40: Espectros de emissdo do complexo 5 em DMSO/H,O nas proporc¢des
100/0, 95/5, 90/10 and 85/15 a 25 °C.

4.2.6.2 - Luminescécia em diferentes valores de pH

As propriedades emissivas do complexo 5 foram analisadas em
diferentes valores de pH. Eles exibem um aumento na intensidade de emissao em
direcdo a desprotonacdo, acompanhado de um ligeiro deslocamento para regides de
maiores comprimentos de onda do maxima emissdo em meio basico, conforme
mostra a Figura 41(a) para o complexo 5. Também, no gréfico de intensidade
relativa de emissédo, do complexo 5, vs. pH, Figura 41(b), foi observado um ponto de
inflexdo em pH cerca de 9,2, préximo do valor de pKa (9,4) do grupo 3’-OH do anel
B, conforme descrito posteriormente. Assim, sugere-se que a emissdo €
proveniente da forma anidnica do ligante hesperidina, uma vez que comportamento
emissivo similar é observado em 490 nm para a hesperidina livre quando excitada

em 360 nm sob condi¢bes béasicas, Figura 42.
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Figure 41: (a) Espectros de emissdo do complexo 5 em diferentes pH’s com com
Lex = 360 nm. As curvas 1-8 sdo correspondentes aos pH’s 5,0, 6,0, 7,4, 8,0, 9,0,
10,0, 11,0 e 12,0, respectivamente, a 25 °C. (b) Gréafico de intensidade de emissao

vs. pH para o complexo 5 em solugdo tampéo.
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Figure 42: (a) Espectros de emissao da hesperidina livre em diferentes pH’s com

com Aex = 360 nm. As curvas 1-6 sdo correspondentes aos pH’'s 5,0, 6,0, 7,4, 8,0,

9,0 e 10,0, respectivamente, a 25 °C.
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Neste contexto, sugere-se que as propriedades emissivas Ssao
provenientes do ligante hesperidina, atribuido a transicao intraligante n—mn*(hesp) no
estado excitado, a qual € fortemente influenciada pelo grupo 3'-OH da hesperidina
em meio basico.

De modo geral, sugere-se que a luminescéncia do complexo 5 pode
estd associada a uma combinacdo de varios fatores, incluindo a polaridade do
solvente, estereoquimica e acoplamento spin-oOrbita. No entanto, acredita-se que as
propriedades emissivas destes complexos em solventes ndo aquosos também seja
em consequéncia da peturbacdo das trasicbes responsaveis pela emissdo na
presenca do metal, em que o fon metalico Mg** estaria diminuindo a diferenca entre
os niveis de energia dos orbitais moleculares dos flavondides, o mais alto (ocupado)
e 0 mais baixo (vazio). Assim, a coordenac¢do do ligante ao pequeno e carregado ion
Mg®*, que efetivamente aumenta a rigidez da estrutura do ligante, pode esta
aumentando o rendimento quéantico de fluorescéncia pela reducédo da probabilidade
de dissipacdo de energia de processos ndo-radiativos®’ e, dessa forma, aumenta a
intensidade de fluorescéncia no complexo. Além disso, também sugere-se que o
aumento da intensidade de fluorescéncia apés a quelacéo de flavondides com o ion
diamagnético Mg?* esta relacionada com a inibicdo do processo de transferéncia de
préton intramolecular no estado excitado entre os grupos 3’-OH e 4’-OCH3 do anel
B. Estas observacdes sao bastante relevantes quando se leva em consideracdo o
fato de que o ligante hesperidina livre ndo emite sob as mesmas condi¢cdes nos

solventes ndo aquosos, ao contrario do complexo 5.

4.2.7 - Eletroquimica

Os voltamogramas ciclicos do complexo 5 foram avaliados em agua e
em tampéao fosfato (0,065 M em pH 7,8 e 10) na faixa de -1 a +1 V (vs. Ag/Ag’). As
varreduras foram iniciadas em -0,45 V na direcdo positiva. Em agua, Figura 43, na
primeira varredura no sentido anddico sao observados dois processos oxidativos,
um em +0,56 (processo |) e outro em +0,86 V (processo Il). Na varredura reversa
sao observadas as seguites reducdes: em +0,14 V (processo lll), -0,11 V (processo
IV) e em -0,63 V (processo V). Na segunda varredura oxidativa um novo pico
aparece em +0,48 V (processo VI) e o processo | desaparece, sugerindo que a

transferéncia de elétrons nessa etapa foi seguida por uma reacdo quimica. Além
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disso, 0 processo Il permanece e as respostas redutivas ocorrem em potenciais
iguais aos observados no primeiro ciclo, porém a intensidade da corrente é

aumentada para os processos lll e IV.

-0,5 0,0 0,5 1,0
E (V)
Figura 43: Voltamogramas ciclicos do complexo 5 em agua, com 0,1 mol L™ de KCI
ev =100 mV s*, & 25 + 0,1 °C. As setas verticais indicam o prosseguimento da

intensidade de corrente com 0s ciclos de varredura. A seta horizontal indica o

sentido da varredura.

Em pH 7,8 o primeiro voltamograma ciclico mostra os processos | e V
bastante evidentes, enquanto os processos lll, IV e VI também aparecem, mas com
pequena resposta de intensidade de corrente, Figura 44(a). Ja em pH 10,0, em que
a hesperidina coordenada estd na forma anidnica, sdo observados os processos | e
V em maior intensidade de corrente, e os processos IV e VI também aparecem,
porém, com resposta muito pequena, Figura 44(b).

As consideracfes sobre o comportamento eletroquimico do composto
em &agua sdo consistentes com as observacdes em solu¢gbes tamponadas em pH
basico. Por exemplo, em pH 10, o primeiro potencial de oxidacdo do composto € o
mesmo que em agua, sugerindo que é de fato a oxidacdo das espécies

desprotonadas no grupo 3'-OH do anel B.
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Figura 44: Voltamogramas ciclicos do complexo 5 em tampéao fosfato (0,065 mM)
em pH 7,8 (a) e 10 (b), com 0,1 mol L de KCl e v =100 mV s, 4 25 + 0,1 °C. As

setas verticais indicam o prosseguimento da intensidade de corrente com os ciclos

de varredura. A seta horizontal indica o sentido da varredura.

Além disso, comparando os voltamogramas em solu¢cdes tamponadas,
observamos que os processos IV/VI sdo menos evidentes do que na agua, e indo de
pH 7,8 a 10,0, estes processos sdo cada vez menos evidentes. Isto sugere que as
reacOes de transferéncia de protons para a formacéo do cation radical fenoxil sdo
cada vez menos favorecidas a medida que aumenta o pH do meio. Também, com
base no valor de pH medido (8,9) para a solugéo aquosa do complexo 5, sugere-se
gue o primeiro processo oxidativo na superficie do eletrodo esta associado a
oxidacédo do grupo 3'-O" do anel B da hesperidina coordenada, rico em densidade
eletrbnica, formando o radical fenoxil (equacao 13). Parte destes radicais podem se

estabilizar formando, provavelmente, um dimero no processo V (equacédo 14),'% 1%
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enquanto uma outra fracdo destas espécies radicalares participam do sistema ciclico

[I/lll, equagdo 15. Além disso, 0s processos redox também sdo possibilitados pelas

reacoes de transferéncia de protons (equacdo 16) durante os varios ciclos de

varredura, viabilizando a ocorréncia do sistema ciclico VI/IV, equacdo 17. As

reacOes gerais propostas para o sistema eletroquimico sdo descritas no Esquema 3

e ilustradas no Esquema 4.

