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RESUMO 

 

Novos Complexos de Ru(II) e Mg(II) com flavonóides: atividade tóxica, 

sítios ativos e mecanismos de ação. O uso de pesticidas na agricultura com a 

finalidade de aumentar e assegurar a produção de alimentos para uma população 

mundial crescente tem gerado preocupações quanto aos riscos para a saúde humana e 

ao meio ambiente. Por isso, pesquisas por novas estratégias que buscam uma  

alternativa mais segura são importantes. Com este objetivo, neste trabalho 

desenvolveu-se novos complexos de rutênio(II) e magnésio(II) contendo os ligantes 

fenantrolina e os flavonóides  (hesperidina, hesperetina, naringina ou naringenina) 

coordenados ao centro metálico. Os complexos foram sintetizados e caracterizados por 

análise elementar de C,H,N, absorção atômica e ESI-MS(+). As estruturas foram 

investigadas por cálculos computacionais e espectroscopia de RMN de 1H e 13C NMR. 

Os complexos são estáveis no estado sólido, na maioria dos solventes orgânicos 

testados e em vários pH's e, são mais hidrosolúveis e liposolúveis  que o flavonóides 

livres.  Os complexos apresentaram atividade inseticida frente às formigas cortadeiras 

Atta sexdens rubropilosa com um modo de ação lento. A atividade da enzima AChE foi 

moderadamente inibida por complexos de Ru2+, enquanto os complexos de Mg2+ foram 

inibidores potentes somente para a enzima colinesterase de Atta sexdesns rubropilosa, 

indicando alta seletividade para insetos. Além do mais, os compostos são 

essencialmente não tóxicos para a bactéria aquática Vibrio fischeri e para células HeLa. 

Os complexos de Mg2+ apresentaram algumas propriedades que merecem ser 

destacadas: (i) nos experimentos eletroquímicos em solução aquosa observou-se a 

formação de um mecanismo cíclico e estável envolvendo espécies neutras, iônicas e 

radicalares; (ii) foram melhores sequestradores do radical superóxido em comparação 

aos flavonóides livres; (iii) e apresentaram fluorescência azul intensa fortemente 

dependente do meio, podendo atuar como sistemas fluorescentes do tipo "on/off" em 

função do solvente e em função do pH. A fluorescência permitiu detectar por 

microscopia confocal a alta absorção dos complexos de magnésio nas células HeLa. 

No conjunto, as propriedades físico-químicas e biológicas observadas para os 

complexos de Ru2+ e Mg2+ abrem novas fronteiras de aplicação para estes compostos 

nas diversas áreas da ciência como agricultura, medicina e materiais ópticos. 
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ABSTRACT 
 

New Complexes of Ru(II) and Mg(II) 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(II) and magnesium(II) 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 1H, 

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 Ru2+ complexes whereas the Mg2+ 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 Mg2+ 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; (ii) are better 

scavenger superoxide radical than the free flavonóides; (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 HeLa cells. Overall, 

the physicochemical and biological properties observed for Ru2+ and Mg2+ complexes 

opens new frontiers of application for these compounds in various areas of science such 

as agriculture, medicine, and optical materials. 
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1 – INTRODUÇÃO 

 

A redação desta tese, em grande parte, refere-se à síntese, 

caracterização e ensaios toxicológicos de complexos do tipo diimina-metal(II)-

flavonóide e à potencial aplicação destes no controle e/ou combate de insetos praga 

quando adicionados às formulações pesticidas. Neste caso, usou-se o inseto modelo 

Atta sexdens rubropilosa, uma das principais pragas da agricultura brasileira. 

 

1.1 - Importância da agricultura e pecuária no Brasil 

 

A agricultura é um setor da economia que influencia significativamente 

no desenvolvimento do Brasil. A produção de alimentos e outras matérias-primas 

para o setor agroindustrial contribui para a descentralização urbana, viabilizando 

qualidade de vida para populações que vivem no campo e em pequenas cidades. A 

agricultura representa 20% das exportações, 12% do PIB (Produto Interno Brasileiro) 

e gera empregos para 22% da população ativa.1 

No período de 2000 à 2008, as exportações agrícolas do Brasil 

cresceram 18,6%, em média, por ano. Em 2000 o País ocupava o sexto lugar no 

ranking dos exportadores agrícolas. 

No complexo soja (grão, farelo e óleo), as exportações mais do que 

quadruplicaram, saindo de US$ 4,2 bilhões em 2000 para US$ 78 bilhões na safra 

2010/2011.2 Nos últimos dez anos, o Brasil manteve liderança nas exportações de 

produtos como café, suco de laranja e açúcar. No mercado de café a participação 

brasileira oscilou entre 29% e 33% e, no mercado de suco de laranja o país é 

responsável por 80% das exportações mundiais - a maior fatia de um produto 

agrícola brasileiro.3 

 

1.2 - Pragas Agro-pastorilflorestal do Brasil 

 

A agricultura e a pecuária são atividades econômicas indispensáveis 

na produção de alimentos. Porém, tanto a agricultura como a pecuária possui a 

necessidade imediata de espaço físico. A agricultura moderna e a criação de 

pastagens estão relacionadas ao plantio de extensas áreas de monocultura, 

diminuindo a diversidade vegetal local e a diversidade animal.4 Assim, o uso de 
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monoculturas facilita o estabelecimento e o desenvolvimento de insetos que, por 

encontrarem nesses locais fontes de alimento em abundância e ausência de 

inimigos naturais, podem se tornar pragas, com destaque, no Brasil, para as 

formigas cortadeiras de gênero Atta e Acromyrmex.5 

 

1.2.1 - Formigas cortadeiras 

  

As formigas cortadeiras (Figura 1) são insetos sociais e pertencem ao 

Reino Animal, Filo Arthropoda, Classe Insecta, Ordem Hymenoptera, Família 

Formicidae, Subfamília Myrmecinae e Tribo Attini.6 Os gêneros de maior importância 

são Atta e Acromyrmex, conhecidas popularmente como saúvas e quenquéns, 

respectivamente. 

 

 

Figura 1: Formigas cortadeiras.  

 

Já foram identificadas cerda de 45 espécies de formigas cortadeiras,6 

as quais são responsáveis por grandes perdas na atividade agro-pastorilflorestal. 

Elas cortam os vegetais e transportam os pedaços para o formigueiro onde, em 

câmaras especiais, esse material é utilizado para o cultivo de um fungo simbionte, 

Leucoagaricus gongylophorus do qual se alimentam.7 

As formigas cortadeiras apresentam grande distribuição desde o sul 

dos Estados Unidos até o centro da Argentina, com exceção do Chile, algumas ilhas 

das Antilhas, Costa do Peru e Canadá. A maior diversidade de espécies são 

encontradas no Brasil,8 onde ocorrem 10 espécies e três subespécies de Atta. As 

principais espécies do gênero Atta e os locais de ocorrência no Brasil são descritos 

na Tabela 1. 
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Tabela 1: Principais espécies do gênero Atta e os locais de ocorrência no Brasil 

ESPÉCIES LOCAIS DE OCORRÊNCIA 

Atta sexdens piriventris (saúva-limão-

sulista) 

SP, PR, SC e RS 

Atta opaciceps (saúva-do-sertão-do-

nordeste) 

PI, CE, RN, PB, PE, SE, e BA 

Atta sexdens rubropilosa (saúva-limão) SP, MG, ES, RJ, MT, GO e PR 

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

Atta laevigata (saúva-cabeça-de-vidro) SP, AM, RR, PA, MA, CE, PE, AL, 

BA, MG, RJ, MT, GO e PR. 

Atta sexdens sexdens (formiga-

mandioca) 

AM, AC, RO, RR, PA, AP, MT, GO, 

MA, PI, CE, RN, PB, PE, AL, SE, BA 

e MG. 

 

1.2.2 - Danos e benefícios causados pelas formigas cortadeiras 

 

As formigas cortadeiras quando em ambientes ecologicamente 

equilibrados, contribuem para o reflorestamento de muitos ecossistemas ao 

dispersarem e promoverem a germinação de sementes ao removerem a polpa dos 

frutos. Também, podam algumas plantas e promovem seu crescimento, contribuem 

na aeração do solo e o tornam fértil ao incorporarem matéria orgânica à terra, além 

de serem predadoras naturais de diversos artrópodes, dos quais muitos são pragas 

agrícolas. 

Entretanto, as formigas cortadeiras do gênero Atta e Acromyrmex estão 

entre as mais importantes pragas de culturas agrícolas, áreas de reflorestamento e 

pastagens,9 cortando até 15% da safra de folha de pé em suas áreas de forrageio.10 

No entanto, o sucesso de colonização é atribuído a sua grande voracidade e 

capacidade de proliferação,11 pois um sauveiro adulto (6 anos de idade) pode 

abranger uma área de cerca de 100 m2 e consomir cerca de 1 tonelada de matéria 

vegetal fresca/ano.12  

Em áreas de reflorestamento as formigas cortadeiras são as principais 

pragas, representando mais de 75% dos custos e do tempo gastos no controle de 

pragas florestais no Brasil.13 
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O Brasil possui uma das maiores áreas de plantio comercial do mundo 

para utilização na produção de pasta de celulose, construção civil, siderurgia e 

movelaria. No entanto, a persistência formigas cortadeiras também regula a 

produtividade desses plantios.14 Vários trabalhos na literatura demonstram que 

árvores de Eucalyptus grandis, desfolhadas aos seis meses de idade têm 99,3% de 

probabilidade de morrer, enquanto que o crescimento em altura e diâmetro é 

reduzido em 31,7% e 25,1%, respectivamente, provocando uma redução de 61,6% 

na produção de madeira em relação às árvores não desfolhadas. Isto representa 

uma perda anual de 0,87% no volume de madeira para cada 2,76 m2 de sauveiro/ha. 

Já as árvores de Pinus caribaea atacadas reduzem 12% no crescimento em altura e 

17,4% em diâmetro, 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 m2 de pastagens, consumir 21 kg/dia de 

folhas e reduzir em cerca de 50% a capacidade da pastagem.15 

As formigas cortadeiras também estão entre as principais pragas da 

cana-de-açúcar, resultando em perdas de produtividade de três a cinco toneladas de 

cana, por sauveiro, ao ano, e na redução de até 30% no teor de sacarose da cana 

colhida na área de forrageamento.  

Além dos prejuízos na área agrícola, em função das escavações que 

fazem no solo (conhecidas como galerias e panelas dos formigueiros), elas podem 

provocar acidentes com veículos e máquinas agrícolas e causar danos a prédios, 

pontes, estradas de rodagem e de ferro, pois tais escavações dos formigueiros no 

subsolo são susceptíveis ao peso dessas construções.16 

 

1.3 - Controle de Pragas Agro-pastorilflorestal do Brasil 

 

O aumento populacional e a necessidade de aumentar a produção, 

associadas ao desenvolvimento econômico, social e científico, possibilitou a criação 

de novas tecnologias para o uso na agricultura, dentre as quais se destacam os 

agrotóxicos para o controle de pragas, objetivando aumentar e assegurar a 

produção agrícola. 
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1.3.1 - Agrotóxicos 

 

Segundo a legislação brasileira, os agrotóxicos e afins são “produtos e 

agentes de processos físicos, químicos ou biológicos, destinados ao uso nos setores 

de produção, no armazenamento e beneficiamento de produtos agrícolas, nas 

pastagens, na proteção de florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas 

e de ambientes urbanos, hídricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a 

composição da flora e da fauna, a fim de preservá-las da ação danosa de seres 

vivos considerados nocivos, bem como as substâncias e produtos empregados 

como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento”.17 

A utilização dos agrotóxicos na agricultura brasileira iniciou-se na 

década de 1920. Inicialmente, eles foram empregados em programas de saúde 

pública no combate de vetores e controle de parasitas. Em 1975, o Plano Nacional 

de Desenvolvimento (PND) incentivou o uso de agrotóxicos na agricultura com 

adoção de medidas que condicionavam o agricultor à compra de veneno com 

recursos de crédito rural, ao instituir a inclusão de uma cota definida de agrotóxico 

para cada financiamento requerido.18 

Em 1998, o Brasil foi responsável pelo consumo de cerca de 50% da 

quantidade de agrotóxicos utilizados na América Latina, o que envolveu um 

comércio estimado em cerca de US$ 2,56 bilhões.19 Em 2000, o consumo nacional 

de agrotóxico 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 Associação Brasileira de Indústria Química (ABIQ) mostraram 

que, em 2004, o Brasil consumiu US$ 4,2 bilhões de agrotóxicos, o que colocou o 

país como o quarto maior consumidor mundial. O emprego de agrotóxicos nos 

Estados de Espírito Santo, Goiás, Mato grosso de Sul, Minas Gerais, Paraná, Rio 

Grande do Sul, santa Catarina, São Paulo e Tocantins corresponde atualmente a 

70% do total utilizado no país.20 

Segundo a Agência Nacional de Vigilância sanitária (ANVISA), até 14 

de julho de 2006, havia 409 ingredientes ativos registrados para uso agrícola ou 

domissanitário no Brasil.21 De acordo com o Sistema de Agrotóxicos Fitossanitários 

(AGROFIT), que pertence ao Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento, 

até 28 de maio de 2006, existiam 1.153 produtos agrotóxicos registrados no país.22 
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1.3.2 - Controle de formigas cortadeiras 

 

Apesar de inúmeros estudos e o desenvolvimento de várias 

alternativas de controle tais como o controle mecânico, controle cultural, controle 

físico e controle biológico, os métodos químicos são os mais utilizados para controle 

de formigas cortadeiras. Dentre as várias formulações disponíveis, como pós-secos, 

concentrados emulsionáveis, gases liquefeitos, produtos para termonebulização, as 

iscas formicidas são as mais amplamente utilizadas por apresentar maior eficiência 

no combate à insetos praga.23  

As iscas formicidas são compostas por um substrato atrativo em 

mistura com um princípio ativo tóxico. O inseticida formulado em isca tóxica deve 

agir por ingestão e apresentar algumas características particulares, dentre elas a 

ação tóxica retardada, com mortalidade menor que 15% após o primeiro dia e maior 

que 85% após o décimo quarto dia a partir do oferecimento das iscas; deve ser letal 

em baixas concentrações; e não causar danos ambientais; o inseticida deve ser 

inodoro e não repelente. 

As primeiras iscas tóxicas continham o inseticida organoclorado aldrin, 

como princípio ativo. Contudo, o controle eficiente desses insetos, tanto na 

agricultura como em áreas de reflorestamento, foi conseguido com o uso de iscas 

contendo, como princípio ativo, o inseticida organoclorado dodecacloro.24 No 

entanto, a ação desse princípio ativo foi muito questionada. Assim, após vários 

estudos terem constatado os efeitos tóxicos ao ambiente e aos animais, em primeiro 

de janeiro de 1993 foi proibido o registro, a produção, a importação, a exportação, a 

comercialização e a utilização de iscas formicidas à base de dodecacloro em todo o 

território nacional. 

Com isso, tornou-se necessária a busca de novas substâncias, que 

mantivessem a alta eficiência do dodecacloro para o controle desses insetos, mas 

que fossem mais seletivos e menos agressivos ao ambiente e mais seguros para o 

homem. Tal investigação culminou com a descoberta da sulfluramida (N-etil-

perfluooctano sulfonamida), a qual afeta o processo de fosforilação oxidativa, 

interrompendo a produção de ATP através de um modo de ação lento. 

Portanto, o uso da sulfluramida como princípio ativo foi uma das 

alternativas encontradas para a formulação de novas iscas formicidas, sendo 

amplamente utilizada até os dias de hoje.  Uma das vantagens com relação ao 
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dodecacloro seria a baixa persistência no ambiente com degradação de 42,59% em 

28 dias,25 enquanto a meia vida do dodecacloro é 5 a 12 anos. 

No entanto, há sérias limitações quanto ao uso da sulfluramida em 

muitos países26. Isto se deve à sua potencial toxicidade e bioacumulação em 

animais terrestres e aquáticos, além de evidências de seu efeito tóxico no 

desenvolvimento e reprodução de animais. Assim todos os produtos que contém o 

pesticida sulfluramida em sua formulação estão sob um cronograma específico para 

serem extintos até 2016.27 

Por este motivo, as empresas continuam investigando novos produtos 

que apresentem eficiência comparável à sulfluramida. Dos novos grupos químicos, 

merece destaque o inseticida fipronil, um fenil-pirazol, que atua no sistema nervoso 

central, especificamente no sistema GABA (ácido gama-aminobutírico). O produto 

apresenta-se ativo principalmente por ingestão. Porém ainda pouco se sabe sobre a 

toxicidade do fipronil, mas estudos já apontam que este iseticida apresenta 

toxicidade significativa em sistema aquáticos, merecendo cuidados no manejo da 

água de irrigação da lavoura.28 

 

1.4 - Inseticidas 

 

1.4.1 - Resalvas 

 

Apesar de vários efeitos impactantes de muitos pesticidas para a saúde 

e o meio ambiente, o uso racional destes podem trazer várias vantagens para a 

sociedade. Por exemplo, o DDT (1,1,1-tricloro-2,2-bis(p-clorofenil)etano),29 

atualmente um pesticida proscrito, devido aos seus efeitos ambientais devastadores, 

salvou milhões de italianos da febre tifóide e é o responsável pela irradicação da 

malária na Europa e América do Norte. Outro exemplo é a fisiostigmina (vulgarmente 

conhecida por eserina),29 um inseticida da classe dos carbamatos e que também foi 

bastaste utilizado em tribos da áfrica ocidental em “julgamentos por prova”, onde os 

suspeitos eram forçados a ingerí-las. Hoje, com o uso de doses adequadas, a 

fisiostiguimina é amplamente utilizada no tratamento do Mal de Alzheimer. Além 

disso, após a elucidação da sua estrutura foram sintetizados análogos com atividade 

tanto do ponto de vista farmacêutico (a neostigmina, por exemplo) como do ponto de 

vista agroquímico. 
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Contudo o manejo adequado de formulações pesticidas, incluindo o 

uso racional de iscas formicidas como a aplicação localizada em épocas não 

chuvosas, por exemplo,12 pode minimizar um possível impacto negativo sobre a 

mirmecofauna não alvo que é importante para o equilíbrio ambiental.30 

 

1.4.2 - Inseticidas naturais 

 

Algumas plantas possuem metabolitos secundários como piretrina, 

rotenona e nicotina,31 por exemplo, que proporcionam certa proteção às plantas 

contra insetos predadores.32 A atividade inseticida de flavonóides contra formigas 

cortadeiras Atta sexdens rubropilosa também tem sido descrita.33 Esses compostos 

podem servir como agentes tóxicos poderosos para insetos e, em alguns casos, 

servir como ponto de partida para o desenvolvimento de novos inseticidas para uso 

comercial.34 A exemplo disto tem-se os produtos Baygon, piretróides de origem 

sintética baseados em piretróides encontrados nas flores da espécie 

Chrysanthemum cinerariaefolium, comercializado pela Bayer AG desde 1996 contra 

insetos voadores.35 

 

1.4.2.1 - Flavonóides 

 

Os flavonóides são um grupo amplamente distribuído de compostos 

polifenólicos caracterizado por uma estrutura de benzo-pirona comum. Eles 

representam uma classe muito diversificada de metabolitos secundários de plantas 

com cerca de 9000 estruturas já identificadas até agora. Estudos farmacológicos 

mostram que muitos flavonóides possuem atvidades biológicas tais como inibição de 

enzimas,36 sequestro de radicais livres,37 atividades anti-inflamatória,38 anti-

estrogênica39 e inibição de promoção de vários tipos de câncer.40 Estes compostos 

são abundantes em frutas, verduras, sementes e plantas medicinais. Flavonóides de 

casca de frutas cítricas são constituídos basicamente de flavanonas glicosídicas, 

agliconas e flavonas glicosídidas.41 

Dentre os compostos fenólicos, escolhemos para este projeto as 

flavanonas hesperidina (5,3-dihidroxi-4-metoxi-flavanona-7-ramnoglucosídeo, 

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

trihidroxiflavanona, ngnina), Figura 2. 

 

     
 
 
                                        Hesperidina                               Hesperetina 
  
 
 
 
 

          
 
 
                                     Naringina                                      Naringenina 

Figura 2: Representação das estruturas dos flavonóides hesperidina, hesperetina, 

naringina e naringnina. 

 

Estes flavonóides possuem atividades biológicas especiais tais como 

anti-inflamatória,42 anticarcinogênica, antitumoral,43 regulação da síntese de 

colesterol hepático.44-46 No entanto, como muitos outros flavonóides, apresentam 

fraca biodisponibilidade, devido principalmente à baixa solubilidade em água.47, 48  

Hesperidina, naringina, hesperetina e naringenina são flavonóides 

amplamente encontrados em frutas cítricas. A hesperidina, por exemplo, é um dos 

flavonóides mais abundante, sendo encontrado na casca e nas partes membranosas 

CH3 

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/8b/Hesperidin_structure.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/7/79/Hesperetin.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/e5/Naringin.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/2/26/Naringenin.svg
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da laranja (Citrus sinensis), constituindo mais de 40% do peso seco dos frutos 

imaturos.49 Vale ressaltar que o Brasil foi considerado no ano de 2011 o maior 

produtor de frutas cítricas em todo o mundo, produzindo 115 milhões de toneladas, 

seguido pela China com 20,68 milhões de toneladas.50 

 

1.4.2.2 - Complexos metal-flavonóides 

 

As pesquisas com compostos de coordenação visando aplicabilidade 

biológica começaram no início de 1900. Desde então, a versatilidade desses 

compostos fez com que hoje os complexos metálicos possuem papel essencial nas 

indústrias farmacêuticas, químicas e agrícola.51 

Em 1962 foi obtido o primeiro complexo de flavonóides com alumínio 

como um íon central. Desde o início dos anos 80, os cientistas têm investigado cerca 

de 40 complexos do tipo metal-flavonóide,52 e foi verificado que o efeito da quelação, 

na maioria dos casos melhorou a biodisponibilidade e as várias atividades biológicas 

antes apresentadas pelos flavonóides livres.53 

Nos sistemas naturais, têm-se a complexação de antrocianinas, uma 

subclasse de flavonóides, a íons Mg2+, cujas moléculas são de fundamental 

importância para proteção das plantas contra organismos patogênicos e 

predadores.54 

Assim, utilizando-se os sistemas naturais como modelo, estudos têm 

revelado que a atividade inseticida e antifúngica de outras classes de compostos tais 

como os pirazóis55 e carboxina foram potencializadas quando complexados a íons 

metálicos. Isto mostra que, o desenvolvimento de compostos de coordenação com 

aplicação pesticida é uma alternativa para o uso na agricultura.  