Mg-hespO™ - e — Mg-hespO’

Mg-hespO’ + e — dimero

Mg-hespO" -e = Mg-hespO*

Mg-hespO” + H' = Mg-hespOH""*

Mg-hespOH'* + e = Mg-hespOH

(13)

(14)

(15)

(16)

(17)

Esquema 3: Reacbes sugeridas para 0s processos eletrogimicos do complexo 5.

6-Oa L-
raminosil-
Dglicosideo

OH

l N/ ]
+e ||-e -e CE E >
\_7 /
OH Oe (|3
NG e R e R
K -
+e

Ro 7 +H Ro Ro

Esquema 4: llustracdo das reacdes sugeridas no Esquema 3 para 0S processos

eletrogimicos do complexo 5 em agua.
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Os voltamogramas ciclicos referentes a primeira varredura no sentido
anaodico, dos ligantes hesperidina, hesperitina, naringina e naringenina em tampao
fosfato (pH 7,8) sdo mostrados na Figura 45 e dos complexo 6-9 sdo mostrados na
Figura 46. Para todos estes ligantes livres sdo observados dois processos oxidativos
(exceto a naringina que aparentemente apresenta somente um pico de reducao na
varredura reversa. Em todos estes casos, sugere-se que 0 primeiro potencial de

oxidacao é atribuido aos grupos 3'-OH ou 4'-OH destes flavonoides.

0,66 0,76 0,66 075
KU ,
My
/ —
(1
0.73 073
© 05 0.0 0.5 1.0 05 0.0 0,5 1.0
E (V) E (V)
(a) (b)
0,83 070 c()l,l)79
B )
/ (n
)
0,77 -0,67
05 0.0 0.5 1.0 05 0.0 0.5 1.0
E (V) E (V)
(©) (d)

Figura 45: Voltamograma ciclico dos flavondides livres hesperidina (a), hesperetina
(b), naringina (c) e naringenina (d) em tampéo fosfato (0,065 mM, pH 7,8), com 0,1
mol L™ de KCle v =100 mVs™ a25+0,1°C.

Quanto aos complexos 6-9 sdo observados somente um processo

oxidativo e um processo redutivo. Os dados dos voltamogramas ciclicos referentes a
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primeira varredura ndo mostram mudancas significativas nos potenciais de oxidacéo
e reducdo dos complexos 6-9 em relacdo aos seus respectivos flavondides livres.
Mas, como mostrado nos voltamogramas ciclicos apds varias varreduras para o
complexo 5, também pode ser que nos sistemas eletroquimicos dos complexos 6-9
radicais fenoxil possam ser gerados subsequentemente em detrimento do primeiro

processo de oxidacao na superficie do eletrodo.
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0 o
-077 0.79 v ; 1 . T T
S R R 05 0,0 0,5 1,0
E (V) E (V)
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Figura 46: Voltamogramas ciclicos dos complexos 6 (a), 7 (b) e 8 (c) em tampao
fosfato (0,065 mM, pH 7,8 e do complexo 9 (d) em agua, com 0,1 mol L™ de KCl e v
=100mV st a25+0,1°C.
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4.3 - Propriedades Fisico-quimicas

4.3.1 - Avaliacéo da estabilidade quimica e fotoquimica

A viabilidade de uso de muitos inseticidas, além de argumentos
toxicolégicos, também depende da estabilidade destes compostos quanto as
intempéries do meio, como fotodegradacdo, por exemplo, onde os produtos desta
reacao podem ou nao ser ainda mais toxicos.

A estabilidade fotoquimica (efeito da luz) dos complexos 1 e 5 em
solugdo aquosa, foram analisados por mudancas em seus espectros de absorcao.
Nenhuma alteracdo significativa foi observada nos espectros eletrbnicos destes
complexos, nem sob irradiacao fotoquimica (com lampada de 350 nm ou 420 nm e g
= 1 x 107 por um periodo de 1 hora), nem sob irradiacéo solar durante 30 dias,
Figura 47, o que sugere a boa estabilidade destes compostos no que se refere a
formacao de possiveis intermediarios da fotodegradacédo sob estas condi¢cdes. Sob
este aspecto, a aplicacao inseticida destes compostos é bastante relevante.

A estabilidade quimica (efeito do pH), dos complexos 1 e 5 em
diferentes pH’s também foram avaliadas por mudancas em seus espectros de
absorcdo na regido UV-Vis. Foi verificado que o complexo 1 ndo sofreu nehuma
alteracdo em seus espectros eletronicos, Figura 48, sugerindo boa estabilidade do

mesmo na faixa de pH estudada, 3 a 9.
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Figura 47: Espectros eletronicos no UV-Vis do complexo 1 (a) e do complexo 5 (b)

em solucéo aquosa depois de cada periodo de exposicao a luz do dia, por 30 dias.
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Figura 48: Espectros eletrdnicos no UV-Vis do complexo 1 em solucdo tampéo na

faixa de pH 3,09 - 9,11, mantidas no escuro e registadas apos 30 dias.

O complexo 5 também nao sofre degradacéo na faixa de pH 3 a 9. Vale
ressaltar que o complexo 5 sofre desprotonacdo em meio basico, sendo o equilibrio
acido-base das espécies revesivel, o que compromente a integridade do composto.
Este ponto € bastante relevante, uma vez que a versalidade deste composto
favorece sua aplicagdo em diferenes meios. Em vista deste comportamento, 0s
espectros eletrdnicos na regido UV-Vis foram monitorados em solu¢do tampéo em
uma faixa de pH mais ampla 3,0 a 12,0, Figura 49(a). A partir dos dados de
absorbancia em 360 nm em funcdo do pH da solucdo foi construido o gréafico
mostrado na Figura 49(b), e através do ponto de inflexdo desta curva foi

determinado o valor de pKa do complexo 5 como sendo 9,4.
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Figura 49: (a) Espectros de absorcao eletrénica do complexo 5 em diferentes pH’s
(3a12) a 25 °C; (b) Grafico de absorbancia (em 360 nm) vs. pH.
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Com o intuito de verificar se o equilibrio 4cido-base era proveniente ou
nao do ligante hesperidina coordenado, os espectros eletronicos na regido UV-Vis

da hesperidina livre também foram avaliados em solucdo tampéo na faixa de pH 5,0

a 12,0, Figura 50(a).
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Figura 50: Espectros de absor¢ao eletronica da hesperidina livre em diferentes pH’s

(5a12) a 25 °C; (b) Grafico de absorbancia (em 360 nm) vs. pH.
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A hesperidina livre mostra banda intensa de absorg&o na regido do UV
devido as transicfes n—n* da Banda Il deste flavondide. Outra banda aparece em A
= 330 nm, que corresponde a transicfes n—n* da Banda | em valores de pH < 7,4. A
desprotonacao do grupo fendlico 3'-OH resulta em alteracéo espectral caracteristica
do ligante hesperidina. Um ligeiro deslocamento para maiores comprimemtos de
onda e o desenvolvimento de uma banda em 360 nm é observada em pH acima de
7.,4. Isto é consistente com o fato de que a desprotonacdo deste grupo conduz a um
deslocamento batocrémico devido a extenssdo da conjugacdo =n. Assim, a
desprotonacao [3'-OH] — [3'-07] foi acompanhado por um aumento na absor¢do em
360 nm, assim como observado também para o complexo 5.

Portanto, a coordenacéo da hesperidina ao fon Mg®** no complexo 5
afetou a constante de dissociacdo do préton do grupo fendlico 3'-OH resultando em
menor valor de pKa (9,4) comparado a hesperidina livre, cujo valor de pKa
determinado neste trabalho foi de aproximadamente 10,1, Figura 50(b), similar ao
descrito na literatura (10,2),% indicando que o grupo fendlico 3'~OH da hesperidina
coordenada tornou-se mais 4cido do que na sua forma livre, estando coerente com o
calculo DFT.

4.3.2 - Avaliagao da Solubilidade e Lipofilicidade

A lipofilicidade e solubilidade de uma molécula com potencial aplicacao
biolégica sédo fatores essenciais a serem levados em consideracdo na fase de
desenvolvimento de sua formulacao, ja que ambos sdo os principais parametros que
influenciam em sua absorcao, distribuicdo, metabolismo, excrecédo e propriedades
toxicolégicas. Assim, torna-se importante a avaliagdo de tais propriedades.

Os flavonoides hesperidina, hesperetina, naringina e naringenina sao
amplamente reconhecidos por suas propriedades em sistemas biologicos. No
entanto, o fator limitante do uso desses compostos € a baixa solubilidade em
solucéo aquosa.

A solubilidade dos complexos 1, 5-9 em &gua pura sao maiores do que
seus respectivos ligantes flavondides livres, Tabela 18, assim como em solucao
tampao com diferentes, pH’s observado para o complexo 5, Tabela 19. Neste
sentido, vale ressaltar que a alta solubilidade em agua apresentada pelos

complexos, em comparacédo aos flavonoides livres, sugere que os complexos podem
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ser de uso potencial para melhorar a biodisponibilidade destes flavonéides em meio
fisiolégico.

Em corroboragdo, os valores de log P (coeficiente de particdo
agua/octanol) dos complexos 1, e 5-9 sugerem que a coordenacdo dos ligantes
hesperidina, hesperetina, naringina e naringenina ao ion Mg** e Ru** aumenta a
distribuicdo dos seus respectivos complexos nos sistemas hidrofilicos, uma vez que
a natureza lipofilica destes flavondides livres resulta em perda de solubilidade em
agua levando a baixa biodisponibilidade. Nota-se também que os valores de
solubilidade em &gua dos complexos 1 e 8 sdo proximos, ao contrario dos seus
valores de log P. Esta diferenciacdo se deve porque o calculo do coeficiente de
particdo leva em consideracdo ndo sO a solubilidade em agua, mas também a
solubilidade de cada composto em octanol.

Em geral, na administracao por via oral os flavondides sédo geralmente
dissolvidos em veiculos, tais como carboximetil celulose de sodio e propileno glicol
para elevar a sua absorcédo no corpo. Isto significa que a extensdo da absorcao de
flavondides depende da solubilidade no veiculo utilizado para a administracdo, ou
seja, sugere-se que a elevagao da solubilidade aumenta a biodisponibilidade do
suplemento. Da mesma forma, acredita-se que o aumento da solubilidade dos

flavondides complexados aumenta sua biodisponibilidade.

Tabela 18: Solubilidade em agua e coeficiente de particdo (Log P) dos compostos

hesperidina, hesperetina, naringina, naringenina, complexo 1, e 5-9

COMPOSTOS SOLUBILIDADE (ug mL™) Log P
hesperidina 5,92 + 0,49 (4,93 + 0,993 0,30 (0,327
hesperetina - 1,50

naringina - 0,117
naringenina 43,83 + 0,039 1,602
Complexo 1 518,80 + 0,91 -1,280 + 0,340
Complexo 5 472,00 + 3,05 -0,150 + 0,010
Complexo 6 1029,00 + 2,75 0,0290 + 0,002
Complexo 7 1713,70 £ 5,24 -0,200 + 0,040
Complexo 8 528,90 + 1,03 0,285 + 0,013
Complexo 9 580,00 + 4,60 0,100 + 0,022

Os Valores séo apresentados como média + desvio padrao (n=3).

115



CAPITULO 4 Resultados e Discussao

Tabela 19: Solubilidade em solugdo tamponada em varios pH’s para o complexo 5

o Solubilidade (ug mL™)
36 353,0 £ 2,6
6.0 4350+ 1,2
2 552,0 %54
94 7018 3,2
110 7695 4,2

Os Valores séo apresentados como média + desvio padréo (n=3)

Cabe ressaltar que os flavonodides livres, hesperidina, hesperetina,
naringina e naringenina, também sdo pouco sollveis na maioria dos soventes
organicos testados, ao contrario dos complexos 1-9 que séo soluveis nos solventes:

metanol, etanol, DMSO, DMF, acetona e acetonitrila.

4.4 - Propriedades Bioldgicas

4.4.1 - Atividade inseticida: ensaios in vivo com as formigas cortadeiras

Para avaliar a viabilidade dos complexos 1-9 em atuarem como
agentes toxicos a serem adicionados as dietas, iscas, emulsdes para pulverizacao
ou termonebulizacdo e encapsulamento, para o controle e/ou combate de insetos
pragas da agricultura e silvicultura, como modelo, utilizaram-se formigas cortadeiras
sendo realizados ensaios in vivo com Atta sexdens rubropilosa.

A Tabela 20 mostra a mortalidade acumulada por 25 dias e a
sobrevivéncia média (Sso) de operarias de Atta sexdens rubropilosa pela ingestao da
dieta pura e também da dieta artificial incorporada a 0,2% dos seguintes compostos:
hesperidina, hesperetina, naringina e seus respectivos complexos 1-9 e o inseticida
comercial sulfluramida.

Os dados mostram que os flavondides livres e os complexos 2-4 nao
possuem atividade inseticida significativa comparados ao controle frente as formigas
testadas. Ja o complexo 1 apresenta agéo inseticida maior que a apresentada pelo
complexo precursor cis-[RuCl,(phen),], sugerindo que a interacdo Ru®*-hesperidina
favorece este efeito toxico. Nota-se também que a sulfluramida, na concentragéo
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testada, é altamente toxica para as formigas e exibe um modo de acao lento, com
Sso = 5 dias (tempo em que 50% das formigas permaneceram vivas). Por
comparacao, o complexo 1 reduziu a populacédo de formigas em 86 % apds duas
semanas de tratamento, com Sso = 4 dias e, assim como a sulfluramida, também
exibiu um modo de acéo lento. Este resultado é relevante quando se considera que

0 objetivo € obter um tempo de acgéo inseticida retardado para o controle e/ou

combate das formigas cortadeiras.