 

1.4.3 - Inseticidas sintéticos inorgânicos 

  

Os primeiros inseticidas sintéticos foram de origem inorgânica, 

provavelmente devido a estes elementos existirem em abundância em minas. Muitos 

materiais inorgânicos foram usados como inseticidas, incluindo enxofre, cobre, 

mercúrio, boro, arsênio, antimônio, selênio, etc.29 O “Verde de Paris” o primeiro 

inseticida sintético que se conhece, é um composto cristalino de acetato e arsenito 

de cobre, Cu(C2H3O2)2.3Cu(AsO2)2,
29 mas cuja alta fitotoxicidade limita muito a sua 



CAPÍTULO 1                                                                                                              Introdução  
 

12 

 

utilização. Entre os sais de outros elementos, o fluoreto de sódio, altamente tóxico 

para os insetos, é utilizado principalmente como barreira para insetos rastejantes, 

como baratas e formigas. O ácido bórico é também largamente utilizado contra 

baratas, sendo muito efetivo.29  

Dentre os compostos de coordenação, Figura 3, destacam-se os 

ditiocarbamatos metálicos (exemplo: Ferban e Ziram) e os etilenobisditiocarbamatos 

metálicos (exemplo: mancozeb, metiram e propinebe). 

 O pesticida Ferbam (dimetilditiocarbamato de ferro(II), de fórmula 

molecular C9H18FeN3S6) é usado como protetor foliar na prevenção de manchas de 

folhas ou doenças que levam as plantas à secura54 Lembrando que o Ferbam foi um 

dos primeiros fungicidas da classe dos ditiocarbamatos metálicos a serem 

comercializados, sendo que o primeiro trabalho de campo com este pesticida foi 

publicado em 1942.54 

O Ziram (dimetilditiocarbamato de zinco(II), de fórmula molecular 

C6H12N2S4Zn), possui propriedade antifúngica e previne frutos como laranja, maçã, 

trgo, pêssego, damasco e uva à antracnose e sarna.56 Foi liberado para uso 

comforme Portaria da Secretaria Nacional de Vigilância Sanitária (SNVS) de n° 22, 

de 18 de maio de 1984 e é comercializado no Brasil com o nome de Rodisan SC.  

Os complexos fungicidas mancozeb, metiram e propinebe, da classe 

dos etilenobisditiocarbamatos metálicos, são registrados no Brasil e utilizados até 

hoje.21 O mancozeb, por exemplo, é um etilenobisditiocarbamato de manganês 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 

plantações como tomate, batata, tabaco, alho, cebola, abóbora, pepino, etc.56 Um 

dos principais mecanismo de ação dos etilenobisditiocarbamatos metálicos envolve 

a interação do hidrogênio ligado ao nitrogênio do grupo –NH destes fungicidas com 

os grupos tiólicos de enzimas e coenzimas, comprometendo os processos vitais do 

organismo do fungo.  
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Ziram 
 

 
Mancozeb 

Figura 3: Fórmulas estruturais de pesticidas inorgânicos Ferbam, Ziram e 

Mancozeb.57 

 

1.5 - Os metais nos sistemas biológicos 

 

Vários elementos metálicos são essenciais no meio biológico, já que 

muitos compostos orgânicos utilizados em sistemas biológicos requerem íons 

metálicos para a ativação ou a biotransformação a fim de alcançar o seu modo de 

ação. Por exemplo, a hemoglobina, que se liga e proporciona oxigênio para os 

tecidos do corpo requer um átomo de ferro para a função. Centros metálicos 

deficientes em elétrons atraem biomoléculas ricas em elétrons, tais como as 

proteínas ou o DNA, levando os íons metálicos se ligarem e interagirem com alvos 

biológicos importantes. Assim, podemos afirmar que a presença de íons metálicos 

nos sistemas naturais motivam os químicos inorgânicos a investigar o potencial uso 

de compostos de coordenação em aplicações biológicas.58 Uma abordagem com 

sucessos notáveis e cresecnte nos últimos anos vem sendo o desenvolvimento de 

complexos metálicos 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 combinação de uma especificidade 

do ligante ao interagir com um determinado sítio molecular com as propriedades 

inerentes ao centro metálico. 

 

1.5.1 - Química e Biologia do Rutênio 

 

O elemento químico Rutênio (Ru) faz parte do grupo 8 de metais de 

transição posicionado no quinto período da tabela periódica. Possui número atômico 

44 e em temperatura ambiente se encontra no estado sólido. Em seu estado 

fundamental possui configura eletrônica [Kr] 4d7 5s1. Os seus estados de oxidação 



CAPÍTULO 1                                                                                                              Introdução  
 

14 

 

mais comuns são (+II) e (+III), os quais conferem grande versatilidade ao Ru no que 

se refere à conversão entre as configurações eletrônicas d6 e d5, possibilitando a 

obtenção de uma grande variedade de compostos penta e hexacoordenados, 

preferencialmente.59 O íon Ru2+ apresenta configuração (t2g)
6 e comporta-se como 

um íon doador e, consequentemente, tem grande afinidade por ligantes de 

características moles que apresentam orbitais vazios tais como N-heterocíclicos por 

exemplo. 

Compostos de rutênio têm sido bastante estudados devido suas 

amplas propriedades biológicas.60 Rutênio é um metal promissor porque em seus 

complexos, geralmente, velocidades de troca de ligantes são lentas,  as quais são 

similarares às de complexos de Pt2+ e comparáveis aos processos de divisão 

celular.61 Além disso, apresenta baixa toxicidade, provavelmente devido à sua 

capacidade de mimetizar o ferro e, consequentemente, se ligar a biomoléculas 

específicas tais como albumina de soro e transferrina, por exemplo.62 Outra 

característica é que os estados de oxidação Ru2+, Ru3+ e Ru4+ são acessíveis sob 

condições fisiológicas, onde redutores tais como glutationa e ascorbato são capazes 

de reduzir Ru3+ e Ru4+ e, a oxidação de Ru2+ é prontamente induzida por oxigênio 

molecular ou citocromo oxidase.62 Além disso, estudos relatados na literatura 

revelam que complexos do tipo Ru2+-fenantrolina, como [(Ru(phen)3]
2+ por exemplo, 

interagem eficientemente com a enzima acetilcolinesterase.63, 64 

 

1.5.2 - Química e Biologia do Magnésio 

 

O elemento químico Magnésio (Mg) faz parte do Grupo 2 da Tabela 

Periódica e, assim, um elemento alcalino-terroso com configuração 1s2 2s2 2p6 3s2. 

É um elemento muito abundante, sendo comumente encontrado em minerais 

silicatos e ocorre em grandes depósitos de CaMg(CO3)2 (dolomite) e MgKCl3.3H2O 

(carnalita). O estado de oxidação +II é o mais comum em compostos de magnésio.65 

Mg2+ é um dos íons metálicos mais abundantes na crosta terestre.66 Possui raio 

iônico de 0,72 Å para o número de coordenação 6, e em soluções67 aquosas os 

cátions Mg2+ são coordenados com seis ligantes de maneira octaédrica, 

[Mg(H2O)6]
2+.68  

Devido ao seu pequeno raio iônico e sua bivalência, Mg2+ forma 

complexos estáveis com ânions fosfato e carboxilato e com bases nitrogenadas 
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(embora sejam menos comuns).69 Como exemplo têm-se as clorofilas, que são 

essenciais para a fotossíntese em todas as plantas verdes, as quais possuem Mg2+ 

coordenado ao nitrogênio nos macrocíclicos derivados da porfina.65 Além do mais, 

os íons Mg2+ são essenciais em inúmeras funções celulares e enzimáticas, incluindo 

canais iônicos, ciclos metabólicos e vias de sinalização. Assim, são indispensáveis 

em quase todas as funções anabólicos e catabólicos. Diante de tamanha 

versatildade, o íon Mg2+ 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.70 

Estudos também mostram que íons Mg2+ interagem com as sequências 

de nucleotídios formando complexos Mg(H2O)5(nucleotídeo). Também, o complexo 

MgATP2-, conhecido como “combustível da vida”, é um dos mais importantes nos 

sistema biológicos, pois o seu papel catalítico na hidrólise do ATP em ADP é crucial 

no metabolismo energético das células. Portanto, a química de coordenação e os 

mecanismos bioquímicos da ligação do íon Mg2+ são de interesse devido a sua 

importância nos processos biológicos.71-73 Além disso, magnésio e os seus 

compostos são pouco tóxicos74 e por isso possuem muitas aplicações. 

 

1.6 - Modo de Ação 

 

O sistema nervoso é responsável pela maioria das funções de controle 

em um organismo, coordenando e regulando as atividades corporais. As unidades 

funcionais deste sistema são os neurônios, os quais comunicam-se através de 

sinapses, propagando os impulsos nervosos. A enzima Acetilcolinesterase (AchE, 

EC 3.1.1.7), codificado pelo gene ace, é uma serina hidrolase e desempenha  papel  

chave  na neurotransmissão  colinérgica, cuja função principal é a hidrólise eficiente 

e específica do neurotransmissor acetilcolina (ACh) nas sinapses colinérgicas.75, 76 
As enzimas colinesterases são encontradas em diversos tecidos e em  

todos os vertebrados e invertebrados. No sistema nervoso central dos insetos 

(Figura 4), constituído por cérebro, gânglios subesofagiano (constituído de glândulas 

salivares) e cadeia nervosa ventral (glândulas torácicas e abdominais), as sinápises 

ocorrem através da ação do neurotransmissor acetilcolina.77 

http://en.wikipedia.org/wiki/File:Naringenin.svg
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Figura 4: Ilustração do sistema nervoso dos insetos. FONTE: FILGUEIRA.77 

 

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

diferentes,78-82 onde um deles é constituído por um resíduo de cisteína livre (Cys), o 

qual não é encontrado em mamíferos, aves e peixes.83 No entanto, a maioria dos 

pesticidas da classe dos organofosforados e carbamatos que atuam no controle de 

insetos praga agem por inibição da enzima acetilcolinaesterase.84 Contudo, a alta 

toxicidade de muitos desses inseticidas é principalmente por serem potentes 

inibidores irreversíveis da acetilcolinesterase, formando uma ligação covalente com 

um resíduo de serina no sítio ativo.85 Assim, a não seletividade desses pesticidas 

causam sérios danos à saúde 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 previsão de que a 

área de cultivo agrícola mundial aumente em até 14% entre 2010 e 2030,86 um dos 

maiores desafios mundias é, sem dúvida, produzir alimentos suficientes para o 

sustento da população, mas preservando o meio ambiente. 

Também com esta preocupação, neste tabalho busca-se o 

desenvolvimento de um novo inseticida, aliando as propriedades de produtos 

naturais com as de íons metálicos. Assim, com base nos estudos da estabilidade 

térmica destes compostos, bem como suas propriedades físico-químicas (tais como 

solubilidade e lipofilicidade), ecotoxicidade e citotoxicidade, espera-se conhecer 

suas habilidades de absorção e toxicidade. Isto é fundamental para estabelecer um 

compromisso entre produção agrícola e um ambiente saudável. 
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2 - OBJETIVOS 

 

2.1 - Objetivo geral 

 

O objetivo geral desta tese consiste em sintetizar e investigar as 

propriedades espectroscópicas, físico-químicas e toxicológicas de novos complexos 

de rutênio(II) e magnésio(II) com ligantes flavonóides biologicamente ativos para 

aplicação inseticida. Além disso, avaliar o efeito dos complexos de magnésio(II) no 

sequestro de radicais superóxido. 

 

2.1.1 - Objetivos específicos: 

 

A. Sintetizar, isolar e caracterizar complexos polipiridínicos de Ru(II) e Mg(II) 

com os ligantes flavonóides hesperidina, hesperitina, naringina e naringenina 

usando técnicas tais como IV, UV-Vis, ESI-MS, análise elementar, RMN 1H e 

13C, voltamentria cíclica e luminescência; 

B. Avaliar a estabilidade química e fotoquímica dos complexos; 

C. Investigar as propriedades fisioquímicas tais como potencial redox, 

solubilidade e lipofilicidade dos complexos; 

D. Investigar a ação inseticida dos compostos realizando ensaios in vivo com 

formigas Atta sexdens rubropilosa; 

E. Investigar os possíveis mecanismos de ação e seletividade dos complexos 

por estudos de inibição das enzimas actilcolinesterase de Electrophorus 

electricus, EACh(E.e), e Atta sexdens rubropilosa, EACh(A.s.r); 

F. Realizar ensaios de ecotoxicidade dos complexos pelos estudos de inibição 

da bioluminescência da bactéria aquática Vibrio fischeri; 

G. Realizar ensaios de citotoxicidade dos complexos utilizando células HeLa. 

H. Investigar a abilidade dos complexos em atuar como sondas fluorescente em 

meio celular utilizando células HeLa; 

I. Avaliar a abilidade dos complexos 5 e 7 em  sequestrar radicais superóxido 

(gerado pelo sistema MET/Vit.B2/NBT). 
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3 - PARTE EXPERIMENTAL 

 

3.1 - Reagentes 

 

Os compostos RuCl3.3H2O, cloreto de lítio (LiCl), 1,10-fenantrolina 

(phen), todos de procedência Aldrich, foram utilizados como reagentes de partida 

para a síntese do complexo precursor cis-[RuCl2(phen)2]. Tal precursor juntamente 

com os flavonóides hesperidina (hesp), hesperitina (hespt), naringina (ngina) e 

naringenina (ngnina), todos de procedência Aldrich, foram usados para sintetizar os 

compostos do tipo cis-[Ru(flavonóide)(phen)2]
+, os quais precipitaram na forma 

iônica, usando-se hexafluorfosfato de amônio (NH4PF6), de procedência Aldrich. 

Mg(OAc)2.4H2O foi utilizado na preparação dos complexos do tipo  cis-

[Mg(flavonóide)2(phen)] e cis-[Mg(flavonóide)2(phen)(H2O)2]. Perclorato de 

tetrabutilamônio (PTBA) e cloreto de potássio (KCl), ambos de procedência Fluka, 

foram usados como eletrólito suporte nos experimentos eletroquímicos. Ferroceno 

(C10H10Fe, sigla Fc) de procedência Aldrich foi usado como padrão de referência 

interna nas medidas eletroquímicas. Ácido fosfórico (H3PO4), fosfato de potássio 

monobásico (KH2PO4), fosfato de potássio dibásico (K2HPO4) e fosfato de potássio 

tribásico (K3PO4), todos da Aldrich, foram usados no preparo de soluções tampão.  

Albumina Sérica Bovina (BSA), Trizma hydrochloride, ambos da Aldrich, 

acetilcolinesterase (EACh) de Electrophorus electricus, iodeto de acetiltiocolina e 

acido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzóico) (DTNB), da Fluka, foram utilizados nos ensaios 

de inibição enzimática. Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol)-2,5-difeniltetrazólio (MTT) da 

Aldrich e Células HeLa (obtidas da American Type Culture Collection - ATCC 

(Rockville, MD, EUA) foram usados nos ensaios de citotoxicidade e de microscopia 

confocal. Todas as medidas espectroscópicas foram realizados utilizando-se 

solventes com grau de pureza HPLC e todas as soluções aquosas foram preparadas 

com água Milli-Q. Cloreto de nitroazul tetrazólio (em inglês, Nitro-blue tetrazolium 

(NBT), metionina (MET) e riboflavina (Vit.B2), todos da Aldrich, foram utilizados nos 

ensaios de sequestro de radicais superóxido. 
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3.2 - Preparação dos complexos 

 

O complexo precursor, cis-[RuCl2(phen)2], foi preparado de acordo com 

método descrito na literatura para complexos com 2,2-bipiridina,87 conforme descrito 

a seguir, item 3.2.1. Os complexos 1-4 foram sintetizados, de modo geral, pela 

adição do precursor cis-[RuCl2(phen)2](s) à solução etanólica (etanol/água 1:1) do 

respectivo ligante flavonóide, previamente desprotonado, sob atmosfera de 

nitrogênio. 

As sínteses dos complexos 1-4 foram realizadas considerando-se uma 

relação estequiométrica de 1:1 complexo precursor/flavonoide (L), de acordo com a 

Equação geral: 

 

cis-[RuCl2(phen)2](sol) + L(sol)  cis-[Ru(phen)2(L)]
+

(sol) + 2Cl-(sol)              (1) 

 

Os complexos 5-8 foram sintetizados pela adição do sal 

Mg(OAc)2.4H2O(s) seguida do ligante phen(s) à solução metanólica do respectivo 

ligante flavonóide. As sínteses foram realizadas considerando-se uma relação 

estequiométrica de 1:1:2 Mg2+/phen/flavonóide, de acordo com a Equação abaixo:  

 

Mg2+
(sol) + L(sol) + 2L(sol)  [Mg(L)(L)2](s)                        (2) 

 

onde: L= 1,10-fenantrolina e L = flavonóide (hesperidina, hesperetina, naringina ou 

naringenina). Cabe ressaltar que as moléculas de água da esfera interna de 

coordenação dos complexos 6 e 8 foram omitidos na equação 2. Quanto ao 

complexo 9, o modo de preparo foi similar ao do complexo 5, mas na ausência do 

ligante fenantrolina.  

Os materiais usados na preparação dos complexos são ilustrados na 

Figura 5. 
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Figura 5: Esquema para a preparação dos complexos 1-9. Os materiais usados 

foram um balão de três bocas com capacidade de 50 mL (a) acoplado a um 

condensador (b), e conectado a uma linha de gás nitrogênio (c), um agitador 

magnético (d) e controlador de temperatura (e). 

 

3.2.1 - Síntese de cis-[RuCl2(phen)2] (complexo precursor) 

 

Em um balão de fundo redondo, com duas bocas e capacidade de 50 

mL, contendo 10 mL de N,N-dimetilformamida (DMF), previamente desaerado com 

gás nitrogênio, adicionou-se 200 mg (0,76 mmol) de RuCl3.3H2O sob agitação 

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 LiCl, para garantir a permanência dos íons 

cloreto ligados ao íon Ru2+. A mistura reacional de coloração roxa foi refluxada por 

oito horas sob atmosfera de gás nitrogênio e agitação constante. Após 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 refrigeração a 0 ºC 

por uma noite para a precipitação do composto. O sólido preto obtido foi filtado e 

lavado com 50 mL de água destilada, 2mL de etanol e 2 gotas de éter, 

respectivamente, previamente resfriados num banho de gelo. O complexo foi seco 

sob vácuo e armazenado. Rendimento: 43 %. Os resultados obtidos de análise 

elementar para RuC24N4H16Cl2.2H2O 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%. 

(a) 

(b) (c) 

(d) (e) 
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3.2.2 - Síntese de cis-[Ru(hesp)(phen)2](PF6) (complexo 1) 

 

Hesperidina (0,17 g; 0,28 mmol) e trietilamina (39 µL; 0,28 mmol) foram 

dissolvidos em 30 mL de uma mistura 1:1 EtOH/H2O. O sistema reacional ficou sob 

atimosfera de N2 e agitação constante por 10 min e, em seguida, foi adicionado 0,15 

g (0,26 mmol) de cis-[RuCl2(phen)2]. A mistura reacional permaneceu sub refluxo, 

atimosfera de N2 e agitação por 8 horas. Após alcançar a temperatura ambiente (~ 

22 °C) adicionou-se 0,1 g (0,61 mmol) de NH4PF6, previamente dissolvido em 

etanol:água (1:1) e, a mistura resultante foi mantida sob refrigeração a 0ºC por uma 

noite para a precipitação do composto. O sólido marrom avermelhado obtido foi 

filtado e lavado com 20 mL de água destilada, 2 mL etanol e 2 gotas de éter, 

respectivamente, previamente resfriados num banho de gelo. O composto foi seco 

sob vácuo e armazenado. Rendimento: 80 %.  

 

3.2.3 - Síntese de cis-[Ru(hespt)(phen)2](PF6) (complexo 2) 

 

Hesperetina (0,085 g; 0,28 mmol) e trietilamina (39 µL; 0,28 mmol) 

foram dissolvidos em 30 mL de uma mistura 1:1 EtOH/H2O. O sistema reacional 

ficou sob atimosfera de N2 e agitação constante por 10 min e, em seguida, foi 

adicionado 0,15 g (0,26 mmol) de cis-[RuCl2(phen)2]. A mistura reacional 

permaneceu sub refluxo, atimosfera de N2 e agitação por 8 horas. Após alcançar a 

temperatura ambiente (~ 22 °C) adicionou-se 0,1 g (0,61 mmol) de NH4PF6, 

previamente dissolvido em etanol:água (1:1) e, a mistura resultante foi mantida sob 

refrigeração a 0ºC por uma noite para a precipitação do composto. O sólido marrom 

avermelhado obtido foi filtado e lavado com 20 mL de água destilada, 2 mL etanol e 

2 gotas de éter, respectivamente, previamente resfriados num banho de gelo. O 

composto foi seco sob vácuo e armazenado. Rendimento: 75 %.  