Tabela 20: Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Sso) de operéarias de
Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial
com 0s compostos hesperidina, hesperetina, naringina e seus respectivos

complexos 1-9 e o inseticida sulfluramida

% acumulada de mortalidade por dia

Tratamento > 3 6 8 10 14 17 21 25 %
Dieta Pura 0 0 0 0 2 2 6 10 32 >25a
Hesperidina 0 6 12 18 24 28 32 40 44 >25a
Hesperitina 6 8 10 10 14 14 16 22 30 >25a
Naringina 2 2 2 6 12 18 18 26 34 >25a
Naringenina 0 0 2 2 8 8 12 20 26 >25a

1,10-fenantrolina 96 100 100 100 100 100 100 3b

O| O] O] Ol N| Ol O] O]l O] ©| O] B
=
(0]
»
SN

[RuCl,(phen),] 8 32 48 52 58 64 68 68 68 7b
1) 22 36 68 72 76 84 8 8 8 4b
2) 0O 2 14 22 28 46 50 62 70 175a
(3) 0 0 8 12 16 28 34 44 66 22a
(4) 2 4 10 10 12 14 20 26 36 >25b
Mg(OAc),.4H,0 0O 0 2 2 6 6 12 20 34 66 23b
(5) 2 10 32 72 8 92 98 98 100 100 5b
(6) 2 4 28 8 96 100 100 100 100 100 5b
(7) 0O 4 10 54 82 8 98 98 100 100 6b
(8) 0O 2 18 70 80 90 100 100 100 100 5b
9) 0O 0 O 14 32 56 8 94 98 100 10b
Sulfluramida 0O 8 20 70 98 100 100 100 100 100 5b

* Letras distintas em relacéo ao controle indicam diferenca significativa de acordo com o teste “log rank” (p< 0,05).
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Os compostos de magnésio 5-8 apresentaram acgdo inseticida
significativa com valores de Sso de aproximadamente 5 dias, 0 mesmo apresentado
pelo inseticida comercial sulfluramida. Este dado sugere que este composto possui
modo de acao lento, conforme requerido para o combate e/ou controle dos insetos
em questdo. Além disso, estes compostos apresentam também as caracteristicas
esperadas para um inseticida formulado em isca toxica para combater e/ou controlar
insetos sociais, como as formigas cortadeiras por exemplo. Portanto, estes
compostos atuam por ingestdo, apresentam modo de acdo toxica retardada com
mortalidade menor que 15% apds o primeiro dia e maior que 85% apo6s o décimo
quarto dia a partir do oferecimento das dietas, sao letais em baixas concentracoes e
sao inodoros e nao repelentes.

Analisando-se a porcentagem de mortalidade de formigas por dia,
sugere-se que, dentre outros parametros, a maior lipofilicidade apresentada pelos
complexos 6 e 8 também pode estar associada com a ac¢do inseticida ligeiramente
mais eficiente em comparacdo aos complexos 5e 7.

Quanto ao complexo 9, este ndo se mostrou tdo eficiente em
comparacdo aos demais complexos de magnésio, mas aos 25 dias de tratamento
levou a 100% de mortalidade dos insetos, ao contrario do ligante livre hesperidina,
indicando que sua coordenacdo ao fon Mg?* foi importante para modificacdo de suas
propriedades fisico-quimicas e consequente acéo inseticida. Por analogia dos dados
obitidos para os complexos 5 e 9, acredita-se que a coordenacdo do ligante ancilar
fenantrolina ao fon Mg?* foi de fundamental importancia na modificacdo estrutural da
molécula 5, atribuindo-lhe propriedades biolégicas ainda mais interessantes.

Cabe ressaltar que, apesar do ligante fenantrolina por si sé apresentar
acao inseticida elevada, o seu uso na forma livre ndo € interessante do ponto de
vista ecotoxicoldgico ja que estudos revelam que este composto € altamente toxico
(ECso < 6 uM apds 48 h de exposicao) para o microcrustaceo dafinia (Daphnia

135

magna), > um bioindicador ecotoxico de moléculas altamente lipofilicas como é o

caso da fenantrolina (Log P = 1,78).1%

Além dessas caracteristicas existem outras muito importantes que uma
molécula inseticida deve apresentar: ndo causar danos ambientais e ndo pbér em
risco a saude humana. Portanto, diante de moléculas inseticidas tdo potentes, faz-se
necessario a realizacdo de estudos investigativos no que se refere a ecotoxicidade

(para se conhecer os efeitos que tais compostos podem ter sobre individuos e/ou

118



CAPITULO 4 Resultados e Discussao

comunidades de organismos ao serem lancados no meio ambiente) e a
citotoxicidade (para se conhecer os efeitos nocivos que tais compostos podem ter
em relacdo as células), além de se conhecer qual o modo de acdo apresentado por
estes compostos. Para responder a estas questdes, ensaios de ecotoxicidade,

citotoxicidade e inibicdo enzimatica foram realizados, conforme descrito a seguir.
4.4.2 - Modo de acéo: estudo de inibicdo da enzima acetilcolinesterase

Um dos mecanismos de ac¢ao dos principais grupos de inseticidas esta
relacionado a inibicdo da atividade da enzima acetilcolinesterase inativando-a e
impedindo que ocorra a quebra do neurotransmissor acetilcolina. Com isso 0s
receptores pos-sinapticos ficam sobrecarregados e ndo receberdo novos estimulos.
Isso faz com que ndo chegue estimulos aos musculos, o que paralisara a respiracdo

muscular, causando a morte do inseto.**’

4.4.2.1 - Ensaios com a enzima Acetilcolinesterase EACh(E.e.)

A avaliacdo do modo de acdo dos complexos 1 e 5-9 e de seus
respectivos ligantes livres foi realizada pelos estudos de interacdo com a enzima
acetilcolinesterase do peixe elétrico (Electrophorus electricus), EACh(E.e). Os
experimentos foram realizados seguindo o método proposto por Ellman,**> em que a
atividade da enzima é medida pelo aumento da absor¢do em 412 nm produzida pela
formacdo do ion TNB no curso da reacdo quando a tiocolina (produzida a partir da
hidrolise do substrato acetiltiocolina, Equacéo 18) presente no meio reacional reage
com o DTNB (reagente de Ellman), Equacdo 19. As equacfes 18 e 19 também

estéo ilustras no Esquema 5.

EACh
Acetiltiocolina —  Tiocolina + acetato (18)
Tiocolina + DTNB — &cido 5-tio-2-nitro-benzoico (TNB) (29)
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Esquema 5: Modelo das reacdes envolvidas no método de inibicdo enzimética
(método de Ellman) utilizado neste trabalho.

A Figura 51(a) mostra os espectros eletrbnicos na regido UV-Vis e as
curvas cinéticas de Absorbancia (em 412 nm) vs. tempo, obtidos durante o
acompanhamento cinético de formacdo do ion TNB no sistema controle (na
auséncia do composto teste) e na presenca do complexo 1 (50 uM), Figura 51(b). A
concentracédo inicial do substrato no sistema reacional foi de 0,100 mM. A Figura
51(c) apresenta a respectiva curva relacionada a cinética de formacéo do ion TNB
com abosrbancia em 412 nm em fungéo do tempo, para ambos 0s casos.

Os espectros e curvas, Figuras Al e A2 do APENDICE A, também
foram obtidos para os sistemas na presenca dos compostos: os ligantes livres
fenantrolina, hesperidina, hesperetina, naringina e naringenina, o complexo
precursor cis-[RuCly(phen),] e os complexos 5-9. Assim, a porcentagem de inibicao

da atividade da enzima foi calculada a partir da expresséo:
Porcentagem de inibig&do (%) = [(Ao — Aj) / Ag] x 100% (20)
onde A; € a absorbancia na presenca do composto testado, Ag € a absorbancia na

auséncia do composto testado.
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O grafico para a atividade da enzima na presenca dos compostos testes, em

comparacao ao controle, é apresentado na Figura 52.
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Figura 51: Espectros eletrbnicos na regido UV-Vis e curva cinética de Absorbancia
(em 412 nm) vs. Tempo (min) para o acompanhamento reacional da formagéo do
ion TNB, no sistema controle (a) e na presenca do complexo 1 (b). O perfil cinético
de ambos é apresentado em (c). Condicdes: [enzima] = 0,025 U mL™; [S] = 0,100

mM; [complexo 1] = 100 uM, a 25 °C.
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Figura 52: Grafico de barras representativo para a atividade enzimatica no sistema
controle, e na presenca dos compostos: ligantes livres fenantrolina, hesperidina,
hesperetina, naringina e naringenina, do complexo precursor cis-[RuCly(phen),] e
dos complexos 1 e 5-9, todos em concentracdo de 100 uM. Condicdes: [enzima] =
0,025 U mL™; [S] = 0,100 mM, & 25 °C.

Em comparacdo com a atividade enzimatica do controle, foi verificado
gue todos os ligantes livres, o complexo precursor cis-[RuCly(phen),] e os complexos
de magnésio, todos em concentragdo de 100 uM, ndo inibiram a atividade da
enzima. No entanto, foi observado que o complexo 1 em concentragédo de 100 puM
inibiu moderadamente a atividade da enzima acetilcolinesterase.

Realizou-se o estudo para determinar o tipo de mecanismo associado a
inibicdo da enzima pelo complexo 1. A partir dos dados foi construido o grafico de
Lineweaver-Burke (a representacdo grafica da reciproca da velocidade inicial, 1/Vy,
vS. areciproca da concentracdo do substrato acetiltiocolina (ACh), 1/[ACh], Figura 53.

A partir do ponto de interseccdo na abscissa (igual a -1/Km),
determinou-se o valor da constante de Michaelis-Menten, K, a qual é definida como
a concentracdo do substrato na qual a velocidade inicial da reagéo corresponde a
metade da velocidade méaxima (Vmax). O valor de K, observado foi de 0,4 mM, sendo
pouco influenciado com o aumento da concentragcdo do complexo 1, sugerindo que
este composto inibe a atividade da enzima acetilcolinesterase via mecanismo de

inibicdo nao-competitivo,™*® cuja ilustragcédo é mostrada no Esquema 6.
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Figura 53: Graficos de Lineweaver-Burke de 1/V, vs. a reciproca da concentracdo

do substrato acetiltiocolina, para diferentes concentracdes do complexo 1: (a) 0,0;
(b) 50,0 e (c) 100,0 pM.
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Esquema 6: llustracdo do mecanismo de inibicdo ndo-competitivo.'3*

Nesse tipo de mecanismo observa-se que em qualquer concentracéo
de inibidor, neste caso o complexo 1, mesmo uma alta concentracdo de substrato
acetiltiocolina ndo ha formacéao total do complexo ENZIMA-SUBSTRATO (ES), que
é a forma produtiva. Logo, em qualquer concentracdo do complexo 1 uma parte da
enzima permanece improdutiva sob a forma ENZIMA-SUBSTRATO-complexo 1,
em que o valor de Vs Observado na presenca do complexo foi menor que a Vmax Na
auséncia do inibidor, o que é tipico para esse tipo de mecanismo. Portanto, isto
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sugere que o complexo 1 e o substrato acetiltiocolina possuem afinidade por sitios
diferentes da enzima EACh.

A interseccao do grafico linear de 1/V vs. concentracdo do complexo 1,
mostrado na Figura 54 foi utilizada para estimar a constante de equilibrio para a
ligacdo de inibidor, K;i.**® Os dados sugerem que o complexo 1 é um inibidor da

atividade da EACh, com K; = 78,0 uM.

4,8x10°_

4,0x10°

' T T T T T
-100 -50 0 50 100

[complexo 1] (uM)

Figura 54: Gréaficos de 1/Vy vs. concentracdo do complexo 1 em diferentes
concentracfes do substrato acetiltiocolina: (a) 50, (b) 100, (c) 200 e (d) 300 uM.

Cabe rassaltar que, com o intuito de validar estes experimentos,
também foram realizados ensaios com um inibidor padrdo da enzima
acetilcolinesterase, a Tacrina, cujo valor de K; foi determinado como sendo 36 nM,
Figura A3 do APENDICE A, em coeréncia com os dados apresentados na literatura
para este inibidor (K; = 31 nM).**°

O valor de ICsy (concentragcdo do complexo que inibe em 50% a
atividade da enzima EACh) foi calculado a partir da curva de regressdo em que o
eixo x corresponde a concentracdo do complexo 1 em UM e o eixo y corresponde a

porcentagem de inibicdo do complexo 1. O valor de ICsq foi determinado como sendo

124



CAPITULO 4 Resultados e Discussao

63,60 uM a partir do grafico de atividade da enzima (%) vs. a concentracdo do

complexo, apresentado na Figura 55.

Atividade da EACh(E.e.) (%)

0 20 40 60 80 100

[complexo 1] (uM)

Figura 55: Grafico da porcentagem da atividade da enzima EACh(E.e.) vs.
concentracdo do complexo 1. O valor de ICsy foi determinado pela leitura da
concentracdo que conduz a inibicdo em 50% da atividade da enzima (linha

pontilhada).

O complexo 1 néo € inibidor tdo potente como o aldicarb (ICso = 10,47

h,141

uM), um pesticida do tipo carbamato que atua na enzima EAC mas o seu efeito

inibidor ndo-competitivo frente a enzima EACh, combinada com a sua forte
hidrofilicidade, baixa ecotoxicidade em sistemas aquéaticos e o modo de acéo
inseticida lento exibido para as formigas cortadeiras, conforme requerido para
controle e/ou destes insetos praga, merecem ser reconhecidos.

Conforme dito anteriormante, os complexos 5-9 em concentracdo de
100 uM néao apresentam atividade inibitéria frente a enzima EACh(E.e.). Este € um
ponto interessante, pois apesar dos complexos de magnésio apresentarem atividade
inibtoria frente a enzima acetilcolinesterase de vertebrados, eles foram mais efetivos
no combate as formigas cortadeiras. Em um primeiro momento, isto nos leva a
pensar que o modo de acdo é outro ou talvez a enzima acetilcolinesterase néo é a
mais adequada para estes ensaios, ja que varios estudos tem relatada algumas

diferenciacdes especificas entre enzimas de vertebrados e invertebrados. Assim,
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considerando este ultimo ponto, foram realizados experimentos de inibicdo de

enzimas colinesterases de extratos de formigas cortadeiras frente aos complexos 5-9.