 

3.2.4 - Síntese de cis-[Ru(ngina)(phen)2](PF6) (complexo 3) 

 

Naringina (0,1625 g; 0,28 mmol) e trietilamina (39 µL; 0,28 mmol) foram 

dissolvidos em 30 mL de uma mistura 1:1 EtOH/H2O. O sistema reacional ficou sob 

atimosfera de N2 e agitação constante por 10 min e, em seguida, foi adicionado 0,15 

g (0,26 mmol) de cis-[RuCl2(phen)2]. A mistura reacional permaneceu sub refluxo, 
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atimosfera de N2 e agitação por 8 horas. Após alcançar a temperatura ambiente (~ 

22 °C) adicionou-se 0,1 g (0,61 mmol) de NH4PF6, previamente dissolvido em 

etanol:água (1:1) e, a mistura resultante foi mantida sob refrigeração a 0ºC por uma 

noite para a precipitação do composto. O sólido marrom avermelhado obtido foi 

filtado e lavado com 20 mL de água destilada, 2 mL etanol e 2 gotas de éter, 

respectivamente, previamente resfriados num banho de gelo. O composto foi seco 

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

 

3.2.5 - Síntese de cis-[Ru(ngnina)(phen)2](PF6) (complexo 4) 

 

Naringenina (0,0762 g; 0,28 mmol) e trietilamina (39 µL; 0,28 mmol) 

foram dissolvidos em 30 mL de uma mistura 1:1 EtOH/H2O. O sistema reacional 

ficou sob atimosfera de N2 e agitação constante por 10 min e, em seguida, foi 

adicionado 0,15 g (0,26 mmol) de cis-[RuCl2(phen)2]. A mistura reacional 

permaneceu sub refluxo, atimosfera de N2 e agitação por 8 horas. Após alcançar a 

temperatura ambiente (~ 22 °C) adicionou-se 0,1 g (0,61 mmol) de NH4PF6, 

previamente dissolvido em etanol:água (1:1) e, a mistura resultante foi mantida sob 

refrigeração a 0ºC por uma noite para a precipitação do composto. O sólido marrom 

avermelhado obtido foi filtado e lavado com 20 mL de água destilada, 2 mL etanol e 

2 gotas de éter, respectivamente, previamente resfriados num banho de gelo. O 

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

 

3.2.6 - Síntese de cis-[Mg(hesp)2(phen)] (complexo 5) 

 

A 40 mL de metanol foi adicionado 0,3052 g (0,5 mmol) de hesperidina 

e 140 L (0,5 mmol) de trietilamina. O sistema ficou sob agitação e atmosfera de 

N2(g) por 10 minutos. Em seguida, foi adicionado 0,054 g (0,25 mmol) de 

Mg(CH3COO)24H2O e subsequentemente 0,04505 g (0,25 mmol) de 1,10- 

fenantrolina. A mistura reacional ficou sob agitação, atmosfera de N2 e refluxo por 

mais duas horas. A mistura foi filtrada a aproximadamente 25 °C. A solução 

remanescente foi rotaevaporada para redução do volume para cerca de 5 mL, à qual 

foram adicionados 10 mL de água gelada. O precipitado amarelo formado foi filtrado 

e lavado com 20 mL de água gelada e 10 mL de metanol gelado. O composto foi 

seco à vácuo e armazenado em um dessecador.  Rendimento: 65 %. 
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3.2.7 - Síntese de cis-[Mg(hespt)2(phen)(H2O)2] (complexo 6) 

 

A 40 mL de uma mistura 1:1 MeOH/H2O foi adicionado 0,3023 g (1 

mmol) de hesperidina e 140 L (1 mmol) de trietilamina. O sistema ficou sob 

agitação e atmosfera de N2(g) por 10 minutos. Em seguida, foi adicionado 0,1072 g 

(0,5 mmol) de Mg(CH3COO)24H2O e subsequentemente 0,90 g (0,5 mmol) de 1,10- 

fenantrolina. A mistura reacional ficou sob agitação, atmosfera de N2 e refluxo por 

mais quatro horas. A mistura foi filtrada a aproximadamente 25 °C. A solução 

remanescente foi rotaevaporada para redução do volume para cerca de 15 mL, 

havendo imediata precipitação do composto à temperatura ambiente (~ 22 °C). O 

precipitado amarelo claro foi filtrado e lavado com 30 mL metanol gelado. O 

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

 

3.2.8 - Síntese de cis-[Mg(ngina)2(phen)] (complexo 7) 

 

A 40 mL de metanol foi adicionado 0,581 g (1 mmol) de hesperidina e 

140 L (1 mmol) de trietilamina. O sistema ficou sob agitação e atmosfera de N2(g) 

por 10 minutos. Em seguida, foi adicionado 0,1072 g (0,5 mmol) de 

Mg(CH3COO)24H2O e subsequentemente 0,90 g (0,5 mmol) de 1,10- fenantrolina. 

A mistura reacional ficou sob agitação, atmosfera de N2 e refluxo por mais quatro 

horas. A mistura foi filtrada a aproximadamente 25 °C. A solução remanescente foi 

rotaevaporada para redução do volume para cerca de 5 mL, à qual foram 

adicionados 10 mL de água gelada. O precipitado amarelo foi filtrado e lavado com 

20 mL de água gelada e 10 mL de metanol gelado. O composto foi seco a vácuo e 

armazenado em um dessecador.  Rendimento: 58 %. 

 

3.2.9 - Síntese de cis-[Mg(ngnina)2(phen)(H2O)2] (complexo 8) 

 

A 30 mL de uma mistura 1:1 MeOH/H2O foi adicionado 0,3052 g (0,5 

mmol) de hesperidina e 140 L (1 mmol) de trietilamina. O sistema ficou sob 

agitação e atmosfera de N2(g) por 10 minutos. Em seguida, foi adicionado 0,054 g 

(0,25 mmol) de Mg(CH3COO)24H2O e subsequentemente 0,04505 g (0,25 mmol) de 

1,10- fenantrolina. A mistura reacional ficou sob agitação, atmosfera de N2 e refluxo 

por mais duas horas. A mistura foi filtrada a aproximadamente 25 °C. A solução 
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remanescente foi rotaevaporada para redução do volume para cerca de 5 mL, à qual 

foram adicionados 10 mL de água gelada. O precipitado amarelo claro foi filtrado e 

lavado com 20 mL de água gelada e 10 mL de metanol gelado. O composto foi seco 

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

 

3.2.10 - Síntese de cis-[Mg(hesp)2(H2O)2] (complexo 9) 

 

Em 40 mL de metanol foi adicionado 0,3052 g (0,5 mmol) de 

hesperidina e 140 L (0,5 mmol) de trietilamina. O sistema ficou sob agitação e 

atmosfera de N2(g) por 10 minutos. Em seguida, foi adicionado 0,054 g (0,25 mmol) 

de Mg(CH3COO)24H2O. A mistura reacional ficou sob agitação, atmosfera de N2 e 

refluxo por mais duas horas. A mistura foi filtrada a aproximadamente 25 °C. A 

solução remanescente foi rotaevaporada para redução do volume para cerca de 5 

mL, à qual foram adicionados 10 mL de água gelada. O precipitado amarelo formado 

foi filtrado e lavado com 20 mL de água gelada e 10 mL de metanol gelado. O 

composto foi seco à vácuo e armazenado em um dessecador.  Rendimento: 54 %. 

 

3.3 - Equipamentos e Metodologias 

 

3.3.1 - Equipamentos gerais 

 

 Evaporador Rotativo da BUCHI modelo RII. 

 Centrífuga da FANEM modelo 206-R. 

 Banho termostetizado da TECNAL, modelo TE 2005. 

 Banho Metabólico Bubnoff da SOLAB, modelo SL 157. 

 Reatores fotoquímico montados no laboratório LAFIB, que consistem 

de um sistema carrossel com 8 lâmpadas cada e irradiação 

monocromática a 420 nm ou 350 nm. 

 PHmetro modelo QX 1500 Plus, da Qualwtron. O pHmetro foi 

previamente calibrado com soluções tampão em pH 4,0, 7,0 e 10,0. 

 Estufa da FANEM modelo 515. 

 Ultrason da BRANSON modelo 2510. 

 Purificador de água da MILLIPORE modelo Mille UNI. 

 Balança analítica da SARTORIUS modelo CP 225D. 
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3.3.2 - Atmosfera inerte 

 

 As sínteses e todos os estudos eletroquímicos e de absorção UV-Vis 

foram realizados sob atmosfera de N2(g) (com pureza de 99,99%). 

 

3.3.3 - Análise elementar 

 

A análise elementar dos complexos, para a determinação das 

porcentagens (%) dos elementos carbono, hidrogênio e nitrogênio (C,H,N), foi obtida 

em um equipamento modelo EA 1108 da FISONS, NA Central Analítica do 

Departamento de Química da Universidade Federal de São Carlos. 

 

3.3.4 - Espectrometria de massas com ionização por Electrospray (ESI–MS) 

 

Os espectros de massas foram obtidos usando modo de ionização 

positiva por electrospray (ESI+), usando 5 g mL-1 dos complexos 1-4 em metanol 

com um fluxo de 10 L min-1, em um espectrômetro AB Sciex, modelo PPI 2000 do 

Laboratório de Bioquímica Molecular de Microorganismos (LABIOMMI)–DQ-UFSCar. 

 

3.3.5 - Espectrometria de absorção atômica de chama 

 

As concentrações de magnésio em amostras do complexo 5 em 

solução aquosa foram derminadas utilizando-se um espectrômetro de  absorção 

atômica de chama (AA240FS; Varian, Mulgrave, Australia) equipado com lâmpada 

de catodo oco de magnésio para as determinações deste elemento, operando em 

comprimento de onda 285,2 nm. A chama foi produzida por fluxos de ar e acetileno 

com vazões iguais a 13,5 e 2,0 L min-1.  A solução para curva padrão do magnésio 

foi o nitrato de magnésio em ácido nítrico a 0,5 mol L-1 (Merck®), nas concentrações 

de 0,5; 1,0; 3,0; 5,0; 7,5; 10,0 μg Mg/mL. As amostras foram previamente digeridas 

com ácido nítrico (HNO3) e diluídas com água deionizada, de modo que a 

concetração final estipulada para o metal ficasse dentro da faixa de detecção da 

curva de calibração. 
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3.3.6 - Espectrometria de emissão óptica com plasma acoplado indutivamente 

(ICP-OES) 

  

A quantificação de rutênio e magnésio em amostras dos complexos 1, 

5-8, nos experimentos para determinação de log P (procedimeto descrito no item 

3.3.15.2), foram realizadas no Centro de Caracterização e Desnvolvimento de 

Materiais (CCDM, UFSCar, São Carlos, SP) utilizando ICP-OES (modelo VISTA, da  

Varian).  

Na etapa de preparo das amostras dos complexos, para posterior 

quantificação do elemento Ru ou Mg no ICP-OES, foi utilizada a técnica de 

decomposição de matériais orgânicos por via úmida usando os ácidos nítrico (HNO3) 

e perclórico (HClO4), descrita na literatura.88 

Para a quantificação do elemento Ru ou Mg contido nas amostras 

adotuo-se o método de calbração por padrão. Assim, soluções com concentrações 

conhecidas do analito (Ru ou Mg) preparadas a partir de uma solução de referência 

(metal Rutênio ou Magnésio, concentração 1000 ppm) foram injetadas para 

obtenção de uma curva padrão. Estas soluções foram preparadas em cinco 

concentrações diferentes de metal (0, 1,5, 3,0, 4,5 e 6 ppm), em cuja faixa foi 

esperada ser encontrada a concentração do metal Ru ou Mg nas frações orgânica 

(1-octanol) e aquosa (água) do experimento shake flask (descrito no item 3.3.15.2). 

 

3.3.7 - Espectroscopia de absorção eletrônica UV-Vis 

 

Os espectros de absorção eletrônica foram obtidos na região do 

ultavioleta-visível (UV-Vis) utilizando-se um espectrofotômetro de feixe duplo UV-

Vis-HP KAIAK XA (HP Hewlett Packard 8453). Utilizou-se celas de quartzo de 

caminho ótico de 10,0 e 2,0 mm e 4,0 e 0,7 mL de capacidade, respectivamente. 

 

3.3.8 - Luminescência no estado estacionário 

  

Os espectros de emissão foram obtidos utilizando-se um 

espectrofluorímetro Shimadzu Modelo RF-5301PC (lâmpada de alta pressão de 

xenônio de 150 W e uma fotomultiplicadora do tipo R928). 
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3.3.9 - Tempo de vida de luminescência 

 

O método de contagem de fótons únicos correlacionados no tempo (em 

inglês, Time-Correlated Single Photon Counting, TCSPC) foi usado para determinar 

o tempo de vida de luminescência. Os experimentos foram realizados no laboratório 

do Grupo de Fotobiofisica da FFCLRP – USP, usando-se como fonte de excitação 

um laser pulsado Tsunami 3950 (Spectra Physics) de titânio-safira (Ti:sapphire) 

bombeado por laser de estado sólido Millenia Xs (Spectra Physics), de Nd:YVO4, 

que tem saída com potência máxima de 10 W no comprimento de onda 350 nm. 

O Tsunami possui cristal dobrador de triborato de lítio (LBO), e a 

frequência é ajustada por um Pulse Picker 3986 (Spectra Physics). A saída do laser 

ocorre entre 855 e 900 nm. O comprimento de onda do feixe de excitação pode ser 

ajustado com o auxílio de geradores de harmônicos, (Flexible Harmonic Generator, 

FHG, da Spectra Physics), que dobram ou triplicam a frequência originada no 

Tsunami. O pulso de excitação é direcionado para o espectrômetro Edinburgh FL900 

com configuração em formato-L. O comprimento de onda de emissão é selecionado 

por um monocromador e os fótons emitidos são detectados por uma 

fotomultiplicadora refrigerada (placa micro-canais Hamamatsu C4878) e são 

correlacionados temporalmente com os pulsos de excitação por meio do conversor 

tempo-amplitude (TAC). A largura à meia altura da função de resposta do 

instrumento é tipicamenete 0,12 ns. O software F900 fornecido pela Edinburgh 

Instruments foi utilizado para ajuste dos dados experimentais de decaimento a 

funções multiexponenciais, baseado no método de ajustes de funções não lienares 

por mínimos quadrados. A qualidade do ajuste realizado pelo software foi avaliada 

pela observação dos gráficos dos resíduos e o parâmetro estatístico X2 (chi-square) 

reduzido. 

 

3.3.10 - Espectroscopia vibracional na região do infravermelho 

 

Os espectros vibracionais na região do infravermelho foram obtidos no 

estado sólido utilizando-se um espectrofotômetro Bomem-Michelson FT, modelo 

MB102 na região compreendida entre 4000 e 300 cm-1. As amostras no estado 

sólido foram diluídas em CsI,  mantido em estufa a 120 °C, na proporção 1/100 

(amostra/CsI). 
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3.3.11 - Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear 

 

Os espectros de Ressonância Magnética Nuclear de 1H e 13C foram 

obtidos em um espectrômetro BRUKER DRX 400 MHz pertencente ao laboratório de 

Ressonância Magnética Nuclear do Departamento de Química da Universidade 

Federal de São Carlos. 

 

3.3.12 - Cálculos computacionais 

 

O método teórico DFT (Teoria do Funcional de Densidade) foi utilizado 

para analisar a estrutura eletrônica do complexo 5.89 A geometria do complexo foi 

otimizada pelo programa Gaussian 09,90 em que o cálculo da geometria do 

composto foi desenvolvida primeiramente no vácuo em nível de teoria DFT 

utilizando-se o funcional híbrido B3LYP91 com o conjunto de base LanL2DZ.92 Feito 

isso, realizou-se cálculos levando-se em consideração o efeito dos solventes 

metanol e água, utilizando-se o modelo de polarização contínua, cujo efeito de 

polarização é representado numericamente e computado por uma integração 

numérica. Assim, tal estrutura otimizada foi utilizada nos estudos de estado excitado. 

As energias das transições eletrônicas foram obtidas pelo método TD-DFT 

(dependente do tempo). 

 

3.3.13 – Eletroquímica 

 

As medidas eletroquímicas (voltametria cíclica) para os complexos de 

rutênio foram realizadas utilizando-se o potenciostato/galvanostato µAutoLab Tipo 

III, usando cela eletroquímica de vidro, com capacidade para 10 mL, consistindo de 

três eletrodos: o eletrodo de referência foi Ag/AgCl, armazenado em solução 3,0 mol 

L-1 de KCl (solução saturada) e os eletrodos de trabalho e auxiliar constituídos de 

discos de platina (Pt) de 1,5 mm e 4 mm de diâmetro, respectivamente. A 

concentração dos compostos foi de 10-3 mol L-1 em DMF, com 0,1 mol L-1 de PTBA 

como eletrólito suporte. Ferroceno (Fc) foi usado como padrão interno de referência. 

Todas as soluções foram previamente desaeradas com gás nitrogênio. 

Os voltamogramas cíclicos dos complexos de magnésio foram medidos 

em um potenciostato/galvanostato portátil modelo µSTAT 400, usando-se um sistema 
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de três eletrodos. O eletrodo de trabalho foi carbono vítreo com diâmetro de 4 mm, e 

os eletrodos de referência e auxiliar foram constituídos de prata. As medidas foram 

feitas à temperatura ambiente (~20 °C) em água e em tampão fosfato (0,065 mM, pH 

7,8 e 10,0) contendo 0,1 M de KCl como eletrólito suporte. 

 

3.3.14 - Avaliação da estabilidade 

 

3.3.14.1 - Estabilidade fotoquímica (efeito da luz) 

 

A estabilidade fotoquímica dos complexos foi investigada em irradiação 

monocromática a 420 nm ou 350 nm, e sob a irradiação solar por 30 dias.  

Nas investigações sob irradiação monocromática utilizou-se dois 

reatores fotoquímicos montados em nosso laboratório. Estes reatores consistem de 

um sistema carrossel com 8 lâmpadas cada, sendo um no comprimento de onda de 

420 nm (usado para o complexo 1, já que este composto apresenta absorção 

próxima dessa região) e o outro em 350 nm (usado para o complexo 5, já que este 

composto absorve luz em comprimentos de onda próximos dessa região). As 

soluções aquosas foram irradiadas durante períodos de tempo definidos e o 

progresso da fotorreação foi monitorada por espectroscopia UV-Vis. As soluções dos 

complexos foram preparadas na concentração de 5  10-5 mol L-1.  

A intensidade de luz irradiada foi medida por actinometria usando-se 

Ferrioxalato de potásio, K3[Fe(C2O4)3],
93 um actinômetro bastante sensível na faixa 

de comprimento de onda de 253-577 nm. O actinômetro foi preparado de acordo 

com Calvert e Pitts.94 Para a determinação da intensidade de luz na irradiação no 

comprimento de 420 nm, previamente preparou-se uma solução de 0,006 mol L-1 do 

actinômetro ferrioxalato de potássio e 0,05 mol L-1 de ácido sulfúrico. Pipetou-se 3 

mL da solução do actinômetro com a concentração adequada para o comprimento 

de onda de irradiação  e a solução foi irradiada em uma cela de 1 cm de caminho 

ótico por 3 min. Uma alíquota de 2 mL as solução irradiada foi adicionada a um 

balão volumétrico de 10 mL contendo 2,5 mL de tampão acetato (obtido pela mistura 

de 600 mL de uma solução 1 mol L-1 de NaCH3COO e 360 mL de uma solução 0,5 

mol L-1 de H2SO4, e essa mistura foi diluída para o volume final de um litro), e 1 mL 

de uma solução 0,1 % de 1,10’-fenantrolina. A solução foi diluída para 10 mL com 

água destilada. Preparu-se um branco seguindo o mesmo procedimento, exceto que 
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a solução de actinômetro não foi adicionada. As duas soluções foram mantidas no 

escuro por uma hora e após esse tempo foram medidas as suas respectivas 

absorbâncias no comprimento de onda de 510 nm. 

A intensidade da luz incidente (Ii) foi calculada pela Equação 3: 

 

Ii = (V1  V3  A) / (Fe2+  t  V2  I  F2+  f )                          (3) 

onde:  

V1 = volume da solução de actinômetro irradiada (mL); 

V2 = volume da alíquota de solução de actinômetro irradiada para análise (mL); 

V3 = volume final no qual V2 foi diluído (mL); 

A = diferença da absorbância em 510 nm entre a solução irradiada e a não 

irradiada; 

Fe2+ = rendimento quântico de formação de Fe2+ no comprimento de onda da luz 

irradiada (1,11); 

t = tempo de irradiação da solução do actinômetro (s); 

I = caminho ótico da cela fotolisada usada (cm); 

F2+ = coeficiente de extinção molar do complexo [Fe(phen)3]
2+ a 510 nm (1,11  104 

mol-1 L cm-1); 

Ii = intensidade da luz incidente (Einsten s-1). 

 

O valor encontrado para a intensidade das lâmpadas usadas nos 

experimentos de fotólise contínua em solução aquosa para os complexos 1 e 5 

foram 1,0  10-7 e 1,2  10-7 Einstein s-1, respectivamente. 

A estabilidade dos complexos também foi avaliada com a irradiação 

solar, onde os frascos de vidro transparente tampados, contendo as solução dos 

complexos, foram expostos à luz do sol durante 30 dias. Alíquotas dessas soluções 

foram retiradas em tempos regulares e os experimentos foram acompanhados por 

espectroscopia UV-Vis. 

 

3.3.14.2 - Estabilidade química (efeito do pH) 

 

A estabilidade dos complexos 1 e 5 em solução tampão na faixa de pH 

3,09 - 9,11, com força iônica de 0,1 M (KCl), foi avaliada. Para isso, soluções 

tampão do complexo 1 e 5 (2,0 × 10-5 M) foram preparadas e mantidas no escuro 
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por 30 dias. Após decorrido esse tempo, os espectros eletrônicos foram registadas 

em um espectrofotômetro no UV-Vis na faixa de 250-800 nm. 

No caso dos complexos apresentarem alterações em seus espectros 

eletrônicos em resposta a um eventual equilíbrio de protonação/desprotonação de 

espécies na faixa de pH estuda, então, uma curva de absorção (em máx) do 

complexo em função do pH da solução foi construída pela equação modificada de 

Henderson-Hasselbalch:  

 

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

 

onde Aprot. é a absorvância da forma protonada, Adep. é a absorvância da forma 

desprotonada, e Ai é a absorvância total da mistura (forma protonada e 

desprotonada) em um determinado pH.  

O programa de computador ORIGEM 7.595 foi usado e o ponto de 

inflexão da curva sigmoidal dá o valor de pKa (o logarítmo negativo da constante de 

dissociação ácida, Ka), o qual corresponde ao pH em que metade das espécies em 

solução estão dissociadas. 

 

3.3.15 - Avaliação da Solubilidade e Lipofilicidade 

 

A solubilidade (ou coeficiente de solubilidade) é quantitativamete 

definida como a concentração máxima que uma determinada substância pode 

dissolver-se em um dado solvente em uma dada temperatura. Já a lipofilicidade de 

uma substância é definida através de seu coeficiente de partição, log P, o qual é um 

parâmetro físico-químico que é utilizado para estimar a tendência que um 

determinado composto tem em interagir com membranas biológicas (parte lipofílica) 

ou permanecer na fase aquosa (parte hidrofílica). Geralmente, o sistema imiscível 

octanol/água é usado para mimetizar a interface membrana/água já que a partição 

água/octanol representa uma boa aproximação do particionamento entre o citosol e 

as membranas lipídicas de sistemas vivos. Assim, o valor de log P é definido como o 

log da razão entre a concentração da substância na fase orgânica e sua 

concentração na fase aquosa, em um sistema em equilíbrio.96 O método shake 

flask,97 foi usado para determinação da solubilidade e log P por ser um método 

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

http://pt.wikipedia.org/wiki/Concentra%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Subst%C3%A2ncia
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3.3.15.1 - Solubilidade 

  

A solubilidade da hesperidina livre e dos complexos 1 e 5-9 em água 

pura e do complexo 5 em solução tampão Tris/HCl em pH 3,09-9,05 foi determinado 

a 37,0 ± 0,5 °C pelo método shake flask.97 Estes experimentos foram realizadas por 

adição de excesso dos complexos, individualmente, a 2 mL de água ou solução 

tampão até a saturação. As suspensões foram agitadas durante 24 horas a 50 rpm 

até que o equilíbrio fosse atingido. As amostras foram centrifugadas durante 8 

minutos em uma centrífuga FANEM 206-R a 220 rpm. A concentração do complexo 

no filtrado foi determinada em um espectrofotômetro no UV-Visível. 

 

3.3.15.2 - Determinação de log P  

 

O valor de log P foi determinado através do método shake flask97 

utilisando-se octanol como fase orgânica e água como fase aquosa. Os complexos 

(100 ppm) e a hesperidina foram adicionados, individualmente, à mistura de 1 mL de 

n-octanol e 1 mL de água, que permaneceu sob agitação durante 24 horas a 50 rpm. 

Depois, as amostras foram centrifugadas durante 8 min a 220 rpm. As duas fases 

foram separadas e a concentração dos complexos foram determinada nas fases 

orgânica e aquosa por ICP-OES (Varian VISTA). Os experimentos foram realizados 

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

 

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

 

onde, Co e Ca são as concentrações molares do complexo na fase orgânica e na 

fase aquosa, respectivamente. 

Já a concentração do flavonóide hesperidina foi determinada por 

espectroscopia UV-Vis. Assim, para determinação do valor de log P, os valores dos 

coeficientes de absortividade molar () em n-octanol e água foram previamente 

obtidos através do gráfico de Absorbância vs. as concentrações conhecidas da 

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

 

A = .b.c                                                   (6) 
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onde,  A é absorbância, c é a concentração (em mol L-1) do composto e b é o 

caminho óptico da cubeta (em cm), b.  

 

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

 

3.3.16.1 - Coleção de insetos  

  

As formigas cortadeiras Atta sexdens rubropilosa foram coletadas 

aleatoriamente em formigueiros de laboratório.98 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 concentração testada, 

cinquenta formigas operárias foram removidas dos formigueiros e colocadas em 

cinco placas de Petri de 10 cm de diâmetro forradas com papel filtro (dez formigas 

cada). As placas foram colocadas em estufa para B.O.D (Demanda Bioquímica de 

Oxigênio, do inglês, Biochemical Oxygen Demand) com temperatura de 25 ºC ± 1 ºC 

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 bacteriológica, 0,025 g de 

extrato de levedura e 0,25 g de ágar bacteriológico, dissolvidos em 25 mL de água 

destilada.99 Os complexos 1-8, seus respectivos flavonóides livres (hesperidina, 

hesperetina, naringina e naringenina), fenantrolina livre e o inseticida comercial 

sulfluramida foram adicionados, individualmente, à dieta imediatamente após 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 plástico. As formigas foram examinadas diariamente, para 

anotação do número de formigas mortas e retirada das mesmas, durante um período 

de 25 dias. Através dos dados obtidos os valores de sobrevivência mediana de 50% 

(S50) foram calculados e comparados através do teste não paramétrico “log-rank”, 

com nível de significância de 5%, utilizando-se o software Graph-PadTM, aplicativo 

Prisma 3.0.100 
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3.3.17 - Modo de ação: estudo de inibição da enzima acetilcolinesterase 

 

A eficiência catalítica de uma determinada enzima pode ser inibida por 

compostos que, quando presentes no meio, ligam-se à enzima, impedindo sua ação. 

A velocidade inicial (V0) de uma reação pode ser relacionada com a 

concentração do substrato, tal como representado pela equação de Michaelis-

Menten (Equação 7) e pela curva hiperbólica da Figura 6.101 

 

                                          V0 = (Vmáx . [S]) /  (Km + [S])                                         (7) 

 

onde, V0 é a velocidade inicial da reação, Vmáx é a velocidade máxima da reação, [S] 

é a concentração de substrato e Km é a constante de Michaelis-Menten.  

 

  
 

Figura 6: Representação da cinética enzimática de acordo com a equação de 
Michaelis-Menten. 
 

Km é definido como a concentração do substrato em que V0 é metade 

de Vmáx. Assim, um baixo valor de Km corresponde a uma maior afinidade da enzima 

pelo substrato, já que uma menor concentração do substrato é necessária para se 

obter o mesmo valor de V0. 

A equação de Michaelis-Menten pode ser transformada na equação de 

Lineweaver-Burk (Equação 8), sendo que o respectivo gráfico de 1/V vs. 1/S 

representado na Figura 7 nos permite determinar os valores de Km e Vmáx de uma 

determinada reação enzimática. 
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              1/V = [(Km/Vmáx)(1/[S]) + (1/Vmáx)]                                   (8) 

 

 
Figura 7: Representação da cinética enzimática de acordo com a equação 8 através 

do gráfico de Lineweaver-Burk ou de duplos inversos. 

 

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

 

A atividade inibitória da enzima acetilcolinesterase de Electrophorus 

electricus, EACh(E.e.), foi realizada visando conhecer um dos possíveis 

mecanismos de ação dos compostos 1 e 5. Para fins de comparação também foram 

ensaiados os ligantes livres fenantrolina e hesperidina e complexo precursor cis-

[RuCl2(phen)2]. Os ensaios foram realizados à 25 °C e medidos 

espectroscopicamente, de acordo com o método de Ellman modificado.102  A 

atividade da enzima foi medida pela reação da tiocolina (o produto de hidrólise da 

ação da EACh sobre o substrato acetiltiocolina) com DTNB, a qual produz o ácido 5-

tio-2-nitro-benzóico (íon TNB) medido em 412 nm. A mistura reacional possui um 

volume final de 3 mL contendo 50 mM Tris/HCl (solução tampão, pH 8.0), 0,025 

unidades de acetilcolinesterase de E. electricus, 0,10 mM de iodeto de acetiltiocolina 

e 333 µM de ácido 5,5´-ditiobis(2-nitrobenzóico) (DTNB). Curvas de inibição foram 

realizadas em triplicata com incubação de pelo menos 4 concentrações 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 à baixa solubilidade de algumas amostras em água (em especial as 

flavanonas livres estudadas neste trabalho), as mesmas foram solubilizadas em 

metanol em concentrações cerca de 150 M. O teor final de metanol no meio 
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reacional foi 0,83% e as constantes cinéticas da enzima são as mesmos que na 

água.103
 

 

3.3.17.1.1 - Determinação da velocidade da reação enzimática 

 

Os dados obitidos graficamente (Absorbância vs. Tempo), Figura 8, 

foram tratados em termos de velocidade de reação, determinado pelo quociente da 

variação da absorbância pelo tempo, que então é dividido pelo coeficiente de 

absortividade molar do íon TNB, Equação 9.102 Lembrando que, tomou-se os 

devidos cuidados para que o intervalo de tempo selecionado mantivesse a relação 

com melhor linearidade possível, uma vez que, a não linearidade pode mascarar 

efeitos que não são considerados no cálculo da velocidade de reação. 

 

V (mol L-1 s-1) = [(Absorbância / t (s)) / (1,36  104)]                 (9) 

 

Figura 8: Representação da curva cinética de Absorbância (em 412 nm) vs. Tempo 

(s) para o acompanhamento reacional da formação do íon TNB. 

 

3.3.17.1.2 - Determinação da porcentagem de atividade da enzima 

 

A porcentagem de atividade da enzima foi calculada através da 

expressão: 
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 [(A - B) / (C - B)]  100%                                         (10) 

 

onde A = absorbância em 412 nm do ensaio contendo os compostos testes (ligantes 

livres ou complexos, individualmete); B =  absorvância do controle negativo 

("branco") e C = absorvância do controle positivo (ensaio na ausência dos 

compostos teste). 

 

3.3.17.1.3 - Determinação do tipo de inibição da EACh 

  

Para saber o tipo de inibição da enzima pelo complexo 1, estudos 

cinéticos foram realizados da seguinte maneira: a velocidade de hidrólise do 

substrato pela AChE foi medida à 25 °C por 5 min, usando sete concentrações de 

substrato (50, 75, 100, 150, 200, 250 e 300 µM) na presença ou ausência de três 

concentrações do complexo 1 (0,0, 50,0 e 100,0 M). Os dados foram plotados pelo 

método de Lineweaver–Burk para revelar o mecanismo de inibição. Gráficos de 1/v 

vs. a concentração do inibidor dá o valor estimado de Ki, a constante de dissociação 

da ligação EACh-inibidor.104
 

 

3.3.17.1.4 - Determinação do valor de IC50 

 

A velocidade de hidrólise do substrato acetiltiocolina pela enzima  

EACh foi medida a 25 °C durante 5 min, usando sete concentrações do complexo 1 

(0, 15, 25, 35, 50, 75 e 100 M) e 100,0 M do substrato. A representação gráfica da 

actividade da EACh vs. concentração do complexo 1 dá uma estimativa do valor de 

IC50, a concentração 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 - Obtenção do extrato de formigas contendo EACh 

 

A cada duas formigas operárias Atta sexdens rubropilosa, mantidas em 

ninhos de laboratório, foram maceradas e homogeneizadas em 40 µL de tampão 

Tris/HCl (50 mM, pH 8,0), usando almofariz e pilão. Os extratos foram centrifugados 

à 14.000 rpm durante 10 min a 4 ºC. O sobrenadante foi centrifugado mais uma vez 
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para remover traços de partículas. Os sobrenadantes foram utilizados nos ensaios 

realizados no mesmo dia. 

A determinação 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 modificações: a concentração do substrato foi de 300 µM e 

adição de 5 µL de extrato de formigas contendo a enzima. A porcentagem de 

atividade da enzima foi calculada através da expressão 10. 

 

3.3.18 - Ensaios de Ecotoxicidade (testes de toxicidade aguda) 

 

A toxicidade aguda corresponde a uma resposta dos organismos 

aquáticos a um estímulo, que se manifesta, em geral, num intervalo de 0 a 96 

horas.105 Por isso, esse teste é largamente usado nas primeiras avaliações 

realizadas com compostos tóxicos. Através desse teste pode-se determinar a 

concentração letal média (CL50), definida como a concentração do agente tóxico que 

causa 50% de mortalidade na população de organismos submetidos ao teste, ou 

quando se observa o efeito do agente tóxico sobre as funções vitais ou funcionais 

dos organismos teste, utiliza-se o índice de toxicidade CE, que corresponde à 

concentração ou dose efetiva que causa efeito em 20% (CE20) ou 50% (CE50) dos 

organismos testados.105 

A bactéria bioluminescente V. fischeri (Sistema Microtox) é muito 

utilizada em estudos ecoxicológicos. Bioensaios realizados com tal bactéria 

mostram-se bastante eficientes em comparação a outros organismos testes como 

peixes e outros organismos aquáticos, inclusive da água doce, devido à rapidez de 

obtenção de resultados e reprodutibilidade.106 

O método de determinação da inibição da luminescência 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 Laboratório de 

Biogeoquímica Ambiental, Departamento de Química, 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 

solução de reconstituição para ajustamento da pressão osmótica com salinidade 2%, 

usando uma solução concentrada contendo 22% de NaCl em água desionizada. A 

análise de emissão 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) após um período de tempo de exposição de 

15 min. Os dados foram analisados por regressão linear padrão. Os valores de EC20 

(concentração do  complexo que causou a inibição de 20% da bioluminescência da 

bactéria, expressa em mg L-1) dos complexo 1 e 5 foram determinados. Para fins de 

comparação e validação do bom funcionamento das bactérias, também foram 

realizados experimentos com o padrão ecotoxicológico ZnSO4 (EC20 = 0,32).107  

 

3.3.19 - Ensaios de citotoxicidade em células humanas 

 

3.3.19.1 - Cultura das células 

 

As células HeLa 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 à 37 °C em 

uma incubadora húmida contendo 5% de CO2. Para  separar as células do frasco 

utilizou-se solução de tripsina/EDTA. 

 

3.3.19.2 - Ensaio de citotoxicidade 

 

A citotoxicidade dos complexos 1, 5 e 7 frente às células cultivadas de 

carcinoma cervical humano (HeLa) foi avaliada através do ensaio com brometo de 3-

(4,5-dimetiltiazol)-2,5-difeniltetrazólio (MTT).108-110 Este ensaio basea-se na 

capacidade das desidrogenases mitocondriais das células vivas em clivar os anéis 

tetrazólio do MTT, formando cristais de formazan de cor violeta, o qual pode ser 

medido spectrofotometricamente.108 O número de células viáveis é estimado a partir 

da quantidade do produto formazan formado. 

As células HeLa foram distribuídas em placas de 24 orifícios na 

densidade de 2,5104 células/orifício, 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 CO2 durante 24 h. O 

complexo 1, 5 e 7, individualmente, foi então adicionado aos poços com 

concentrações que variam de 0-1000 M dissolvido em 1% de DMSO e diluido com 

o meio de cultura das células. Em seguida, as células foram colocados em uma  

incubadora de CO2 onde permaneceram por 3 h a 37 °C. Os poços contendo o meio 

de crescimento sem células foram utilizados como controle (o branco). Após a 

incubação, o meio de cultura foi descartado, as células foram lavadas com PBS e 50 

µL de solução de MTT (1,2 mg mL-1 em tampão fosfato salino) foi adicionado em 

cada poço. A incubação continuou durante mais 48 h, a 37 °C sob uma atmosfera de 

5% de CO2. Em seguida, 500 L de DMSO foi adicionado aos poços para dissolver 

os cristais de formazan formados pelas células vivas. A viabilidade celular foi 

determinada pelo valor da leitura de densidade óptica (absorbância dos poços) em 

um leitor de microplacas a 560 nm, para as diferentes concentrações 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 padrão. A partir destes dados 

determinou-se a concentração dos complexos 1, 5 e 7 que inibe em 50% o 

crescimento celular (IC50). 

A viabilidade celular foi calculada através da segunte expressão: 

 

 Viabilidade celular (%) = (OD teste / OD controle) x 100                  (11) 

 

onde, OD teste = densidade ótica do composto testado e OD controle = densidade 

ótica do controle.   

 

3.2.19.3 - Microscopia confocal 

 

A imagem fluorescente obtida por microscopia confocal é um sistema 

não-invasivo e é uma das técnicas disponíveis mais poderosas para se investigar a 

absorção celular de biomoléculas e as suas interações com componentes celulares. 

Para obtenção das imagens confocal, as células foram semeadas em 

placas individuais contendo lamelas de vidro (1  104 células por poço). Dezoito 

horas depois, as células foram expostas aos complexos 5 e 7, individualmente, em 

concentração 5  10-6 mol L-1 em meio de cultura DMEM, sem vermelho de fenol, e 
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1% de FCS) durante 4 horas. Após lavagem com PBS, as lamelas foram montadas 

em lâminas para as medições. As imagens foram obtidas utilizando-se um 

microscópio confocal (Zeiss LSM510) com um comprimento de onda de excitação 

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

 

3.2.20 - Avaliação da atividade sequestradora de radicais superóxido 

 

Os radicais superóxido (O2
-•) foram gerados pelo sistema 

MET/VitB2/NBT,111 onde a metionina (MET) e a VitB2 (vitamina B2) produzem os 

radicais superóxido e o nitroazul tetrazólio (NBT) é o indicador. A atividade 

sequestradora de O2
- pela hesperidina e naringina livres e os complexos 5 e 7 foram 

avaliadas através de medidas de absorvância em  máx = 560 nm, do azul de 

formazano, o qual corresponde ao ao produto da redução, quantitativa, de NBT por 

O2
-•. As soluções de MET, VitB2 e NBT foram preparadas em tampão fosfato 0,067 

M (pH 7,4) ao abrigo da luz. Os compostos testados, hesperidina, naringina e os 

complexos 5 e 7, foram dissolvidos em DMF. Neste experimento, o radical 

superóxido foi gerada em 3 mL de tampão de fosfato (0,067 M, pH 7,4) contendo 

MET (0,01 mol L-1), NBT (4,6 × 10-5 mol L-1), VitB2 (3,3 × 10-6 mol L-1) e os 

compostos testados, individualmente, em diferentes concentrações (1,51-130 µM). 

Após incubação a 30 °C durante 10 min e irradiação com uma lâmpada 

fluorescente por 3 min, a absorbância (Ai) das amostras foi medida em 560 nm em 

um espectrofotômetro. A amostra sem o composto testado e guardada ao abrigo da 

luz foi usada como controle. A porcentagem de inibição de O2
-• foi calculada a partir 

da seguinte expressão: 

 

Porcentagem de inibição (%) = [(A0  Ai)/ A0] × 100%                            (12) 

 

onde Ai é a absorvância na presença do composto testado, A0 é a absorvância na 

ausência do composto testado. 

Os valores de IC50 (concentração do composto teste que inibe em 50% 

a formação de O2
-●) foram calculados a partir de curvas de regressão em que: o eixo 

x corresponde ao log da concentração do composto testado em µM e o eixo y 

corresponde à porcentagem de inibição dos compostos testados. 
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4 - RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Devido às várias diferenças de propriedades entre as duas classes de 

compostos investigados nesta Tese (complexos de rutênio e complexos de 

magnésio), os resultados e discussão da caracterização de ambos serão descritos 

separadamente. Os itens 4.1 e 4.2 descrevem a preparação e caracterização dos 

complexos de Ru2+ e Mg2+, respectivamente. Já nos itens 4.3 e 4.4 estão descritas 

as propriedades físico-químicas e biológicas, respectivamente, de ambas as classes 

de compostos. No item 4.5 serão feitas algumas considerações relevantes 

referentes à versatilidade de alguns complexos obtidos neste trabalho na aplicação 

em diferentes sistemas biológicos. 

 

4.1 - Preparação e caracterização dos complexos de Ru(II) (1-4) 

 

O complexo 1 foi obtido pela reação do ligante hesp com o complexo 

precursor cis-[RuCl2(phen)2] em etanol:água (1:1), como indicado no Esquema 1. 

Para a síntese dos complexos 2-4 seguiu-se o mesmo procedimento, porém, os 

ligantes utilizados foram hespt (complexo 2), ngina (complexo 3) e ngnina (complexo 

4). Os compexos 1-4, obtidos como pós amorfos com coloração marrom 

avermelhada, foram caracterizados por RMN 1H, IV, UV-Vis e voltametria cíclica. A 

composição dos compostos foram evidenciadas através das análises elementar 

(H,C,N) e ESI-MS. 
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Esquema 1: Via de síntese para obtenção do complexo 1. 

 

4.1.1 - Análise Elementar e ESI/MS dos complexos 1-4 

 

A espectrometria de massas com ionização por eletrospray foi uma 

importante ferramenta para a confirmação da composição da esfera de coordenação 

do íon Ru(II) nos complexos 1-4. 

Os espectros de massas dos complexos 1-4 exibiram picos intensos 

correspondentes aos adutos [M]+ dos respectivos cátions complexo, Figura 9. Assim, 

os picos base em m/z 1070,05 (a), 762,03 (b), 1042,02 (c) e 732,74 (d), e  

correspondem aos pesos moleculares dos cátions complexos cis-[Ru(hesp)(phen)2]
+ 

(1) (PM = 1070,30 g mol-1), cis-[Ru(hespt)(phen)2]
+ (2) (PM = 761,38 g mol-1), cis-

[Ru(ngina)(phen)2]
+ (3) (PM = 1042,20 g mol-1) e cis-[Ru(ngnina)(phen)2]

+ (4) (PM = 

732,74 g mol-1), 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 composição dos quatro compostos foram 

confirmados por comparação com os seus respectivos dados de microanálise 

(H,C,N), Tabela 2. Os valores experimentais obtidos para os teores de carbono, 

nitrogênio e hidrogênio nos complexos são coerentes com os dados teóricos, 

confirmando as formulações propostas para 1 (Ru1C52H49N4O15P1F6∙2H2O), 2 

(Ru1C40H32N4O6P1F6), 3 (Ru1C51H47N4O14P1F6) e 4 (Ru1C39H31N4O7P1F6). 
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Tabela 2. Dados percentuais para os teores de C, N e H, experimentais e teóricos, 

para os complexos 1-4 

 

COMPOSTOS 

%H %C %N 

Exp.  

(Calc.) 

Exp.  

(Calc.) 

Exp.  

(Calc.) 

Complexo 1 4,38  

(4,23) 

48,60  

(49,80) 

4,60  

(4,46) 

Complexo 2 3,33  

(3,54) 

52,01  

(52,75) 

6,49  

(6,15) 

Complexo 3 3,90  

(3,99) 

48,55  

(51,59) 

4,77  

(4,72) 

Complexo 4 3,41  

(3,42) 

50,08  

(51,20) 

6,22  

(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-

[RuCl2(phen)2] e do complexo 1 obtidos em pastilhas de CsI são apresentados na 

Figura 10 e as atribuições sugeridas para os picos dos principais modos vibracionais 

estão sumarizados na Tabela 3.  

No espectro do complexo 1 observa-se que o pico da carbonila, que na 

hesp livre aparece em 1647 cm-1, diminuiu em intensidade e é deslocada para menor 

energia, aparecendo em 1610 cm-1. Também, o pico em 560 cm-1, atribuído ao 

estiramento Ru-N da phen no complexo precursor, aumenta de intensidade no 

complexo 1,  sugerindo a presença do estiramento Ru-O. Além disso, a ausência do 

pico em 328 cm-1 correspondente à distorção da ligação Ru-Cl no complexo 

precursor, é coerente com a substituição dos ligantes cloreto e subsequente 

coordenação do ligante hesperidina ao íon Ru2+.112, 113 Picos adicionais observados 

na faixa de 1444 - 1110 cm-1 são atribuídos aos estiramentos C-H da deformação do 

anel dos ligantes fenantrolina e hesperidina e, o alargamento do pico em 844 cm-1 é 

atribuído à sobreposição do modo (P-F) do íon PF6
-, o qual é  consistente com a 

literatura.114 
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Figura 10: Espectro vibracional na região do infravermelho do ligante hesperidina 

(a), do complexo precursor cis-[RuCl2(phen)2] (b) e do complexo 1 (c), em pastilhas 

de CsI na proporção 1:100. 
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Tabela 3: Freqüências vibracionais e atribuições sugeridas para as principais 

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

Atribuições 
Compostos 

Hesperidina cis-[RuCl2(phen)2] Complexo 1 

(C=O) 1647F - 1612 F 

(C=N) - 1630 f 1569 F 

(C=C) 1609 F; 1579 f 1566 m 1529 F 

(C-O) 1519 m - 1427 F 

(C-N) - 1500 F  1411 f 

(C-C) 1447 m 1421 m 1380 f 

(COH),  

(C-O-C) 

1275 m - 1267 f 

(CH2) 1196 F - 1203 f 

(C-H)Aromático 1090 f; 1072 F 1097 m; 1051 f 1072 F, 1078 F 

(C-H) 817 f 845 F; 717 F 841 F, 719 F 

(Ru-O, Ru-N) - 557 f 557 F 

(Ru-Cl) - 330 f; 328 f - 

(P-F) - - 841 mF 

: deformação axial; : deformação angular no plano; : deformação 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 

flavonóides estão apresentados nas Figuras 11, 12 e 13, respectivamente, e as 

atribuições dos picos dos principais modos vibracionais estão sumarizados na 

Tabela 4. Nestes complexos também foi verificado o deslocamento do pico referente 

ao estiramento (C=O) dos respectivos flavonóides livres (hesperetina, naringina ou 

naringenina) para regiões 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 quelação dos grupos C5-O- e C4=O, dos 

respectivos flavonóides, ao íon Ru2+. Além disso, o pico referente ao estiramento 

(P-F) do contaíon PF6
-, assim como no complexo 1, também ocorrem nos 

complexos 2-4. Contudo, estas observações são consistentes com os 



CAPÍTULO 4                                                                                          Resultados e Discussão  
 

51 

 

deslocamentos químicos observados nos espectros de RMN destes complexos, 

conforme abordado no item a seguir. 