4.4.2.2 - Ensaios com a enzima Acetilcolinesterase EACh(A.s.r.)

Com o intuito de verificar o modo de acédo e a seletividade dos
complexos 5-9, ensaios de inibicdo com a enzima EACh(A.s.r.) foram realizados
seguindo o método proposto por Ellman.%?

Os dados cinéticos para a formacdo do ion TNB, obtidos da
absorbancia (412 nm) vs. tempo, foram tratados em termos de porcentagem da
atividade enzimética e estdo demonstrados na Figura 56. Foi verificado que os
complexos 5-8 em concentracdo de 15 puM inibiram 100% da atividade da enzima
EACh(A.s.r.) e o complexo 9 (15 uM) inibiu 89% da atividade desta enzima.
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Figura 56: Atividade das enzimas colinesterases do extrato de formigas Atta

sexdens rubropilosa no sistema controle e na presenca dos complexos 5-9.

Com base nestes ensaios enzimaticos sugere-se que as propriedades
da EACh(E.e.) diferem da EACh(A.s.r.), principalmente no que diz respeito a
sensibilidade a inibidores. Além disso, estes estudos revelam que os complexos 5-9
sao potenciais candidatos para o desenvolvimento de pesticidas seletivos, inclusive

para a espécie Atta sexdens rubropilosa.
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Estes dados sdo muito relevantes para 0 mecanismo de acao dos
complexos de magnésio sob investigacdo, pois mostram que estes complexos
atuam principalmente no sistema nervoso central das formigas, inibindo a enzima
colinesterase. Vale ressaltar que o método de Ellman usado neste estudo néo
destingue o tipo de colinesterase (acetilcolinesterase, butirilcolinesterase) mas é
especifico para esta classe de enzimas.

Cabe ressaltar a interessante seletividade apresentada pelos
complexos de magnésio para a enzima colinesterase de invertebrados, neste caso
as formigas cortadeiras, e ndo especificidade para vertebrados, como observado
para o peixe elétrico E. electrus, indicando a baixa toxicidade desses compostos ao
ecossistema local (passaros, animais e homens) em ambientes em que forem

usados como inseticida.
4.4.3 - Avaliacéo da Ecotoxicidade (testes de toxicidade aguda)

Em geral, o ecossistema aquéatico € adaptado a inimeros mecanismos
fisicos, quimicos e biolégicos, pelos quais as substancias ou contaminantes podem
ser assimilados sem implicagcfes sérias para o bioma. No entanto, quando os niveis
de contaminacdo assimilados sdo elevados, a sobrevivéncia, o desenvolvimento, o
crescimento e a reproducdo ou bem-estar dos organismos podem ser gravemente
afetados.*? Contudo, a causa da proibicdo de muitos inseticidas se da devido a alta
toxicidade em varios ecossistemas, inclusive o aquatico. Logo, na busca de um novo
inseticida faz-se necessario também avaliar o risco ecotoxicoldgico de um candidato
em potencial a inseticida. Neste sentido, a alta solubilidade em &gua apresentada
pelos complexos gera preocupacbes sobre possiveis riscos em ambientes
aquaticos. Por esta razdo, investigou-se a toxicidade aguda dos complexos 1 e 5
com a bactéria Vibrio fischeri.

O ensaio de toxicidade com V. fischeri € padronizado pela Norma
Técnica CETESB L5.227, elaborada em 1987 e revisada em 2001 e credenciado
junto ao INMETRO de acordo com a norma NBR/ISSO 17025 (ABNT, 2001). Org&os
ambientais do Estado de S&o Paulo e Santa Catarina utilizam tais ensaios como
parametro de controle de lancamentos de efluentes.*

As Figuras 57(a) e 57(b) apresentam a porcentagem de inibicdo da

bioluminescéncia da bactéria Vibrio fischeri vs. a concentracdo do complexo 1 e 5,
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respectivamente, e para fins de comparacdo o bioensaio Microtox também foi
realizado com a substancia téxica padrao de zinco (ZnSOy).
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Figura 57: Gréficos de porcentagem de inibicdo da bioluminescéncia da bactéria
Vibrio fischeri vs. a concentracdo do complexo 1 (a) e do complexo 5 (b), ambos
com o padrao ZnSO.

128



CAPITULO 4 Resultados e Discussao

Os valores de ECy (concentracdo que causa a inibicdo de 20% da
luminescéncia da bactéria) dos complexos 1 (ECy = 17,34 mg/L) e 5 (ECy >> 8,0
mg/L) foram muito mais altos em comparacédo ao padrao de Zn (ECy = 0,24 mg/L).
Os dados sugerem que os complexo 1 e 5 ndo apresentam risco aparente a
sistemas aquaticos, uma vez que quanto maior é a concentracdo de um composto

capaz de causar efeito deletério menor € sua toxicidade.

4.4 4 - Ensaios de citotoxicidade com células humanas

A avaliacdo da toxicidade de pesticidas usando células humanas €
muito importante devido ao efeito nocivo que muitos pesticidas apresentam para
organismos humanos.!** Assim, a elucidacdo de efeitos toxicos de pesticidas em
células humanas, juntamente com outros parametros, como 0s mecanismos de acao
por exemplo, pode ajudar na compreensdo dos possiveis efeitos a longo prazo de
produtos quimicos agricolas em seres humanos.

As células HelLa, uma linhagem celular estabelecida, foi originalmente
isolada de um carcinoma cervical uterino humano pelo Dr. George Gey em 1951.
Elas foram selecionadas para utilizacdo neste estudo devido ao conhecimento
disponivel sobre o ciclo de eventos que levam ao seu crescimento e proliferacédo
(duplicacdo em cerca de 24 h e sua capacidade de se multiplicar indefinidamente
quando mantidas em condi¢cfes apropriadas. Além disso, células HelLa representam
prototicamente células de eptélio humano, j& que sua sensibilidade a vérias classes
de pesticidas é comparavel aos dos queratincitos humanos.'*® O epitélio é
geralmente o lugar de contato primario de um organismo com compostos toxicos.
Por isso, as células HeLa tém sido utilizadas para estudar os efeitos de adversos
inseticas organofosforados e organoclorados.*** 4’

A citotoxicidade dos complexos 1, 5 e 7 foi avaliada usando-se a
linhagem celular do cancro humano, HelLa. Na faixa de concentracdo testada
observa-se que estes complexos nao apresentam efeito inibitorio siguinificativa no
crescimento das células Hela,. Os valores de ICsy (concentragdo dos complexos 1,
5 e 7 que inibe em 50% o crescimento celular) foram calculados a partir da analise

das curvas de regresséao, Figura 58.
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Figura 58: Ensaios MTT para estimar a citotoxicidade dos complexos 1 (a), 5 (b) e 7

(c) em células HelLa.
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Os valores altos de ICsp obtidos, > 1000 uM para o complexo 1, 919,2
MM para o complexo 5 e > 1000 uM para o complexo 7, sugerem que estes
compostos apresentam toxicidade irrelevante para as células Hela.