 

 

Figura 11: Espectro vibracional na região do infravermelho do ligante hesperitina 

(a), do complexo precursor cis-[RuCl2(phen)2] (b) e do complexo 2 (c), em pastilhas 

de CsI na proporção 1:100. 
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Figura 12: Espectro vibracional na região do infravermelho do ligante naringina (a), 

do complexo precursor cis-[RuCl2(phen)2] (b) e do complexo 3 (c), em pastilhas de 

CsI na proporção 1:100. 

 



CAPÍTULO 4                                                                                          Resultados e Discussão  
 

53 

 

 

Figura 13: Espectro vibracional na região do infravermelho do ligante naringenina 

(a), do complexo precursor cis-[RuCl2(phen)2] (b) e do complexo 4 (c), em pastilhas 

de CsI na proporção 1:100. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



CAPÍTULO 4                                                                                          Resultados e Discussão  
 

54 

 

Tabela 4: Freqüências vibracionais e atribuições sugeridas para as principais 

bandas para os ligantes livres hesperetina, naringina e naringenina e seus 

respectivos complexos 6-8. As atribuições foram de acordo com a literatura50  

Atribuições 
Ligantes livres Complexos 

Hespt Ngina Ngnina (2) (3) (4) 

(C=O) 1637 F 1647 F 1637 1612 F 1610 F 1608 F 

(C=N) - - - 1572 F 1570 F 1573 F 

(C=C) 1610 f 1583 1601 F 1541 F 1523 F 1543 F 

(C-O) 1508 F 1520 m 1520 m 1425 F 1425 F 1427 F 

(C-N) - - - 
1411 f 1411 f 1411 f 

(C-C) 1442 m 1454 m 1462 m 1375 f 1369 f 1365 f 

(COH), (C-O-C) 1263 f 1285 f 1253 f 1280 f 1250 f 1280 f 

(CH2) 1172 F 1180 m 1180 m 1200 m; 

1169 m 

- 1201 m; 

1168 

(C-H)Aromático 1093 m; 

1066 m 

1086 f 1084 m; 

1062 m 

1088 m 1078 F 1090 m 

(C-H) 820 m 825 m 831 m 841 F; 

719 m 

843 F; 

719 m 

843 F; 

719 m 

(Ru-O, Ru-N) - - - 557 m 559 m 557 m 

(P-F) - - - 841 F 843 F 843 F 

: deformação axial; : deformação angular no plano; : deformação angular fora do 

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

 

 

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

 

Os espectros de absorção eletrônica do complexo precursor cis-

[RuCl2(phen)2] e dos complexos 1-4, obtidos em DMF, são mostrados na Figura 14. 

Observa-se que os quatro compostos apresentam máx = 470 nm.  Neste 

comprimento de onda, os valores de absortividade molar () dos complexos 1-4 

foram determinados através da equação de Beer (A = .b.c) usando-se a relação 

linear entre a absorbância, A, e a concentração, c e mantendo-se o caminho óptico 

constante, b. A Figura 15 ilustra os resultados obtidos para o complexo 1. Assim, os 
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espectros eletrônicos dos complexos 1-4 apresentam bandas de absorção intensas 

e largas observadas na região do visível de 400 à 600 nm com ombros em 470, 510 

e 580 nm. Dentre estas, as bandas de absorção de maior intensidade nos espectros 

dos complexos [RuCl2(phen)2] (max = 552 nm,   = 8.100 mol-1 L cm-1), 1 (max = 470 

nm,   = 11.800 mol-1 L cm-1), 2 (max = 470 nm,   = 10.600 mol-1 L cm-1), 3 (max = 

470 nm,  = 13.600 L cm-1) e 4 (max = 470 nm,  = 12.800 mol-1 L cm-1) são  

qualitativamente atribuídas à transição eletrônica MLCT (Ru, d → phen, *). 

Observa-se que a energia da transição MLCT dos complexos 1-4, são similares 

entre si, e são maiores do que para o complexo precursor, cis-[RuCl2(phen)2]. Isto 

sugere a ocorrência de uma maior estabilização dos orbitais d do Ru(II) no 

complexos 1-4 em comparação ao seu precursor, uma vez que o efeito quelante 

estabiliza o centro metálico. Estas observações também estão coerentes com 

investigações eletroquímicas descritas no item a seguir. 

 

 

Figura 14: Espectros eletrônicos na região UV-Vis do complexo precursor cis-

[RuCl2(phen)2] e dos complexos 1-4 em DMF, à 25  0,1 °C. 
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(a) 

 
(b) 

 

Figura 15: (a) Absorbância vs. comprimento de onda para o complexo 1 em 

diferentes concentrações em DMF; (b) Representação gráfica da Lei de Beer, para o 

complexo 1 em DMF, em máx = 470 nm e caminho óptico de 1 cm, à 25  0,1 °C. 

 

4.1.4 – Eletroquímica 

 

A Figura 16 apresenta os voltamogramas cíclicos obtidos para o 

complexo precursor cis-[RuCl2(phen)2] e para os complexos 1-4 em DMF. Em todos 

os casos observa-se na primeira varredura oxidativa o processo Ru2+ para Ru3+ e na 

varredura reversa a redução do Ru3+ para Ru2+. Os valores dos potenciais de meia 

onda, E1/2 (Ru2+/Ru3+), para os complexos 1-4 foram de 0,65, 0,67, 0,65 e 0,67 V, 

respectivamente, cujo deslocameto em relação ao complexo precursor (E1/2 = 0,40 

V) foi de aproximadamente +270 mV. Isto é consistente com o aumento da  

estabilização do centro metálico resultante da coordenação do quelato flavonóide 

(hesperidina, hesperetina, naringina ou naringenina). Além disso, os deslocamentos 

dos potenciais redox dos complexos 1-4 em relação ao complexo precursor também 

concordam com os espectros de absorção eletrônica UV-Vis destes compostos, 

conforme descrito no item anterior. 
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Figura 16: Voltamogramas cíclicos dos complexos 1 (a), 2 (b), 3 (c), 4 (d) e do  

precursor cis-[RuCl2(phen)2] (e)  em DMF (0,1 mol L-1 de PTBA),  = 100 mV s-1, à 

25  0,1 °C. 
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Os voltamogramas cíclicos do complexo 1 em diferentes velocidades 

de varredura são 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 informação obtida desses voltamogramas diz respeito à reversibilidade 

do sistema. Assim, a análise da dependência das correntes de pico anódico e 

catódico em função da raiz quadrada da velocidade de varredura (Figura 17(b)) 

indica uma representação satisfatória da transferência de carga controlada por 

difusão e sugere a ocorrência de um processo reverssível para o par redox 

Ru2+/Ru3+ do sistema em estudo. Este comportamento também foi verificado para os 

demais complexos 2-4, sugerindo que nestes casos também o par redox Ru2+/Ru3+ 

trata-se de um processo reversível. 

 

  

Figura 17: (a) Voltamogramas cíclico do complexo 1 (1  10-3 mol L-1) em DMF (0,1 

mol L-1
 TBAPF6), (1-5) = 20, 40, 60, 80 e 100 mV s-1, respectivamente; (b) Corrente de 

pico anódica em função da raiz quadrada da velocidade de varredura, à 25  0,1 °C. 

 

4.1.5 - Espectros de RMN dos complexos 1-4 

 

Os espectros de RMN 1H dos complexos 1-4 foram obtidos em DMSO-

d6 a 25 °C. Através da integração da área dos sinais de hidrogênio no espectro de 

RMN 1H, verificou-se que os sinais correspondentes às porções flavonóide e 1,10-

fenantrolina estão presentes na proporção de 1:2, indicando que o íon Ru2+ está 

hexacoordenado aos sítios quelantes de duas fenantrolinas e um flavonóide 

(hesperidina, hesperetina, naringina ou naringenina, em seus respectivos 

complexos). Também, os deslocamentos químicos observados sugerem que a 
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quelação ocorreu através dos átomos de nitrogênio das duas fenantrolinas e dos 

átomos de oxigênio dos grupos C5-O- (anel A) e C4=O (anel C) dos respectivos 

flavonoides.  

 

4.1.5.1 - RMN de 1H e 13C do complexo 1 

 

O espectro do complexo 1 está apresentado na Figura 18 e as 

atribuições, utilizando a numeração do Esquema 1, estão resumidas nas Tabelas 5 e 6.  

No espectro de RMN 1H do complexo 1 o sinal em 12,1 ppm atribuído 

ao próton do grupo 5-OH  da hesperidina livre está ausente em consequência de sua 

desprotonação por Et3N e subsequente coordenação ao íon metálico Ru2+. 

Do ponto de vista estrutural, hesperidina é um composto quiral, em que 

na posição C2 o grupo 2-metoxifenol possui duas formas tautoméricas: 2R e 2S.115 

Assim, esperava-se que o complexo 1 tivesse a mistura dos dois isômeros. Tal 

previsão foi confirmada através dos espectros de 1H e 13C, cujos dados espectrais 

foram atribuídos por comparação com os dos ligantes livres (hesperidina e 1,10 -

fenantrolina) e estão apresentados nas Tabelas 5 e 6. 

Foi verificado que os sinais dos prótons H3 (anel C) e H6 (anel A) 

próximos do sítio de coordenação de Ru2+ foram duplicados e deslocados ( para H6: 

 = -0,52 e -0,47 ppm; para H3:  = -0,13 e -0,08 (equatorial) e +0,04 ppm (axial). 

Em particular, o sinal do hidrogênio do C2 quiral (anel C) também foi duplicado e 

deslocado para campo mais alto ( = -0,19 e -0,29 ppm). Contudo, a duplicação 

dos sinais dos prótons indica conformações diferentes do ligante hesperidina. 

Também foi verificado que os Ha ( = -0,29 e -0,91 ppm) e Ha ( = -

0,07, +0,04) foram deslocados e duplicados. Esta pequena diferença entre os 

deslocamentos químicos de Ha e Ha′ ocorre devido à proximidade do Ha com o anel 

aromático A do ligante hesperidina, tornando-se ligeiramente mais protegidos. 
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Figura 18: Espectro de RMN 1H do complexo 1 em DMSO-d6 à 25 °C. 
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Tabela 5: Atribuições para os principais sinais ( ppm (J/Hz)) dos espectros de RMN 

de 1H e 13C NMR  do ligante livre hesperidina e do complexo 1 em DMSO-d6 

Posição Hesperidina  Complexo 1 

H  
(mult, Hz) 

C  
(ppm) 

H  
(mult, Hz) 

C  
(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 5,49 (dd; 3,12; 
12,00) 

78,3 5,3 (dd; 3,7; 10,0), 5,2 
(dd; 3,6; 9,0) 

76,08; 75,97 

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)  
6,73 (m) 

113,67 
114,06 

5’ 6,93 (m) 112,0 6,62 (dd; 1,9; 9,0), 6,80 
(dl; 8,0) 

111,65; 112,01 

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

117,21; 117,36 

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

98,71; 98,64 

2” 3,20 – 3,64 (m) 72,9 3,20 – 3,64 (m) – 2 H 72,87; 73,30 

3” 3,20 – 3,64 (m) 76,2 3,20 – 3,64 (m) – 2 H 75,84; 75,97 

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

5” 3,20 – 3,64 (m) 75,5 3,20 – 3,64 (m) – 2 H 75,05; 75,22 

1”’ 4,51 (s) 99,4 4,56 (s), 4,44 (s) 100,19; 100,29 

2”’ 3,20 – 3,64 (m) 70,2 3,20 – 3,64 (m) – 2H 70,17; 70,38 
70,61; 70,71 
71,93; 72,13 
68,14; 68,24 

3”’ 3,20 – 3,64 (m) 70,7 

4”’ 3,20 – 3,64 (m) 72,0 

5”’ 3,20 – 3,64 (m) 68,3 

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

41,96; 42,09 

3eq 3,16 (m) 42,0 3,2 (m) – 2 H - 

6” 3,20 – 3,64 (m) 65,9 3,64 – 3,66 (m) – 2 H 65,70; 66,60 

H6”’ 1,09 (d; 6,12) 17,8 1,10 (d; 6,1), 0,96 (t; 
6,6) 

17,82; 17,64 

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: Atribuições para os principais sinais ( ppm (J/Hz)) dos espectros de RMN 

de 1H e 13C NMR  do ligante livre 1,10'-fenantrolina e do complexo 1 em DMSO-d6 

Posição 1,10’-fenantrolina Complexo 1 

H  
(mult, Hz) 

C  
(ppm) 

H  
(mult, Hz) 

C  
(ppm) 

a 9,18 149,90 8,89 (dd; 1,2; 5,5); 8,27 
(dd; 1,6; 5,6) 

154,21;  153,92 
 

b 7,83 123,25 7,48 (dd; 5,6; 8,6) – 
2H 

127,63 – 2C 

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) – 
2H 

131,31 – 2C 

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

149,24 – 2C 

a’ 9,18 149,90 9,11 (dd; 0,8; 5,4); 9,22 
(dd; 1,2; 5,5) 

154,21; 153,92 

b' 7,83 123,25 7,52 (dd; 5,6; 7,4) – 
2H 

127,73 – 2C 

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), 
8,25(dd;1,3;4,9) 

149,24 – 2C 

d, d’ - 128,41 - 131,31 - 2C 

g, g’ - 128,41 - 131,37, 2C 

l, l’ - 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 13C NMR os deslocamentos químicos foram 

mais pronunciados, especialmente para os carbonos C4 ( = -8 ppm), C5 ( = 

+0.8 e -0.9 ppm)  e C10 ( = +4.0 e +3.83 ppm), comparados com a hesperidina 
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livre. Estes dados refletem a forte redistribuição de densidade eletrônica no ligante 

hesperidina após sua coordenação ao íon Ru2+. Estes resultados indicam uma forte 

interação entre o grupo carbonil do ligante hesperidina e o íons Ru2+, atribuído à 

formação do complexo mononoclear pela quelação através dos átomos de oxigênio 

da hesperidina. Além disso, a coordenação da hesperidina ao íon Ru2+. 

Além disso, a coordenação da hesperidina ao íon Ru2+ de forma 

bidentada leva ao desaparecimento da ligação de hidrogênio entre o grupo hidroxila 

C5-OH e o grupo carbonila (C4=O),116 e consequentemente um forte efeito de 

desblindagem ocorre no carbono C10. Assim, os deslocamentos químicos 

observados para os carbonos do ligante hesperidina, próximos da esfera de 

coordenação, comportam-se em um sistema ressonante (de 

blindagem/desblindagem) de maneira semelhante ao que ocorre em grupos ceto-

enol.117 

 

4.1.5.2 - RMN de 1H dos complexos 2-4 

 

Os espectros de RMN 1H dos complexos 2-4 estão apresentados em 

anexo nas Figuras 19, 20 e 21, respectivamente, e as atribuições para tais 

complexos e seus respectivos flavonóides livres (hesperetina, naringina e 

naringenina), utilizando a numeração do Esquema 1, estão descritos nas Tabelas 7, 

8 e 9, respectivamente. 

Similarmente ao espectro de RMN 1H do complexo 1, os sinais em 

~12,14 a 12,17 ppm nos complexos 2-4, atribuídos aos prótons do grupo 5-OH  dos 

seus correspondentes flavonóides livres (hesperetina, naringina e naringenina), 

também estão ausentes em consequência da desprotonação do referido grupo por 

Et3N e subsequente coordenação ao íon metálico Ru2+. 

Foi verificado que estes complexos também apresentam misturas de 

isômeros R e S, conforme abordado para o complexo 1, já que os ligantes 

hesperetina, naringina e naringenina também possuem o carbono quiral C2.  

De modo geral, os deslocamentos químicos observados para os sinais 

de 1H e/ou 13C são consistentes com a redistribuição de elétrons- nos flavonóides 

quando coordenados ao íon Ru2+ em seus respectiivos complexos. Além disso, 

estas obsevações também são coerentes com o deslocamento dos potenciais redox 
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referentes os sistema Ru2+/Ru3+ nos complexos 1-4, conforme será descrição feita 

no item a segir. 

 

 

Figura 19: Espectro de RMN 1H do complexo 2 em DMSO-d6 à 25 °C. 
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Tabela 7: Atribuições para os principais sinais ( ppm (J/Hz)) dos espectros de RMN 

de 1H da hesperetina livre e do complexo 2 em DMSO-d6 

H Hesperitina Complexo 2 

posições  (J)  (J) 

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 5,92, 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, i - 8,24, m – 6H 

e, f, f,h - 8,36, m – 8H 

e - 8,17, m – 2H 

j - 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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Figura 20: Espectro de RMN 1H do complexo 3 em DMSO-d6 à 25 °C. 
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Tabela 8: Atribuições para os principais sinais ( ppm (J/Hz)) dos espectros de RMN 

de 1H da naringina livre e do complexo 3 em DMSO-d6
50  

H Naringina Complexo 3 

posições  (J)  (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 5,17, d (8,2) – 1H 5,06, m – 2H 

Rha-1 5,13, 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, t (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 

j, j - 7,95, m – 4H 

s = singleto; sl = singleto largo; d= dubleto; dd =duplo dubleto; m = multipleto; t = tripleto 
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Figura 21: Espectro de RMN 1H do complexo 4 em DMSO-d6 à 25 °C. 
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Tabela 9: Atribuições para os principais sinais ( ppm (J/Hz)) dos espectros de RMN 

de 1H da naringenina livre e do complexo 4 em DMSO-d6 

H Naringenina Complexo 4 

posições  (J)  (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, i, i - 8,30, m – 6H 

e, f, f,h - 8,40, m – 8H 

e - 8,20, m – 2H 

j - 8,05, d (4,2) – 1H; 8,0, d (3,91) – 1H 

j - 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 caracterizações feitas por análise elementar, ESI-MS, IV, UV-

Vis e RMN de 1H as possíveis estruturas sugeridas para os complexos 1-4 são 

apresentadas na Figura 22. 
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              Complexo 1 

           cis-[Ru(phen)2(hesp)]PF6 

 

 

             Complexo 2 

  cis-[Ru(phen)2(hespt)]PF6 

  

           Complexo 3 

           cis-[Ru(phen)2(ngina)]PF6 

           Complexo 4 

cis-[Ru(phen)2(ngnina)]PF6 

 

Complexo 1: Hexafluorofosfato de hesperidinabis(1,10-fenatrolina)rutênio(II) 

Complexo 2: Hexafluorofosfato de hesperetinabis(1,10-fenatrolina)rutênio(II) 

Complexo 3: Hexafluorofosfato de naringinabis(1,10-fenatrolina)rutênio(II) 

Complexo 4: Hexafluorofosfato de naringeninabis(1,10-fenatrolina)rutênio(II) 

 

Figura 22: Estruturas sugeridas para os complexos 1-4. 
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4.2 - Preparação e caracterização dos complexos de Mg(II) (5-9) 

 

O complexo 5 foi obtido seguindo o procedimento descrito na seção 

experimental e mostrado resumidamente no Esquema 2. Para a síntese dos 

complexos 6-8 seguiu-se o mesmo procedimento, porém, os ligantes utilizados 

foram hespt (complexo 6), ngina (complexo 7) e ngnina (complexo 8). Já para o 

complexo 9, também seguiu-se a mesma rota sintética do complexo 5, porém na 

ausência do ligante fenantrolina. Os compexos 5-9, obtidos como pós amorfos com 

coloração amarela, foram caracterizados por RMN 1H, FTIR, UV-Vis e voltametria 

cíclica. A composição dos compostos foram evidenciadas através das análises 

elementar (H,C,N) e absorção atômica (para o complexo 5). 

 

 

Esquema 2: Via de síntese para obtenção do complexo 5. 

 
 
4.2.1 - Análise Elementar dos complexos 5-8 e absorção atômica para 5  

 
A composição dos quatro compostos foram confirmados por 

comparação com os seus respectivos dados de microanálise (H,C,N), Tabela 10. Os 

valores experimentais obtidos para os teores de carbono, nitrogênio e hidrogênio 

nos complexos são coerentes com os dados teóricos, confirmando as formulações 

propostas para 5 (Mg1C68H74N2O30.2H2O), 6 (Mg1C44H40O14N2.2H2O), 7 

(Mg1C66H72O28N2.2H2O), 8 (Mg1C42H36O12N2.2H2O). 
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Apesar dos resultados de análise elementar apresentarem desvios de 

até ~5% em relação aos valores calculados, as caracterizações feitas por RMN de 

1H demonstram a pureza dos compostos. No entanto, tais diferenças entre os 

valores teóricos e experimentais podem está associados com a presença de 

moléculas de água na esfera de coordenação externa destes complexos. 

Adicionalmente, os dados de absorção atômica para a concentração do 

elemento Mg  indica que o valor encontrado (8,93 ± 0,09 g mL-1) e calculado (9,13 g 

mL-1) estão em excelente concordância, confirmando a formulação proposta para o 

complexo 5. 

 

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

para os complexos 5-8 

 

COMPOSTOS 

%H %C %N 

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 análise dos complexos 5-9 por IV envolve a comparação dos 

espectros dos ligantes livres e coordenados ao metal. Os espectros são examinados 

através dos estiramentos de bandas de grupos funcionais tais como C=O, C-O-C, C-

OH fenólico, etc. Deslocamentos destas bandas podem dar informações em relação 

ao sítio de ligação no qual o metal está ligado. Também, o aparecimento de bandas 

Metal-O na região de baixas frequências é um indicativo da formação do complexo 

entre flavonóide, por exemplo, e o metal em questão. 

Os espectros no IV dos complexos 5-9 e de seus respectivos ligantes 

livres foram obtidos em pastilhas de CsI. 
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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, são apresentados na Figura 23 e as atribuições para os principais 

modos vibracionais estão sumarizados na Tabela 11.  

No espectro vibracional do complexo 5 o pico da carbonila, que na 

hesperidina livre aparece em 1647 cm-1,  foi deslocada para menores frequências, 

aparecendo em 1601 cm-1. Este deslocamento confirma que o grupo C=O perde 

suas características originais ao formar ligação coordenada com o metal.118 Esta 

observação também é confirmada pela presença da banda larga (Mg-O) em 

aproximadamente 570 cm-1.119  

Além disso, a fenantrolina coordenada exibe deslocamento de alguns 

modos vibracionais para maiores frequências em comparação ao ligante livre. Por 

exemplo, o modo vibracional do estiramento simétrico CC e CN, que na fenantrolina 

livre aparece em 1503 cm-1 foi deslocado para regiões de maior número de onda 

(1516 cm-1), típico para o quelante fenantrolina localizado na esfera de coordenação 

interna do íon Mg2+,120  indicando que a coordenação ao centro metálico levou a um 

fortalecimento dessas ligações. A complexação da fenantrolina também levou a 

deslocamentos de algumas vibrações para frequências mais baixas, como por  

exemplo as vibrações assimétricas CC e CN, que na fenantrolina livre aparece em 

1419 cm-1 foi deslocado para 1400 cm-1, assim como as deformações CH de 

aromáticos. Sugere-se que como consequência da formação do anel rígido quelante 

de seis membros, ocorre uma  diminuição na energia ressonante nos anéis 

aromáticos, resultando no enfraquecimentos dessas ligações. 
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Figura 23: Espectro vibracional na região do infravermelho dos ligantes hesp (a) e 

phen (b) livres e do complexo 5 (c), em pastilhas de CsI na proporção 1:100. 
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Tabela 11: Freqüências vibracionais e atribuições para as principais bandas para os 

ligantes hesperidina e fenantrolina livres e seu respectivo complexo 5. As atribuições 

foram de acordo com a literatura112-114 

Atribuições Ligantes livres Complexo 5 

 Hesp phen  

(C=O) 1647 mF - 1606 F 

(C=N) - 1579 F 1541 m1512 f 

(C=C) 1609 F; 1579 f 1556 m 1442 F 

(C-O) 1519 m 1520 m 1426 F 

(C-N) - 1250 F 1402 F; 1365 f  

(C-C) 1447 m 1138 f 1269 m 

(COH), (C-O-C) 1285 F - 1174 f 

(CH2) 1196 F - 1095 F, 1070 F 

(C-H)Aromático 1090 f; 1072 mF 1083 f 846 f; 730 f 

(C-H) 817 m 852 F; 736 F 817 f 

(Mg-O) - - 573 f 

 deformação axial;  deformação angular no plano;  deformação 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 são apresentados na Figura 24, 

25, 26 e 27 e as atribuições para os principais modos vibracionais destes complexos 

estão 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-1, respectivamente,  foram deslocados para menores frequências, 

aparecendo em 1608 e 1257 cm-1, respectivamente. Também, uma banda larga 

referente a (Mg-O) aparece em aproximadamente 600 cm-1. Portanto, estes 

deslocamentos são sugestivos da coordenação da naringina ao íon Mg2+ no 

complexo 7 em seus respectivos complexos, através dos átomos de oxigênio dos 

grupos 5–O- e C=O do anel condensado A-C.  
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Quanto ao espectro vibracional do complexo 9, todas as observações 

feitas para a hesperidina coordenada ao íon Mg2+ no complexo 5 também foram 

aplicadas a  este complexo, embora no complexo 9 alguns desses sinais tenha sido 

ligeiramente mais deslocados, provavelmente devido à ausência da fenantrolina na 

esfera de coordenação do íon Mg2+. 

Quanto aos complexos 6 e 8, também foi verificado o deslocamento do 

pico da carbonila para regiões de menor frequência em comparação aos seus 

respectivos flavonóides livres. A absorção em aproximadamente 3200 cm-1, devido 

às hidroxilas fenólicas nos ligantes livres hesperetina e naringenina mostram 

significativas mudanças espectrais nos complexo 6 e 8, indicando a aquelação 

através deste grupo. Os dados espectrais dos complexos 6 e 8 também mostram 

uma banda larga em aproximadamente 3400 cm-1, indicando água coordenada54 A 

banda larga apresentada pelo espectro do complexo 9 também é sugestiva da 

presença de moléculas de água em sua estrutura. 
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Figura 24: (A) Espectro vibracional na região de 2000-300 cm-1 para o complexo 6; 

(B) na região de 4000-2000 para a hesperetina livre (a) e o complexo 6 (b),  em 

pastilha de CsI na proporção 1:100. 
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Figura 25: Espectro vibracional na região do infravermelho do complexo 7 em 

pastilha de CsI na proporção 1:100. 
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Figura 26: (A) Espectro vibracional na região de 2000-300 cm-1 para o complexo 8; 

(B) na região de 4000-2000 para a naringenina livre (a) e o complexo 8 (b),  em 

pastilha de CsI na proporção 1:100. 
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Figura 27: (A) Espectro vibracional na região de 2000-300 cm-1 para o complexo 9; 

(B) na região de 4000-2000 para a hesperidina livre (a) e o complexo 9 (b),  em 

pastilha de CsI na proporção 1:100. 
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Tabela 12: Freqüências vibracionais e atribuições para as principais bandas para os 

complexos 6-8. As atribuições foram de acordo com a literatura50, 112-114 

Atribuições Complexo 6 Complexo 7 Complexo 8 

(C=O) 1595 F 1608 F 1606 F 

(C=N) 1518 m 1543 m, 1520 m 1518 m 

(C=C) 1443 F - 1450 m 

(C-O) 1423 f 1425 F 1425 f 

(C-N, C-C) 1367 f 1402 F; 1365 f 1367 m 

(COH),  

(C-O-C) 

1277 F 1257 m 1267 F 

(CH2) 1178 F 1171 m 1174 F 

(C-H)Aromático 1088 F 1095 F; 1074 F 1088 F 

(C-H) 842 m; 731 m 834 m; 730 m 837 m, 731 m 

(Mg-O) 555 f 607 f 567 f 

: deformação axial; : deformação angular no plano; : deformação angular fora do 

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

 

 

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

 
Os flavonóides apresentam duas bandas de absorção principais na 

região UV-Vis (Figura 28). As absorções na faixa de 320-385 nm correspondem à 

porção do anel B (sistema cinamoil, Banda I), e as absorções na faixa de 240-280 

nm correspondem à porção do anel A (sistema benzoil, Banda II).56 
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Figura 28: Estrutura geral da subclasse flavanona e a divisão das bandas I e II 

relatadas nos espectros de absorção. 

 

Os espectros de absorção eletrônica em DMF, a 25 °C, dos ligantes 

livres hesperidina e fenantrolina e do complexo 5 estão apresentados na Figura 

29(A), do ligante livre naringina e seu respectivo complexo 7 são mostrados na 

Figura 29(B) e do complexo 9 na Figura 29(C). As atribuições das bandas de 

absorção são mostradas na Tabela 13.  

Os espectros estão relacionados com as transições →* do anel 

aromático das moléculas dos ligantes. Os espectros eletrônicos da fenantrolina e da 

hesperidina mostram bandas de absorção em 276 e 287 nm, respectivamente, 

atribuídas às transições →* dos grupos cromóforos (C=C) dos anéis aromáticos. 

Também foi observada uma banda de absorção de fraca intensidade no espectro da 

hesperidina em 333 nm, atribuída à transição menos permitida →* da banda I. O 

espectro eletrônico do complexo 5 mostra bandas de absorção intensa em 266 e 

284 nm, característica de transições intraligante (→*) dos ligantes fenantrolina e 

hesperidina (banda II). Também é observada uma banda de menor intensidade em 

370 nm atribuída à transições →* (da banda I) nos ligantes hesperidina 

coordenados, a qual foi deslocada para regiões de menor energia em comparação à 

hesperidina livre.  
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Figura 29: Espectros eletrônicos na região 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, à 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 relação aos flavonóides naringina e 

hesperidina livres, respectivamente. Os espectros de UV-vis também nos fornecem 

informações significativas quanto aos sítios de coordenação dos flavonóides, pois os 

espectros eletrônicos sugerem que os grupos C4=O e 5-OH dos ligantes hesperidina 

e naringina podem ser considerados como possíveis sítios de quelação ao íon Mg2+ 

em seus respectivos complexos, já que a interação de metais com o anel 

condensado de flavonóides nestas posições resulta em deslocamentos 

batocrômicos, conforme descrito na literatura para muitos compostos metal-

flavonóide.121-124 Estes deslocamentos batocrômicos podem ser explicados pela 

extensão do sistema conjugado com a complexação.  

Desse modo, os espectros eletrônicos corroboram com a coordenação 

dos ligantes fenantrolina e os flavonóides hesperidina e naringina em seus 

respectivos complexos, ao centro metálico Mg2+. 

 

Tabela 13: Atribuições,  (nm) e  (L mol-1 cm-1), para as bandas de absorção 

observadas nos espctros na região UV-Vis dos ligantes fenantrolina, hesperidina e 

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

 

Compostos 

Atribuições 

→*(phen) Banda II Banda I 

 ()  () 
 () 

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 absorção eletrônica em DMF, a 25 °C, do ligante livre 

hesperetina e do complexo 6 estão apresentados na Figura 30(A) e do ligante livre 

naringnina e seu respectivo complexo 8 são mostrados na Figura 30(B). As 

atribuições das bandas de absorção são mostratadas na Tabela 14.  
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Figura 30: Espectros eletrônicos na região UV-Vis dos compostos: (A) hesperetina 

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

 

Nos espectros eletrônicos, os máximos de absorção das transições 

→* do ligante fenantrolina e dos flavonóides hesperetina e naringenina (Banda II) 

aparecem nos complexos 6 e 8 na região de 265-285 cm-1. Também, as bandas em 

aproximadamente 333 nm, atribuídas à transição →* da Banda I, tornam-se mais 

permitidas nos complexo 6 e 8 do que em seus respectivos flavonóides livres 
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(hesperetina e naringenina), enquanto uma nova banda surge em aproximadamente 

380 nm. Tal fato sugere que a coordenação destes flavonóides ao íon Mg2+ ocorre 

através da hidroxila ligada ao carbono 7 do anel A. Estes dados são coerentes com 

dados espectrais de RMN de 1H, os quais evidenciam a permanência do grupo 5-OH 

em sua forma protonada sem nenhuma alteração de acidez significativa. De fato isso 

já era esperado uma vez que o pKa do grupo 7-OH (pKa = 6,8)125 é bem menor que 

do grupo 5-OH da hesperetina (pKa > 11,5)125 e da naringenina (pKa = 12,5)126 

podendo, portanto, ser mais facilmente desprotonado pela trietilamina (pKa = 

10,65).127 

  

Tabela 14: Atribuições,  (nm) e  (L mol-1 cm-1), para as bandas de absorção 

observadas nos espectros na região UV-Vis dos ligantes hesperetina e naringenina 

livres e dos complexos 6 e 8, em DMF 

 

Compostos 

Atribuições 

→*(phen) Banda II Banda I 

 ()  () 
 () 

hesperetina - 289 (23200) 333 (4800) 

naringenina - 289 (15300) 333 (3700) 

Complexo 6 265 (34900) 285 (31100) 334 (14600) 

379 (3740) 

Complexo 8 
265 (37100) 284 (33100) 335 (14300) 

380 (3700) 

 

4.2.4 - Espectros de RMN de 1H dos complexos 5-9 

 
Uma das principais características que podem ser observadas em um 

espectro de RMN de um composto de coordenação são os deslocamentos na 

densidade eletrônica (ou blindagem/desblindagem) dos átomos de hidrogênio do 

ligante após a complexação com o metal. 

O espectro de RMN 1H do complexo 5 foi obtido em CD3OD e DMSO-

d6 e os espectros dos complexos 6-9 foram obtidos em DMSO-d6 a 25 °C. Pela 

integração da área dos sinais de hidrogênio no espectro de RMN 1H dos complexos 

5-8, verificou-se que os sinais correspondentes às porções flavonóide e 1,10-

fenantrolina estão presentes na proporção de 2:1, indicando que a esfera de 
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coordenação do íon Mg2+ é hexacoordenado com sítios quelantes de uma molécula 

fenantrolina e duas moléculas flavonóide (hesperidina, hesperetina, naringina ou 

naringenina, em seus respectivos complexos). Também, assim como ocorreu nos 

complexos de rutênio, descritos anteriormente, nos espectros de RMN 1H dos 

complexos 5, 7 e 9 os sinais em 12,1 a 12,4 ppm correspondentes ao próton do 

grupo 5-OH  dos flavonóides livres hesperidina e naringina estão ausentes em 

consequência de sua desprotonação por Et3N e subsequente coordenação ao íon 

metálico Mg2+. Cabe ressaltar que o espectro de RMN do complexo 5 também foi 

analisado em DMSO para certificação de que o sinal do próton do grupo 5-OH teria 

desaparecido, já que essa análise em MeOH não é possível. 

 
4.2.4.1 - RMN de 1H do complexo 5 

 

O espectro do complexo 5 está apresentado na Figura 31 e as 

atribuições para os principais sinais, utilizando a numeração do Esquema 2, estão 

resumidas na Tabela 15. 

Como mostrado na estrutura numerada no esquema 2 e evidenciado 

na estrutura otimizada por cálculos teóricos descritos posteriormente, dois tipos 

diferentes de ambientes químicos são esperados para os dois ligantes hesperidina. 

Os sinais dos prótons H-2, H-3ax e H-3eq do anel C, o qual está localizado próximo 

do grupo 7-raminoglicosídeo  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 relação ao Cc é devido á sua proximidade com o do grupo 7-

raminoglicosídeo, rico em densidade eletrônica, coerente com a estrutura otimizada 

por cálculos DFT descrita posteriormente. Também foram observados dois prótons 

anoméricos da glicose em 4,94 e 4,80, dois prótons 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 características do espectro de RMN de 1H do complexo 5 bem como 

o número total de sinais de hidrogênio é consistente com a formação de um centro 

metálico Mg2+ hexacoordenado via quelação de um ligante fenantrolina e dois 

ligantes hesperidina, além de sugerir a presença de um plano de simetria que faz 

com que os sinais de hidrogênio da fenantrolina permaneçam equivalentes mesmo 
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após a coordenação, Tabela 15, conforme também evidenciado na estrutura 

otimizada por cáculos DFT descrita posteriormente. 

 

 

Figura 31: Espectro de RMN 1H do complexo 5 em CD3OD à 25 °C. 
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Tabela 15: Atribuições para os principais sinais ( ppm (J/Hz)) dos espectros de 

RMN de 1H dos ligantes hesperidina e 1,10-fenantrolina livres e do complexo 5 em 

CD3OD 

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, j 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 1H dos complexos 6-9 

 

Os espectros de RMN 1H dos complexos 6-9 estão apresentados nas 

Figuras 32, 33, 34 e 35, respectivamente, e as atribuições dos sinais de hidrogênio 

para tais complexos, utilizando a numeração do Esquema 2, estão descritas na 

Tabela 16. 

Assim como para o complexo 5, também foi observado a ausência do 

sinal do próton do grupo 5-OH no espectro de RMN 1H dos complexos 7 e 9, devido 

à substituição do íon H+ pelo íon Mg2+. 

 

 
Figura 32: Espectro de RMN 1H do complexo 6 em DMSO-d6 à 25 °C. 
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Figura 33: Espectro de RMN 1H do complexo 7 em DMSO-d6 à 25 °C. 

 

 

 
Figura 34: Espectro de RMN 1H do complexo 8 em DMSO-d6 à 25 °C. 
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Figura 35: Espectro de RMN 1H do complexo 9 em DMSO-d6 à 25 °C. 
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Tabela 16: Atribuições para os principais sinais ( ppm (J/Hz)) dos espectros de 

RMN de 1H dos complexos 6-8 em DMSO-d6 

H Complexo 6 Complexo 7 Complexo 8 Complexo 9 

posições  (J)  (J)  (J)  (J) 

2 5,14, m – 2H 5,30, s – 2H 5,14, d (10,88) – 1H; 

5,36, s – 1H 

5,50, dd (2,77; 

12,65 – 2H) 

3ax 2, 43, m – 2H  2,4, m – 1H; 

3,0, m – 1H 

2,6, d (16,67) – 2H 2,74 m – 2H 

3eq 2,86, m – 2H 3,0, m – 2H 3,14, m – 1H; 2,88, m 

– 1H 

2,90, s – 1H; 

2,80, m – 1H 

6  

5,41, m – 4H 

5,64, s – 1H 5,69, s – 2H 6,13, dd (2,38; 

8,22) – 4H 8 5,48, s – 2H 5,45, s – 1H; 5,35, s 

– 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 - 

5 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 

(5,58) – 6H 

- 1,09, dd (2,18; 

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 químicos observados para os sinais 

de 1H nos complexos 5-9 são consistentes com a redistribuição de elétrons- nos 

flavonóides quando coordenados ao íon Mg2+ em seus respectivos complexos. 

 

4.2.5 - Cálculos computacionais 

 

Embora a coordenação de ligantes do tipo fenantrolina a íons Mg2+ 

sejam relativamente bem estudadas, ainda pouco se sabe sobre a coordenação de 

flavonóides a estes íons. Portanto, a análise teórica de tais estruturas também é 

importante. Assim, a análise estrutural do complexo 5 também foi feita por cálculos 

computacionais usando a metodologia do funcional de densidade, DFT. A geometria 

otimizada na fase gasosa é apresentada na Figura 36 e os comprimentos de ligação 

e ângulos selecionados estão listados na Tabela 17.  

Pela análise dos dados, observa-se que no complexo 5, o centro 

metálico Mg2+ exibe um ambiente de coordenação octaédrico distorcido definida por 

dois átomos de N da 1,10'-fenantrolina e quatro átomos de oxigênio de duas 

moléculas de hesperidina, em uma configuração cis e simetria C1. Isto é consistente 

com a literatura, já que sabe-se que o íon Mg2+, com raio iônico de 0,72 Å, é 

apropriado para um número de coordenação 6,67 e que em soluções aquosas estes 

cátions são geralmente encontrados com seis ligantes coordenados de maneira 

octaédrica.68, 128 O grau de distorção octaédrica apresentada pelo complexo 5 pode 

ser observado pelos ângulos de torção 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 distâncias Mg-N154(phen), 2,20 Å, e Mg-

N163(phen), 2,23 Å, são comparáveis às distâncias encontradas em complexos do 

tipo Mg(II)-phen, como por exemplo no complexo [Mg(SO4)(phen)(H2O)3].
129 Além 

disso, foi observado uma deslocalização de carga na parte hesperidina da molécula 

do complexo 5, o que já era esperado já que cada ligante hesperidina está 

coordenada ao íon Mg2+ através de dois átomos de oxigênio diferentes (C5-O- e 

C4=O). Assim, a distância de ligação observada para ambos Mg-O2 e Mg-O78 foi de 

1,99 Å, enquanto que para Mg-O75 e Mg-O151 foi de 2,07. No entanto, os 

comprimentos das ligações Mg-O2 e Mg-O78 são mais curtos devido à interação 

mais forte entre os grupos C5-O- da hesperidina desprotonada (ricos em densidade 
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de eletrônica) e o cátion "duro" Mg2+ não-polarizável, o qual possui alta densidade de 

carga e forte afinidade por ligantes contendo átomos de oxigênio "duros".130 

 

 
 

 

Figura 36: Geometria otimizada por cálculos computacionais para o complexo 5, a 
estrutura mais estável, observada por diferentes ângulos. 

3-OH    
(anel B) 

3-OH 
(anel Bb) 
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Tabela 17: Comprimentos de ligação e alguns ângulos de ligação selecionados da 

estrutura otimizada do complexo 5 

Comprimentos de ligação (Å) Ângulos de ligação (°) 

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-O2(hesp) 91,00 

Mg-N163(phen) 2,23 (phen)N163-Mg-N154(phen) 75,40 

 

O elevado efeito estérico imposto por três ligantes quelantes (uma 

phen e duas hesp) na esfera de cooredenação do íon Mg2+ faz com que ocorra uma 

distorção acentuada no grupo 7-raminoglicosídeo terminal, favorecendo as ligações 

de hidrogênio entre os grupos hidroxila adjacentes e o grupo 3-OH do anel B. 

Adicionalmente, a análise de carga de Mullikan para o complexo 5 mostra que a 

carga negativa no grupo -OH da posição 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 desprotonação desta hidroxila no complexo. Os dados 

de RMN de 1H descritos acima são consistentes com estas observações. Estas 

características também são importantes para a análise das propriedades fotofísicas 

e biológica, como anti-oxidante por exemplo, conforme será descrito posteriormente.  

 
 

Assim, com base nas caracterizações feitas por IV, UV-Vis e RMN 1H a possíveis 

estruturas sugeridas para os complexos 5-9 são apresentados na Figura 37. 

 

 

 



CAPÍTULO 4                                                                                          Resultados e Discussão  
 

97 

 

  
Complexo 5; cis-[Mg(phen)(hesp)2] Complexo 6; cis-[Mg(phen)(hespt)2(H2O)2] 

  
Complexo 7; cis-[Mg(phen)(ngina)2] Complexo 8; cis-[Mg(phen)(ngnina)2(H2O)2] 

 

Complexo 9; cis-[Mg(hesp)2(H2O)2] 
 

Complexo 5: bis(hesperidina)-1,10-fenatrolinamagnésio(II)  

Complexo 6: bis(hesperetina)-1,10-fenatrolinamagnésio(II) 

Complexo 7: bisnaringina-1,10-fenatrolinamagnésio(II) 

Complexo 8: bis-naringenina-1,10-fenatrolinamagnésio(II) 

Complexo 9: bis-hesperidinadiaquomagnésio(II) 

 

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

 

Os espectros de emissão e excitação do complexo 5 em MeOH são 

apresentados na Figura 38. Sob excitação em 370 nm, o complexo apresenta 

emissão intensa em 490 nm. O espectro de excitação (em = 490 nm) assemelha-se 

ao espectro de absorção, porém, a banda em 370 (atribuída às trasições →* da 

Banda I, em coerência com os dados de absorção para este complexo) possui maior 

intensidade em comparação à banda em 282 nm, sugerindo que esta transição é a 

principal responsável pela emisão. O deslocamento de Stokes medido em metanol 

foi 5780 cm-1 e a partir das medidas feitas por TCSPC (método de contagem de 

fótons únicos correlacionados no tempo - em inglês, Time-Correlated Single Photon 

Counting, TCSPC) o melhor ajuste do decaimento de emissão 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). 