Contudo, este método ndo pode servir como 0 Unico modelo para
avaliacdo da toxicidade desses compostos em células humanas, devido a grande
complexidade do sistema bioldégico dos organismos vivos, merecendo, portanto,

maiores investigacoes.

4.5 - ConsideracOes Relevantes

Nesta etapa do trabalho, alguns pontos merecem ser destacados. A
solubilidade, estabilidade, baixa citotoxicidade, caracteristicas espectroscopicas
como absorcéo e emissdo (que sdo dependentes do meio) e propriedades redox
mostram que os complexos de magnésio podem apresentar aplicabilidade em varias
areas das ciéncias. Em particular, isto nos motivou a iniciar outras investigactes
direcionadas para o meio bioldgico. Assim, investigou-se a abilidade dos complexos
5 e 7 em atuar como sondas fluorescente em meio celular utilizando células HelLa e
avaliou-se a abilidade dos complexos 5 e 7 em sequestrar radicais superoxido
(gerado pelo sistema MET/Vit.B2/NBT).

45.1 - Sondas Luminescentes

Marcadores luminescentes para biomoléculas e estruturas celulares
sdo importantes para uma variedade de aplicacfes terapéuticas, diagnosticos e
mecanisticos.’*® *° Eles conferem caracteristicas de luminescéncia Uteis para
biomoléculas para fins de deteccéio e quantificacéo.’® Além disso, os métodos de
microscopia confocal e espectroflurométricos podem ser usados para investigar a
absorcao celular de biomoléculas marcadas e as suas interacbes com componentes
celulares. Assim, os reagentes de rotulagem luminescentes desempenham um papel
crucial em muitos ensaios bioldgicos. Aléem disso, imagem fluorescente é um sistema
ndo-invasivo e é uma das técnicas disponiveis mais poderosas para a determinagéo
de comportamentos dinamicos e para observar no interior de um Gnica célula viva.***

Mg®* é um dos cations bivalentes mais importantes na célula, atuando

em varias centenas de reacdes enzimaticas. Para quantificar a concentracdo de
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Mg* e sua distribuicdo intracelular para compreender o importante papel que
desempenha no corpo, sondas fluorescentes de magnésio como Mag-Fura,
Magnesium Green e Magnésium Orange, por exemplo, foram planejados e
sintetizados.'®*** Usando Mag-Fura-2, a concentracdo intracelular de Mg® ja foi

® musculos,®’ e sistema nervoso.'®®

estudado em células do figado,*> coracdo,™
Também, complexos do tipo Mg-cumarinas (KMG-20-AM e KMG-27-AM) tém sido
sintetizados e o0s resultados experimentais mostraram claramente que tais

compostos sdo excelentes sondas fluorescentes.*®
4.5.1.1 - Microscopia confocal

Absorcéao celular e distribuicéo intracelular dos complexos 5 e 7 foram
investigadas utilizando-se microscopia confocal. As imagens das células Hela
incubadas com estes complexos luminescentes a 37 ° C durante 30 minutos sao
apresentados nas Figuras 59 e 60, respectivamente. Apos excitacdo em 370 nm, as
células incubadas com os complexos exibiram intensa intensidade de emissao,
indicando eficiente absorcdo celular das moléculas dos complexos 5 e 7. Estes
foram localizados na regido perinuclear, formando anéis luminescentes em torno dos
ndcleos das células, e no interior dos nucleos as emissGes foram pouco ou nada
percepitiveis, indicativo de uma desprezavel absorcdo do complexo na regido
nuclear. Isto sugere que tal composto ndo interage com o nucleo das células,
evitando possiveis mutacdes por parte deste composto. Além disso, a internalizacao
altamente eficiente dos complexos em baixa concentra¢do (5 uM) em um tempo de
incubacdo relativamente curto (30 min) associado a irrelevante toxicidade
apresentada frente a célula HelLa sugere que os complexos 5 e 7 sdo candidatos

atraentes para o potencial uso como reagentes biomarcador.
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Figura 59: Imagens confocal de células HelLa incubadas com o complexo 5 (5 uM) a
37 °C por 30 min.
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Figura 60: Imagens confocal de células HeLa incubadas com o complexo 7 (5 uM) a
37 °C por 30 min.
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4.5.2 - Radical Superéxido

A maior parte do oxigénio consumido pelos sistemas bioldgicos é
reduzido a agua por meio do ciclo catalitico do citocromo-P450, mas cerca de 5% é
convertido em anions superéxido.’®® O anion radical superéxido, O,*, é formado
pela reducdo de um elétron do oxigénio molecular (0,).*** E o radical mais perigoso
entre todos os radicais de oxigénio porque um tem um tempo de meia-vida longo e
possui alta mobilidade no meio celular.*®® Além disso, atua como um iniciador de
outros radicais como o radical hidroxila por exemplo e, devido a suas propriedades
redox e sua natureza paramagnética'® provoca efeitos deletérios da sua reacéo
com diferentes compostos organicos no meio celular. Contudo, varios estudos tém
mostrado que deficiéncia de Mg em animais provoca o aumento da producédo de
radicais livres'®*, ja que que a presenca de fons Mg®* evita a producéo de radicais

livres de oxigénio no cérebro'®>*¢’

e inibe os efeitos catastroficos do superdoxido em
células do amnio de humanos.*®® Lembrando que amnio é o nome dado & bolsa que
alguns vertebrados possuem durante o seu desenvolvimento embrionéario. O liquido
amniético tem funcdo protetora, permitindo que o embrido se desenvolva num
ambiente imido, além de amortecer os choques térmicos e mecanicos.

Além do mais, estudos mostram que varios complexos do tipo metal-
flavondide sdo muito mais potentes como eliminadores de radicais superéxido do

que os seus correspondentes flavonéides ndo complexados.3’ 33 168 169 170

4.5.2.1 - InvestigacOes da atividade sequestradora de radicais O,"

Com base nos potenciais redox obtidos através da voltametria ciclica,
em pH 7,8, sugere-se que o menor potencial de oxidacdo da hesperidina
complexada ao ion Mg®* no complexo 5 (+0,58 V vs. Ag/Ag’), em comparacéo a sua
forma livre (+0,66 V vs. Ag/Ag’), além da formacgdo de céation radical fenoxil de
potencial de oxidac&o ainda menor (+0,38 V vs. Ag/Ag*), podem estar associados a
mais alta atividade antioxidante do complexo 5 em relacéo a hesperidina livre.

Por isso, buscou-se investigar a capacidade sequestradora de radicais
superéxido pelos complexos 5 e 7 e pelos flavondides livres hesperidina e
naringenina para fins de comparacgao. Para isso, usou-se o sistema MET/Vit.B,/NBT

para gerar o radical superoxido em tampéo fosfato pH 7,8. A diminuicdo da producao
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do radical superdxido foi medida por espectroscopia UV-Vis, monitorando-se a
absorbancia em 560 nm referente a formacédo do formazano a partir da reducéo
quantitativa de NBT por O,".