 

 

Figura 38: Espectros de emissão e excitação do complexo 5 (2 x 10-5 M) obtidos em 

metanol, à 25 °C. 
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4.2.6.1 - Luminescêcia em diferentes solventes 

 

As propriedades emissivas do complexo 5 são também dependentes 

do solvente, conforme mostra a Figura 39. Em solventes doadores como DMSO e 

DMF, por exemplo,  estes complexos exibem emissão intensa em 467 nm, e nos 

respectivos espectros de excitação é observado que a intensidade da banda em  

298 nm é aproximadamente ½ da intensidade da banda em 370 nm, sugerindo que 

a transição, →* é a principal responsável pela emisão em solventes doadores. Já 

em solventes aceitadores como acetonitrila, por exemplo, o complexo 5 apresenta 

fraca luminescência, em que as intensidades das bandas em 298 e 370 no espectro 

de excitação (em = 490 nm) são similares, indicando que ambas transições (→* 

das Bandas I e II) são responsáveis pelas propriedades emissivas do complexo 5 

neste solvente. Também foi verificado que a luminescência do complexo 5 foi 

completamente suprimida em ciclohexano (solvente apolar e essencialmente não 

solvatante) e em água pura (solvente polar e fortemente solvatante). Estes 

resultados fornecem evidência de dois estados excitados emissivos em solução, 

sugerindo-se a presença de dois confômeros em solução, os quais podem ser 

produzidos em função de ligação de hidrogênio intramolecular envolvendo os grupos 

3-OH e 4–OCH3, ambos no anel B, (3-O---H---OCH3) e/ou entre o grupo 3-OH e as 

hodroxilas das raminoses adjacentes (3-O---H---OH(raminose)). Cabe ressaltar que 

a hesperidina livre não é luminescente em solventes orgânicos. Assim, sugere-se 

que a parte [Mg(phen)2+] tem um efeito estabilizador na emissão do ligante 

hesperidina coordenado. 

Também foi observado que o complexo 5 é altamente luminescente 

quando solubilizado em n-octanol, Figura 39. Este dado é bastante relevante para 

sistema biológicos, já que a biodistribuição de um composto em octanol é similar à 

distribuição nas membranas lipídicas de sistemas vivos. Assim, sugere-se que o 

complexo 5 também pode funcionar como um biomarcador luminescente em meio 

celular. 
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Figura 39: Espectros de emissão e excitação do complexo 5 (20 μM) nos solventes: 

DMSO (a), DMF (b), 1-octanol (c),  CH3CN (d), ciclohexano (e) e H2O (f) à 25 °C. 

 

Além disso,  foi observado que a adição de água  nas soluções do 

complexo 5 em DMSO resulta na perda da luminescência. A Figura 40 mostra as 

alterações nos espectros de emissão em DMSO e nas misturas DMSO/H2O com 0,5, 

10 e 15% de H2O. Verifica-se que ao aumentar a quantidade de água a emissão 

característica do complexo 5 em 467 nm diminui de intensidade e desaparece 

quando a mistura contém 15% de água. Este resultado sugere que a supressão da 

emissão pode ocorrer devido a formação de ligação de hidrogênio de moléculas de 

água vizinhas com o grupo 3-OH (3-O---H---OH2), ocasionando a ruptura da 

estrutura rígida do complexo. A água pode competir eficazmente pela ligação de 

hidrogênio intramolecular e alternar a luminescência do complexo, resultando em um 

complexo não luminescente. Esta observação é coerente com a estrutura otimizada 

por cálculos DFT para o complexo 5  no solvente água. Os dados mostram que a 

presença da água leva a um rearranjo da estrutura rígida da molécula, favorecendo 

a ligação de hidrogênio entre o grupo 3-OH e as moléculas de água mais próximas. 

Portanto, isto  e pode explicar a falta de emissão do complexo 5 em solução aquosa. 
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Figura 40: Espectros de emissão do complexo 5 em DMSO/H2O nas proporções 

100/0, 95/5, 90/10 and 85/15 à 25 °C. 

 

4.2.6.2 - Luminescêcia 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 emissão em 

direção à desprotonação, acompanhado de um ligeiro deslocamento para regiões de 

maiores comprimentos de onda do máxima emissão em meio básico, conforme 

mostra a Figura 41(a) para o complexo 5. Também, no gráfico de intensidade 

relativa de emissão, do complexo 5, vs. pH, Figura 41(b), foi observado um ponto de 

inflexão em pH cerca de 9,2, próximo do valor de pKa (9,4) do grupo 3-OH do anel 

B, conforme descrito posteriormente. Assim, sugere-se que  a emissão é 

proveniente da forma aniônica do ligante hesperidina, uma vez que comportamento 

emissivo similar é observado em 490 nm para a hesperidina livre quando excitada 

em 360 nm sob condições básicas, Figura 42.  
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(a)  

(b) 

Figure 41: (a) Espectros de emissão do complexo 5 em  diferentes pH’s com com 

ex = 360 nm. As curvas 1–8 são correspondentes aos pH´s 5,0, 6,0, 7,4, 8,0, 9,0, 

10,0, 11,0 e 12,0, respectivamente, à 25 °C. (b) Gráfico de intensidade de emissão 

vs. pH para o complexo 5 em solução tampão. 

 

 

Figure 42: (a) Espectros de emissão da hesperidina livre em  diferentes pH’s com 

com ex = 360 nm. As curvas 1–6 são correspondentes aos pH´s 5,0, 6,0, 7,4, 8,0, 

9,0 e 10,0, respectivamente, à 25 °C. 
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Neste contexto, sugere-se que as propriedades emissivas são 

provenientes do ligante hesperidina, atribuído à transição intraligante →*(hesp) no 

estado excitado, a qual é fortemente influenciada pelo grupo 3-OH da hesperidina 

em meio básico. 

De modo geral, sugere-se que a luminescência do complexo 5 pode 

está associada a uma combinação de vários fatores, incluindo a polaridade do 

solvente, estereoquímica e acoplamento spin-órbita. No entanto, acredita-se que as 

propriedades emissivas destes complexos em solventes não aquosos também seja 

em consequência da peturbação das trasições responsáveis pela emissão na 

presença do metal, em que o íon metálico Mg2+ estaria diminuindo a diferença entre 

os níveis de energia dos orbitais moleculares dos flavonóides, o mais alto (ocupado) 

e o mais baixo (vazio). Assim, a coordenação do ligante ao pequeno e carregado íon 

Mg2+, que efetivamente aumenta a rigidez da estrutura do ligante,  pode está 

aumentando o rendimento quântico de fluorescência pela redução da probabilidade 

de dissipação de energia de processos não-radiativos57 e, dessa forma, aumenta a 

intensidade de fluorescência no complexo. Além disso, também sugere-se que o 

aumento da intensidade de fluorescência após a quelação de flavonóides com o íon 

diamagnético Mg2+ está relacionada com a inibição do processo de transferência de 

próton intramolecular no estado excitado entre os grupos  3’-OH e 4’-OCH3 do anel 

B. Estas observações são bastante relevantes quando se leva em consideração o 

fato de que o ligante hesperidina livre não emite sob as mesmas condições nos 

solventes não aquosos, ao contrário do complexo 5. 

 
 
4.2.7 - Eletroquímica 

 

Os voltamogramas cíclicos do complexo 5 foram avaliados em água e 

em tampão 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 direção positiva. Em água, Figura 43, na 

primeira varredura no sentido anódico são observados dois processos oxidativos, 

um em +0,56 (processo I) e outro em +0,86 V (processo II). Na varredura reversa 

são observadas as seguites reduções: em +0,14 V (processo III), -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 I desaparece, sugerindo que a 

transferência de elétrons nessa etapa foi seguida por uma reação química. Além 
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disso, o processo II permanece e as respostas redutivas ocorrem em potenciais 

iguais aos observados no primeiro ciclo, porém a intensidade da corrente é 

aumentada para os processos III e IV. 

 

 

Figura 43: Voltamogramas cíclicos do complexo 5 em água,  com 0,1 mol L-1 de KCl 

e v = 100 mV s-1, à 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. 

 

Em pH 7,8 o primeiro voltamograma cíclico mostra os processos I e V 

bastante evidentes, enquanto os processos III, IV e VI também aparecem, mas com 

pequena resposta de intensidade de corrente, Figura 44(a). Já em pH 10,0, em que 

a hesperidina coordenada está na forma aniônica, são observados os processos I e 

V em maior intensidade de corrente, e os processos IV e VI também aparecem, 

porém, com resposta muito pequena, Figura 44(b). 

As considerações sobre o comportamento eletroquímico do composto 

em água são consistentes com as observações em soluções tamponadas em pH 

básico. Por exemplo, em pH 10, o primeiro potencial de oxidação do composto é o 

mesmo que em água, sugerindo que é de fato a oxidação das espécies 

desprotonadas no grupo 3'-OH do anel B. 
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 (a) 

     
 (b) 

Figura 44: Voltamogramas cíclicos do complexo 5 em tampão fosfato (0,065 mM) 

em pH 7,8 (a) e 10 (b),  com 0,1 mol L-1 de KCl e v = 100 mV s-1, à 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 soluções tamponadas, 

observamos que os processos IV/VI são menos evidentes do que na água, e indo de 

pH 7,8 a 10,0, estes processos são cada vez menos evidentes. Isto sugere que as 

reações de transferência de prótons para a formação do cátion radical fenoxil são 

cada vez menos favorecidas à medida que aumenta o pH do meio. Também, com 

base no valor de pH medido (8,9) para a solução aquosa do complexo 5, sugere-se 

que o primeiro processo oxidativo na superfície do eletrodo está associado à 

oxidação do grupo 3-O- do anel B da hesperidina coordenada, rico em densidade 

eletrônica, formando o radical fenoxil (equação 13). Parte destes radicais podem se 

estabilizar formando, provavelmente, um dímero  no processo V (equação 14),101, 126 
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enquanto uma outra fração destas espécies radicalares participam do sistema cíclico 

II/III, equação 15. Além disso, os processos redox também são possibilitados pelas 

reações de transferência de prótons (equação 16) durante os vários cíclos de  

varredura, viabilizando a ocorrência do sistema cíclico VI/IV, equação 17. As 

reações gerais propostas para o sistema eletroquímico são descritas no Esquema 3 

e ilustradas no Esquema 4. 

 

                                  Mg-hespO-  - e- →  Mg-hespO•                                        (13) 

 

                                  Mg-hespO•  + e- →  dímero                                            (14) 

 

                                    Mg-hespO• - e-    Mg-hespO+                                          (15) 

 

                                  Mg-hespO• +  H+   Mg-hespOH•+                                     (16) 

 

                                      Mg-hespOH•+  + e-   Mg-hespOH                                     (17) 

 

Esquema 3: Reações sugeridas para os processos eletroqímicos do complexo 5. 

 

 

 

Esquema 4: Ilustração das reações sugeridas no Esquema 3 para os processos 

eletroqímicos do complexo 5 em água. 
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Os voltamogramas cíclicos referentes à primeira varredura no sentido 

anódico, dos ligantes hesperidina, hesperitina, naringina e naringenina em tampão 

fosfato (pH 7,8) são mostrados na Figura 45 e dos complexo 6-9 são mostrados na 

Figura 46. Para todos estes ligantes livres são observados dois processos oxidativos 

(exceto a naringina que aparentemente apresenta somente um pico de redução na 

varredura reversa. Em todos estes casos, sugere-se que o primeiro potencial de 

oxidação é atribuído aos grupos 3-OH ou 4-OH destes flavonóides.  

 

 
(a) 

 
(b) 

 
(c) 

 
(d) 

 

Figura 45: Voltamograma cíclico dos flavonóides livres hesperidina (a), hesperetina 

(b), naringina (c) e naringenina (d) em tampão fosfato (0,065 mM, pH 7,8), com 0,1 

mol L-1 de KCl e v = 100 mV s-1, à 25  0,1 °C. 

 

Quanto aos complexos 6-9 são observados somente um processo 

oxidativo e um processo redutivo. Os dados dos voltamogramas cíclicos referentes à 
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primeira varredura não mostram mudanças significativas nos potenciais de oxidação 

e redução dos complexos 6-9 em relação aos seus respectivos flavonóides livres. 

Mas, como mostrado nos voltamogramas cíclicos após várias varreduras para o 

complexo 5, também pode ser que nos sistemas eletroquímicos dos complexos 6-9 

radicais fenoxil possam ser gerados subsequentemente em detrimento do primeiro 

processo de oxidação na superfície do eletrodo. 

 

 
(a) 

 
(b) 

 
(c) 

 
(d) 

Figura 46: Voltamogramas cíclicos dos complexos  6 (a), 7 (b) e 8 (c) em tampão 

fosfato (0,065 mM, pH 7,8 e do complexo 9 (d) em água, com 0,1 mol L-1 de KCl e v 

= 100 mV s-1, à 25  0,1 °C.  
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4.3 - Propriedades Físico-químicas 

 

4.3.1 - Avaliação da estabilidade química e fotoquímica 

 

A viabilidade de uso de muitos inseticidas, além de argumentos 

toxicológicos, também depende da estabilidade destes compostos quanto às 

intempéries do meio, como fotodegradação, por exemplo, onde os produtos desta 

reação podem ou não ser ainda mais tóxicos.  

A estabilidade fotoquímica (efeito da luz) dos complexos 1  e 5  em 

solução aquosa, foram analisados por mudanças em seus espectros de absorção. 

Nenhuma alteração significativa foi observada nos espectros  eletrônicos destes 

complexos, nem sob irradiação fotoquímica (com lâmpada de 350 nm ou 420 nm e I0 

= 1  10-7 por um período de 1 hora), nem sob irradiação solar durante 30 dias, 

Figura 47, o que sugere a boa estabilidade destes compostos no que se refere à 

formação de possíveis intermediários da fotodegradação sob estas condições. Sob 

este aspecto, a aplicação inseticida destes compostos é bastante relevante. 

A estabilidade química (efeito do pH), dos complexos 1  e 5  em 

diferentes pH’s também foram avaliadas por mudanças em seus espectros de 

absorção na região UV-Vis. Foi verificado que o complexo 1 não sofreu nehuma 

alteração em seus espectros eletrônicos, Figura 48, sugerindo boa estabilidade do 

mesmo na faixa de pH estudada, 3 a 9. 
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(a) 

 

 

(b) 

Figura 47: Espectros eletrônicos no UV-Vis do complexo 1 (a) e do complexo 5 (b) 

em solução aquosa depois de cada período de exposição à luz do dia, por 30 dias. 
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Figura 48: Espectros eletrônicos no UV-Vis do complexo 1 em solução tampão na 

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

 

O complexo 5 também não sofre degradação na faixa de pH 3 a 9. Vale 

ressaltar que o complexo 5 sofre desprotonação em meio básico, sendo o equilíbrio 

ácido-base das espécies revesível, o que compromente a integridade do composto. 

Este ponto é bastante relevante, uma vez que a versalidade deste composto 

favorece sua aplicação em diferenes meios. Em vista deste comportamento, os 

espectros eletrônicos na região UV-Vis foram monitorados em solução tampão em 

uma faixa de pH mais ampla 3,0 a 12,0, Figura 49(a). A partir dos dados de 

absorbância em 360 nm em função do pH da solução foi construído o gráfico 

mostrado na Figura 49(b), e através do ponto de inflexão desta curva foi 

determinado o valor de pKa do complexo 5 como sendo 9,4.  
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(a) 

 

(b) 

Figura 49: (a) Espectros de absorção eletrônica do complexo 5 em diferentes pH’s 

(3 a 12) à 25 °C; (b) Gráfico de absorbância (em 360 nm) vs. pH. 
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Com o intuito de verificar se o equilíbrio ácido-base era proveniente ou 

não do ligante hesperidina coordenado, os espectros eletrônicos na região UV-Vis 

da hesperidina livre também foram avaliados em solução tampão na faixa de pH 5,0 

a 12,0, Figura 50(a). 

 

   

(a) 

 

(b) 

Figura 50: Espectros de absorção eletrônica da hesperidina livre em diferentes pH’s 

(5 a 12) à 25 °C; (b) Gráfico de absorbância (em 360 nm) vs. pH. 
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A hesperidina livre mostra banda intensa de absorção na região do UV 

devido às transições →* da Banda II deste flavonóide. Outra banda aparece em  

= 330 nm, que corresponde a transições →* da Banda I em valores de pH < 7,4. A 

desprotonação do grupo fenólico 3OH resulta em alteração espectral característica 

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 desprotonação deste grupo conduz a um 

deslocamento batocrômico devido à extenssão da conjugação . Assim, a 

desprotonação [3OH] → [3O-] foi acompanhado por um aumento na absorção em 

360 nm, assim como observado também para o complexo 5.  

Portanto, a coordenação da hesperidina ao íon Mg2+ no complexo 5 

afetou a constante de dissociação do próton do grupo fenólico 3OH resultando em 

menor valor de pKa (9,4) comparado à hesperidina livre, cujo valor de pKa 

determinado neste trabalho foi de aproximadamente 10,1, Figura 50(b), similar ao 

descrito na literatura (10,2),38 indicando que o grupo fenólico 3OH da hesperidina 

coordenada tornou-se mais ácido do que na sua forma livre, estando coerente com o 

cálculo DFT. 

 

4.3.2 - Avaliação da Solubilidade e Lipofilicidade 

 

A lipofilicidade e solubilidade de uma molécula com potencial aplicação 

biológica são fatores essenciais a serem levados em consideração na fase de 

desenvolvimento de sua formulação, já que ambos são os principais parâmetros que 

influenciam em sua absorção, distribuição, metabolismo, excreção e propriedades 

toxicológicas. Assim, torna-se importante a avaliação de tais propriedades. 

Os flavonóides hesperidina, hesperetina, naringina e naringenina são 

amplamente reconhecidos por suas propriedades em sistemas biológicos. No 

entanto, o fator limitante do uso desses compostos é a baixa solubilidade em 

solução aquosa.  

A solubilidade dos complexos 1, 5-9 em água pura são maiores do que 

seus respectivos ligantes flavonóides livres, Tabela 18, assim como  em solução 

tampão com diferentes, pH’s observado para o complexo 5, Tabela 19. Neste 

sentido, vale ressaltar que a alta solubilidade em água apresentada pelos 

complexos, em comparação aos flavonóides livres, sugere que os complexos podem 
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ser de uso potencial para melhorar a biodisponibilidade destes flavonóides em meio 

fisiológico. 

Em corroboração, os valores de log P (coeficiente de partição 

água/octanol) dos complexos 1, e 5-9 sugerem que a coordenação dos ligantes 

hesperidina, hesperetina, naringina e naringenina ao íon Mg2+ e Ru2+ aumenta a 

distribuição dos seus respectivos complexos nos sistemas hidrofílicos, uma vez que 

a natureza lipofílica destes flavonóides livres resulta em perda de solubilidade em 

água levando à baixa biodisponibilidade. Nota-se também que os valores de 

solubilidade em água dos complexos 1 e 8 são próximos, ao contrário dos seus 

valores de log P. Esta diferenciação se deve porque o cálculo do coeficiente de 

partição leva em consideração não só a solubilidade em água, mas também a 

solubilidade de cada composto em octanol.  

Em geral, na administração por via oral os flavonóides são geralmente 

dissolvidos em veículos, tais como carboximetil celulose de sódio e propileno glicol 

para elevar a sua absorção no corpo. Isto significa que a extensão da absorção de 

flavonóides depende da solubilidade no veículo utilizado para a administração, ou 

seja, sugere-se que a elevação da solubilidade aumenta a biodisponibilidade do 

suplemento. Da mesma forma, acredita-se que o aumento da solubilidade dos 

flavonóides complexados aumenta sua biodisponibilidade. 

 

Tabela 18: Solubilidade em água e coeficiente de partição (Log P) dos compostos 

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

COMPOSTOS SOLUBILIDADE (µg mL-1) Log P 

hesperidina 5,92 ± 0,49 (4,93 ± 0,99131) 0,30 (0,32132) 

hesperetina - 1,50133 

naringina - 0,11132 

naringenina 43,83  0,039134 1,60132 

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 são apresentados como média ± desvio padrão (n=3). 
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Tabela 19: Solubilidade em solução tamponada em vários pH’s para o complexo 5 

pH Solubilidade (g mL-1) 

3,6 353,0 ± 2,6 

6,0 435,0 ± 1,2 

7,4 552,0 ± 5,4 

9,4 701,8 ± 3,2 

11,0 769,5 ± 4,2 

Os Valores são apresentados como média ± desvio padrão (n=3) 

 

Cabe ressaltar que os flavonóides livres, hesperidina, hesperetina, 

naringina e naringenina, também são pouco solúveis na maioria dos soventes 

orgânicos testados, ao contrário dos complexos 1-9 que são solúveis nos solventes: 

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

 

4.4 - Propriedades Biológicas 

 

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

 

Para avaliar a viabilidade dos complexos 1-9 em atuarem como 

agentes tóxicos a serem adicionados às dietas, iscas, emulsões para pulverização 

ou termonebulização 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 

sobrevivência média (S50) de operárias de Atta sexdens rubropilosa pela ingestão 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 flavonóides livres e os complexos 2-4 não 

possuem atividade inseticida significativa comparados ao controle frente às formigas 

testadas. Já o complexo 1 apresenta ação inseticida maior que a apresentada pelo 

complexo precursor cis-[RuCl2(phen)2], sugerindo que a interação Ru2+-hesperidina 

favorece este efeito tóxico. Nota-se também que a sulfluramida, na concentração 
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testada, é altamente tóxica para as formigas e exibe um modo de ação lento, com 

S50 = 5 dias (tempo em que 50% das formigas permaneceram vivas). Por 

comparação, o complexo 1 reduziu a população de formigas em 86 % após duas 

semanas de tratamento, com S50 = 4 dias e, assim como a sulfluramida, também 

exibiu um modo de ação lento. Este resultado é relevante quando se considera que 

o objetivo é obter um tempo de ação inseticida retardado para o controle e/ou 

combate das formigas cortadeiras. 