Na faixa de concentracdo testada observa-se que o efeito inibitério em
O,* aumenta com o aumento da concentracdo do complexo 5 e hesperidina livre,

Figura 61, e do complexo 7 e naringina livre, Figura 62.
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Figura 61: Efeito da hesperidina (a) e do complexo 5 (b) na inibicdo de O,°. Os

valores foram apresentados como média * desvio padrao (n = 2).
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Figura 62: Efeito da naringina (a) e do complexo 7 \(b) na inibicdo de O,”. Os

valores foram apresentados como média * desvio padrao (n = 2).
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Os valores de ICsp (concentracdo do composto que inibe em 50% a
formacdo de O,°) foram calculados a partir da andlise dos gréaficos de log da
concentracdo do composto teste (UM) vs. a porcentagem de inibicdo de O,"

apresentados nas Figuras 63 e 64 para os complexos 5 e 7, respectivamente.

Inibigéo (%)

0 I Ll Ll T
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log da concentragao (uM)

Figura 63: Grafico de log da concentracdo do composto teste (uUM) vs. a
porcentagem de inibicdo de O,", onde a concentracdo correspondente a inibicdo de

50% equivale ao valor de ICs.
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Figura 64: Gréafico de log da concentracdo do composto teste (UM) vs. a
porcentagem de inibicdo de O,", onde a concentracdo correspondente a inibicao de

50% equivale ao valor de ICsp.

136



CAPITULO 4 Resultados e Discussao

Os valores de ICsy dos complexos 5 (68,8 uM) e 7 (126 uM) foram bem
menores do que dos seus repectivos flavondides livres hesperidina (116,7 uM) e
naringina (230 pM). Portanto, estes complexos apresentam também atividade
antioxidante mais elevada para O,* em comparacdo com a observada para o

padrdo de antioxidantes, a vitamina C (Clsp = 852 pM).'"

Sugere-se que a capacidade sequestradora de radicais superoxido
apresentada pelos complexos 5 e 7 pode ocorrer, em pH 7,8, pelas seguintes

reacoes:
Mg-Flavonéide + O,* — Mg-Flavonoéide® + O,* (21)
Mg-Flavonéide + O,* — Mg-Flavonéide®* + O, (22)

Portanto, a maior capacidade sequestradora de O,°* apresentada pelos
complexos 5 e 7 pode estd associado com o menor potencial de oxidadacéo
apresentado por estes em comparacdo aos seus respectivos flavondides livres
hesperidina e naringina, coerente com varios estudos apresentados na literatura
para complexos metal-flavonéides.>* *® Conforme comentado anteriormente, o efeito
estabilizador da fracdo {Mg(phen)}** na forma ani6nica destes flavonéides também
pode esta favorecendo o processo de transferéncia do elétron.
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5 - CONCLUSOES

Os compostos obtidos neste trabalho, cis-[Ru(phen),(hesp)](PFs) (1),
cis-[Ru(phen),(hespt)](PFe) (2), cis-[Ru(phen),(ngina)](PFe) (3), cis-
[Ru(phen)z(ngnina)](PFe) (4), cis-[Mg(phen)(hesp)] (5), cis-[Mg(phen)(hespt)z(H20).]
(6), cis-[Mg(phen)(ngina);]  (7), cis-[Mg(phen)(ngnina),(H.0),] (8), cis-
[Mg(hesp)2(H20)2] (9), sdo inéditos na literatura de acordo com o levantamento
bibliografico realizado.

Os compostos 1-9 apresentaram rendimentos satisfatorios na faixa de
65-80% e sédo estaveis ao ar tanto na forma solida como em solugéo.

A composicdo dos compostos 1-9 foram evidenciadas através das
analises elementar (H,C,N), ESI-MS e absorcdo atbmica (para alguns casos), e a
caracterizacdo pelas técnicas IV, UV-Vis, RMN de 'H e *C foram importantes na
elucidacao estrutural dos mesmos.

Os resultados obtidos mostram a viabilidade de uso dos complexos
obtidos no meio biologico:

e Os ensaios realizados com 0s compostos 1-9 e seus respectivos
ligantes livres frente as formigas cortadeiras Atta sexdens
rubropilosa mostraram que os flavondides livres ndo apresentaram
diferenca significativa comparada ao controle de acordo com o teste
log-rank (p<0,05) e por isso foram considerados ndo ativos, assim
como os complexos 2-4. Contrariamente, o complexo 1 se mostrou
mais eficiente que os seus analogos da mesma série (2-4), com Ssg
de 4 dias e 86% de mortalidade no 25° dia de experimento.
Entretanto, os compostos 5-8 foram os que apresentaram atividade
inseticida mais significativa, com 100% de mortalidade no 25° dia de
experimento e Sso de aproximadamente 5 dias, cujas eficiéncias

foram similares a apresentada pelo inseticida comercial sulfluramida.

¢Os ensaios de inibicdo com a enzima acetilcolinestetase(E.e)
sugerem que que o complexo 1 e o substrato ASCh possuem
afinidade por sitios diferentes da enzima AchE, cuja interag@o ocorre
através de um mecanismo nao-competitivo. Contrariamente, 0s
complexos de Mg(ll) se mostraram inativos para esta enzima nas

condicbes estudadas. Porém, estes Ultimos foram bastante
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CAPITULO 5

Conclusodes

eficientes frente a enzima(A.s.r.), sugerindo maior seletividade de

interacdo com as enzimas do inseto.

¢Os ensaios de ecotoxicidade com a bactéria aquatica Vibrio
Fisheri (indicando baixa toxicidade para invertebrados aquéticos) e
de citotoxicidade com as células humanas HelLa (a qual possui
resposta similar as células do epitélio humano, indicando toxicidade
irrelevante), revelam o potencial uso destes complexos como uma

nova alternativa para o combate de insetos praga.

eAs propriedades fisico-quimicas, a luminescéncia intensa
dependente do solvente e do pH e os estudos de atividade
antioxidante, apesar de preliminares, abrem uma nova fronteira de
aplicacbes para os complexos de Mg que podem abranger desde
aplicacbes farmacoldgicas e diagndstico aos dispositivos Optico

eletrbnicos.
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Apéndice A

APENDICE A

Ensaios com a enzima Acetilcolinesterase EACh(E.e.): espectros eletronicos e
curvas relacionadas a cinética de formacao do ion TNB com abosrbancia em 412 nm

em funcéo do tempo.
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Figura Al: Espectros eletrbnicos na regidao UV-Vis e curva cinética de Absorbancia

(em 412 nm) vs. Tempo (min) para o acompanhamento reacional da formacéo do
ion TNB, na presenca dos compostos: (a) hesperidina, (b) hesperetina, (c) naringina

e (d) naringenina, em concentragcao 100 puM.
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Figura A2: Espectros eletrdnicos na regido UV-Vis e curva cinética de Absorbancia
(em 412 nm) vs. Tempo (min) para o acompanhamento reacional da formacdo do
ion TNB, na presenca da fenantrolina livre (a), do complexo precursor cis-

[RuCly(phen);] (b) e do complexo 5 (c), em concentra¢do 100 uM.
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Figura A3: Graficos de 1/V, vs. concentracdo da Tacrina, em diferentes

concentracdes do substrato acetiltiocolina: (a) 50, (b) 75 e (c) 200 uM.
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