 

Tabela 20: Mortalidade acumulada e sobrevivência mediana (S50) de operárias de 

Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporação em dieta artificial 

com os compostos hesperidina, hesperetina, naringina e seus respectivos 

complexos 1-9 e o inseticida sulfluramida 

Tratamento 

% acumulada de mortalidade por dia 

S50* 
1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 

Dieta Pura 0 0 0 0 0 2 2 6 10 32 >25 a 

Hesperidina 0 0 6 12 18 24 28 32 40 44 >25a 

Hesperitina 0 6 8 10 10 14 14 16    22 30 >25a 

Naringina 0 2 2 2 6 12 18 18    26 34 >25a 

Naringenina 0 0 0 2 2 8 8 12 20 26 >25a 

1,10-fenantrolina 0 18 64 96 100 100 100 100 100 100 3b 

[RuCl2(phen)2] 2 8 32 48 52 58 64 68 68 68 7b 

(1) 0 22 36 68 72 76 84 86 86 86 4b 

(2) 0 0 2 14 22 28 46 50 62 70 17,5 a 

(3) 0 0 0 8 12 16 28 34 44 66 22 a 

(4) 0 2 4 10 10 12 14 20 26 36 >25 b 

Mg(OAc)2.4H2O 0 0 2 2 6 6 12 20 34 66 23 b 

(5) 2 10 32 72 88 92 98 98   100 100 5b 

(6) 2 4 28 88 96 100 100 100 100 100 5 b 

(7) 0 4 10 54 82 88 98 98 100 100 6 b 

(8) 0 2 18 70 80 90 100 100 100 100 5 b 

(9) 0 0 0 14 32 56 80 94 98 100 10b 

Sulfluramida 0 8 20 70 98 100 100 100 100 100 5b 

* Letras distintas em relação ao controle indicam diferença significativa de acordo com o teste “log rank” (p< 0,05). 
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Os compostos de magnésio 5-8 apresentaram ação inseticida 

significativa com valores de S50 de aproximadamente 5 dias, o mesmo apresentado 

pelo inseticida comercial sulfluramida. Este dado sugere que este composto possui 

modo de ação lento, conforme requerido para o combate e/ou controle dos insetos 

em questão. Além disso, estes compostos apresentam também as características 

esperadas para um inseticida formulado em isca tóxica para combater e/ou controlar 

insetos sociais, como as formigas cortadeiras por exemplo. Portanto, estes 

compostos atuam por ingestão, apresentam modo de ação tóxica retardada com 

mortalidade menor que 15% após o primeiro dia e maior que 85% após o décimo 

quarto dia a partir do oferecimento das dietas, são letais em baixas concentrações e 

são inodoros e não repelentes. 

Analisando-se a porcentagem de mortalidade de formigas por dia, 

sugere-se que, dentre outros parâmetros, a maior lipofilicidade apresentada pelos 

complexos 6 e 8 também pode estar associada com a ação inseticida ligeiramente 

mais eficiente   em comparação aos complexos 5 e 7. 

Quanto ao complexo 9, este não se mostrou tão eficiente em 

comparação aos demais complexos de magnésio, mas aos 25 dias de tratamento 

levou a 100% de mortalidade dos insetos, ao contrário do ligante livre hesperidina, 

indicando que sua coordenação ao íon Mg2+ foi importante para modificação de suas 

propriedades físico-químicas e consequente ação inseticida. Por analogia dos dados 

obitidos para os complexos 5 e 9, acredita-se que a coordenação do ligante ancilar 

fenantrolina ao íon Mg2+ foi de fundamental importância na modificação estrutural da 

molécula 5, atribuindo-lhe propriedades biológicas ainda mais interessantes. 

Cabe ressaltar que, apesar do ligante fenantrolina por si só apresentar 

ação inseticida elevada, o seu uso na forma livre não é interessante do ponto de 

vista ecotoxicológico já que estudos revelam que este composto é altamente tóxico 

(EC50 < 6 µM após 48 h de exposição) para o microcrustáceo dáfinia (Daphnia 

magna),135 um bioindicador ecotóxico de moléculas altamente lipofílicas como é o 

caso da fenantrolina (Log P = 1,78).136 

Além dessas características existem outras muito importantes que uma 

molécula inseticida deve apresentar: não causar danos ambientais e não pôr em 

risco a saúde humana. Portanto, diante de moléculas inseticidas tão potentes, faz-se 

necessário a realização de estudos investigativos no que se refere à ecotoxicidade 

(para se conhecer os efeitos que tais compostos podem ter sobre indivíduos e/ou 
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comunidades de organismos ao serem lançados no meio ambiente) e à 

citotoxicidade (para se conhecer os efeitos nocivos que tais compostos podem ter 

em relação às células), além de se conhecer qual o modo de ação apresentado por 

estes compostos. Para responder a estas questões, ensaios de ecotoxicidade, 

citotoxicidade e inibição enzimática foram realizados, conforme descrito a seguir. 

 

4.4.2 - Modo de ação: estudo de inibição da enzima acetilcolinesterase 

 

Um dos mecanismos de ação dos principais grupos de inseticidas está 

relacionado à inibição da atividade da enzima acetilcolinesterase inativando-a e 

impedindo que ocorra a quebra do neurotransmissor acetilcolina. Com isso os 

receptores pós-sinápticos ficam sobrecarregados e não receberão novos estímulos. 

Isso faz com que não chegue estímulos aos músculos, o que paralisará a respiração 

muscular, causando a morte do inseto.137 

  

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

 

A avaliação do modo de ação dos complexos 1 e 5-9 e de seus 

respectivos ligantes livres foi realizada pelos estudos de interação com a enzima 

acetilcolinesterase do peixe elétrico (Electrophorus electricus), EACh(E.e). Os 

experimentos foram realizados seguindo o método proposto por Ellman,102 em que a 

atividade da enzima é medida pelo aumento da absorção em 412 nm produzida pela 

formação do íon TNB no curso da reação quando a tiocolina (produzida a partir da 

hidrólise do substrato acetiltiocolina, Equação 18) presente no meio reacional reage 

com o DTNB (reagente de Ellman), Equação 19. As equações 18 e 19 também 

estão ilustras no Esquema 5. 

 

 

Acetiltiocolina           Tiocolina + acetato                                   (18) 

 

Tiocolina + DTNB  ácido 5-tio-2-nitro-benzóico (TNB)                        (19) 

 

 

EACh 
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Esquema 5: Modelo das reações envolvidas no método de inibição enzimática 

(método de Ellman) utilizado neste trabalho. 

 

A Figura 51(a) mostra os espectros eletrônicos na região UV-Vis e as 

curvas cinéticas de Absorbância (em 412 nm) vs. tempo, obtidos durante o 

acompanhamento cinético de formação do íon TNB no sistema controle (na 

ausência do composto teste) e na presença do complexo 1 (50 µM), Figura 51(b). A 

concentração inicial do substrato no sistema reacional foi de 0,100 mM.  A Figura 

51(c) apresenta a respectiva curva relacionada à cinética de formação do íon TNB 

com abosrbância em 412 nm em função do tempo, para ambos os casos. 

Os espectros e curvas, Figuras A1 e A2 do APÊNDICE A, também 

foram obtidos para os sistemas na presença dos compostos: os ligantes livres 

fenantrolina, hesperidina, hesperetina, naringina e naringenina, o complexo 

precursor cis-[RuCl2(phen)2] e os complexos 5-9. Assim, a porcentagem de inibição 

da atividade da enzima foi calculada a partir da expressão: 

 

            Porcentagem de inibição (%) = [(A0  Ai) / A0] × 100%                     (20) 

 

onde Ai é a absorbância na presença do composto testado, A0 é a absorbância na 

ausência do composto testado.  
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O gráfico para a atividade da enzima na presença dos compostos testes, em 

comparação ao controle, é apresentado na Figura 52. 

 

 
 

(a) 

  

(b) 

 
(c) 

 

Figura 51: Espectros eletrônicos na região UV-Vis e curva cinética de Absorbância 

(em 412 nm) vs. Tempo (min) para o acompanhamento reacional da formação do 

íon TNB, no sistema controle (a) e na presença do complexo 1 (b). O perfil cinético 

de ambos é apresentado em (c). Condições: [enzima] = 0,025 U mL-1; [S] = 0,100 

mM; [complexo 1] = 100 µM, à 25 °C. 
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Figura 52: Gráfico de barras representativo para a atividade enzimática no sistema 

controle, e na presença dos compostos: ligantes livres fenantrolina, hesperidina, 

hesperetina, naringina e naringenina, do complexo precursor cis-[RuCl2(phen)2] e 

dos complexos 1 e 5-9, todos em concentração de 100 µM. Condições: [enzima] = 

0,025 U mL-1; [S] = 0,100 mM, à 25 °C. 

 

Em comparação com a atividade enzimática do controle, foi verificado 

que todos os ligantes livres, o complexo precursor cis-[RuCl2(phen)2] e os complexos 

de magnésio, todos em concentração de 100 M, não inibiram a atividade da 

enzima. No entanto, foi observado que o complexo 1 em concentração de 100 µM 

inibiu moderadamente a atividade da enzima acetilcolinesterase.  

Realizou-se o estudo para determinar o tipo de mecanismo associado à 

inibição da enzima pelo complexo 1. A partir dos dados foi construído o gráfico de 

Lineweaver-Burke (a representação gráfica da recíproca da velocidade inicial, 1/V0, 

vs. a recíproca da concentração do substrato acetiltiocolina (ACh), 1/[ACh], Figura 53.  

A partir do ponto de intersecção na abscissa (igual a -1/Km), 

determinou-se o valor da constante de Michaelis-Menten, Km, a qual é definida como 

a concentração do substrato na qual a velocidade inicial da reação corresponde à 

metade da velocidade máxima (Vmax). O valor de Km observado foi de 0,4 mM, sendo 

pouco influenciado com o aumento da concentração do complexo 1, sugerindo que 

este composto inibe a atividade da enzima acetilcolinesterase via mecanismo de 

inibição não-competitivo,138 cuja ilustração é mostrada no Esquema 6. 
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Figura 53: Gráficos de Lineweaver-Burke de 1/V0 vs. a recíproca da concentração 

do substrato acetiltiocolina, para diferentes concentrações do complexo 1: (a) 0,0; 

(b) 50,0 e (c) 100,0 µM.  

 

 

 Esquema 6: Ilustração do mecanismo de inibição não-competitivo.134 
 

Nesse tipo de mecanismo observa-se que em qualquer concentração 

de inibidor, neste caso o complexo 1, mesmo uma alta concentração de substrato 

acetiltiocolina não há formação total do complexo ENZIMA–SUBSTRATO (ES), que 

é a forma produtiva. Logo, em qualquer concentração do complexo 1 uma parte da 

enzima permanece improdutiva sob a forma ENZIMA–SUBSTRATO–complexo 1, 

em que o valor de Vmáx observado na presença do complexo foi menor que a Vmáx na 

ausência do inibidor, o que é típico para esse tipo de mecanismo. Portanto, isto 
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sugere que o complexo 1 e o substrato acetiltiocolina possuem afinidade por sítios 

diferentes da enzima EACh. 

A intersecção do gráfico linear de 1/V vs. concentração do complexo 1, 

mostrado na Figura 54 foi utilizada para estimar a constante de equilíbrio para a 

ligação de inibidor, Ki.
139 Os dados sugerem que o complexo 1 é um inibidor da 

atividade da EACh, com Ki = 78,0 M.  

 

 

Figura 54: Gráficos de 1/V0 vs. concentração do complexo 1 em diferentes 

concentrações do substrato acetiltiocolina: (a) 50, (b) 100, (c) 200 e (d) 300 µM.  

 

 

Cabe rassaltar que, com o intuito de validar estes experimentos, 

também foram realizados ensaios com um inibidor padrão da enzima 

acetilcolinesterase, a Tacrina, cujo valor de Ki foi determinado como sendo 36 nM, 

Figura A3 do APÊNDICE A, em coerência com os dados apresentados na literatura 

para este inibidor  (Ki = 31 nM).140 

O valor de IC50 (concentração do complexo que inibe em 50% a 

atividade da enzima EACh) foi calculado a partir da curva de regressão em que o 

eixo x corresponde à concentração do complexo 1 em µM e o eixo y corresponde à 

porcentagem de inibição do complexo 1. O valor de IC50 foi determinado como sendo 
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63,60 M a partir do gráfico de atividade da enzima (%) vs. a concentração do 

complexo, apresentado na Figura 55. 

 

 

 
Figura 55: Gráfico da porcentagem da atividade da enzima EACh(E.e.) vs. 

concentração do complexo 1. O valor de IC50 foi determinado pela leitura da 

concentração que conduz a inibição em 50% da atividade da enzima (linha 

pontilhada). 

 

O complexo 1 não é inibidor tão potente como o aldicarb (IC50 = 10,47 

µM), um pesticida do tipo carbamato que atua na enzima EACh,141 mas o seu efeito 

inibidor não-competitivo frente à enzima EACh, combinada com a sua forte 

hidrofilicidade, baixa ecotoxicidade em sistemas aquáticos e o modo de ação 

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 concentração de 

100 µM não apresentam atividade inibitória frente à enzima EACh(E.e.). Este é um 

ponto interessante, pois apesar dos complexos de magnésio apresentarem atividade 

inibtória frente à enzima acetilcolinesterase de vertebrados, eles foram mais efetivos 

no combate às formigas cortadeiras. Em um primeiro momento, isto nos leva a 

pensar que o modo de ação é outro ou talvez a enzima acetilcolinesterase não é a 

mais adequada para estes ensaios, já que vários estudos tem relatada algumas 

diferenciações específicas entre enzimas de vertebrados e invertebrados. Assim, 
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considerando este último ponto, foram realizados experimentos de inibição 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 ação e a seletividade dos 

complexos 5-9, ensaios de inibição com a enzima EACh(A.s.r.) foram realizados 

seguindo o método proposto por Ellman.102 

Os dados cinéticos para a formação do íon TNB, obtidos da 

absorbância (412 nm) vs. tempo, foram tratados em termos de porcentagem da 

atividade enzimática e estão demonstrados na Figura 56. Foi verificado que os 

complexos 5-8 em concentração de 15 µM inibiram 100% da atividade da enzima 

EACh(A.s.r.) e o complexo 9 (15 µM) inibiu 89% da atividade desta enzima. 

 

 

Figura 56: Atividade das enzimas colinesterases do extrato de formigas Atta 

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

 

Com base nestes ensaios enzimáticos sugere-se que as propriedades 

da EACh(E.e.) diferem da EACh(A.s.r.), principalmente no que diz respeito à 

sensibilidade a inibidores. Além disso, estes estudos revelam que os complexos 5-9 

são potenciais  candidatos para o desenvolvimento de pesticidas seletivos, inclusive 

para a espécie Atta sexdens rubropilosa. 
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Estes dados são muito relevantes para o mecanismo de ação dos 

complexos de magnésio sob investigação, 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 não 

destingue o tipo de colinesterase (acetilcolinesterase, butirilcolinesterase) mas é 

específico 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 não especificidade para vertebrados, como observado 

para o peixe elétrico E. electrus, indicando a baixa toxicidade desses compostos ao 

ecossistema local (pássaros, animais e homens) em ambientes em que forem 

usados como inseticida.    

 

4.4.3 - Avaliação da Ecotoxicidade (testes de toxicidade aguda) 

 

Em geral, o ecossistema aquático é adaptado a inúmeros mecanismos 

físicos, químicos e biológicos, pelos quais as substâncias ou contaminantes podem 

ser assimilados sem implicações sérias para o bioma. No entanto, quando os níveis 

de contaminação assimilados são elevados, a sobrevivência, o desenvolvimento, o 

crescimento e a reprodução ou bem-estar dos organismos podem ser gravemente 

afetados.142 Contudo, a causa da proibição de muitos inseticidas se dá devido à alta 

toxicidade em vários ecossistemas, inclusive o aquático. Logo, na busca de um novo 

inseticida faz-se necessário também avaliar o risco ecotoxicológico de um candidato 

em potencial à inseticida. Neste sentido, a alta solubilidade em água apresentada 

pelos complexos gera preocupações sobre possíveis riscos em ambientes 

aquáticos. Por esta razão, investigou-se a toxicidade aguda dos complexos 1 e 5  

com a bactéria Vibrio fischeri.  

O ensaio de toxicidade com V. fischeri é 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). Órgãos 

ambientais do Estado de São Paulo e Santa Catarina utilizam tais ensaios como 

parâmetro de controle de lançamentos de efluentes.143 

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

bioluminescência da bactéria Vibrio fischeri vs. a concentração do complexo 1 e 5, 
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respectivamente, e para fins de comparação o bioensaio Microtox também foi 

realizado com a substância tóxica padrão de zinco (ZnSO4).  

 

 

(a) 

 

(b) 

Figura 57: Gráficos de porcentagem de inibição da bioluminescência da bactéria 

Vibrio fischeri vs. a concentração do complexo 1 (a) e do complexo 5 (b), ambos 

com o padrão ZnSO4. 



CAPÍTULO 4                                                                                          Resultados e Discussão  
 

129 

 

Os valores de EC20 (concentração que causa a inibição de 20% da 

luminescência da bactéria) dos complexos 1 (EC20 = 17,34 mg/L) e 5 (EC20 >> 8,0 

mg/L) foram muito mais altos em comparação ao padrão de Zn (EC20 = 0,24 mg/L).  

Os dados sugerem que os complexo 1 e 5 não apresentam risco aparente a 

sistemas aquáticos, uma vez que quanto maior é a concentração de um composto 

capaz de causar efeito deletério menor é sua toxicidade. 

 

4.4.4 - Ensaios de citotoxicidade com células humanas 

 

A avaliação da toxicidade de pesticidas usando células humanas é 

muito importante devido ao efeito nocivo que muitos pesticidas apresentam para 

organismos humanos.144 Assim, a elucidação de efeitos tóxicos de pesticidas em 

células humanas, juntamente com outros parâmetros, como os mecanismos de ação 

por exemplo, pode ajudar na compreensão dos possíveis efeitos a longo prazo de 

produtos químicos agrícolas em seres humanos. 

As células HeLa, uma linhagem celular estabelecida, foi originalmente 

isolada de um carcinoma cervical uterino humano pelo Dr. George Gey em 1951. 

Elas foram selecionadas para utilização neste estudo devido ao conhecimento 

disponível sobre o ciclo de eventos que levam ao seu crescimento e proliferação 

(duplicação em cerca de 24 h e sua capacidade de se multiplicar indefinidamente 

quando mantidas em condições apropriadas. Além disso, células HeLa representam 

prototicamente células de eptélio humano, já que sua sensibilidade a várias classes 

de pesticidas é comparável aos dos queratinócitos humanos.145 O epitélio é 

geralmente o lugar de contato primário de um organismo com compostos tóxicos. 

Por isso, as células HeLa têm sido utilizadas para estudar os efeitos de adversos 

inseticas organofosforados e organoclorados.145-147 

A citotoxicidade dos complexos 1, 5 e 7 foi avaliada usando-se a 

linhagem celular do cancro humano, HeLa. Na faixa de concentração testada 

observa-se que estes complexos não apresentam efeito inibitório siguinificativa no 

crescimento das células HeLa,. Os valores de IC50 (concentração dos complexos 1, 

5 e 7 que inibe em 50% o crescimento celular) foram calculados a partir da análise 

das curvas de regressão, 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 HeLa. 
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Os valores altos de IC50 obtidos, > 1000 µM para o complexo 1, 919,2 

µM  para o complexo 5 e > 1000 µM  para o complexo 7, sugerem que estes 

compostos apresentam toxicidade irrelevante para as células HeLa. 

Contudo, este método não pode servir como o único modelo para 

avaliação da toxicidade desses compostos em células humanas, devido à grande 

complexidade do sistema biológico dos organismos vivos, merecendo, portanto, 

maiores investigações. 

 

 

4.5  - Considerações Relevantes 

 

Nesta etapa do trabalho, alguns pontos merecem ser destacados. A 

solubilidade, estabilidade, baixa citotoxicidade, características espectroscópicas 

como absorção e emissão (que são dependentes do meio) e propriedades redox 

mostram que os complexos de magnésio podem apresentar aplicabilidade em várias 

áreas das ciências. Em particular, isto nos motivou a iniciar outras investigações 

direcionadas para o meio biológico. Assim, investigou-se a abilidade dos complexos 

5 e 7 em atuar como sondas fluorescente em meio celular utilizando células HeLa e 

avaliou-se a abilidade dos complexos 5 e 7 em  sequestrar radicais superóxido 

(gerado pelo sistema MET/Vit.B2/NBT). 

 

4.5.1 - Sondas Luminescentes 

 

Marcadores luminescentes para biomoléculas e estruturas celulares 

são importantes para uma variedade de aplicações terapêuticas, diagnósticos e 

mecanísticos.148, 149 Eles conferem características de luminescência úteis para 

biomoléculas para fins de detecção e quantificação.150 Além disso, os métodos de 

microscopia confocal e espectroflurométricos podem ser usados para investigar a 

absorção celular de biomoléculas marcadas e as suas interações com componentes 

celulares. Assim, os reagentes de rotulagem luminescentes desempenham um papel 

crucial em muitos ensaios biológicos. Além disso, imagem fluorescente é um sistema 

não-invasivo e é uma das técnicas disponíveis mais poderosas para a determinação 

de comportamentos dinâmicos e para observar no interior de um única célula viva.151 

Mg2+ é um dos cátions bivalentes mais importantes na célula, atuando 

em várias centenas de reações enzimáticas. Para quantificar a concentração de 
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Mg2+ e sua distribuição 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.152-154 Usando Mag-Fura-2, a concentração intracelular de Mg2+ já foi 

estudado em células do fígado,155 coração,156 músculos,157 e sistema nervoso.158 

Também, complexos do tipo Mg-cumarinas (KMG-20-AM e KMG-27-AM) têm sido 

sintetizados e os resultados experimentais mostraram claramente que tais 

compostos são excelentes sondas fluorescentes.159 

 

4.5.1.1 - Microscopia confocal 

 

Absorção celular e distribuição 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 são 

apresentados nas Figuras 59 e 60, respectivamente. Após excitação em 370 nm, as 

células incubadas com os complexos exibiram intensa intensidade de emissão, 

indicando eficiente absorção celular das moléculas dos complexos 5 e 7. Estes 

foram localizados na região perinuclear, formando anéis luminescentes em torno dos 

núcleos das células, e no interior dos núcleos as emissões foram pouco ou nada 

percepitíveis, indicativo de uma desprezável absorção do complexo na região 

nuclear. Isto sugere que tal composto não interage com o núcleo das células, 

evitando possíveis mutações por parte deste composto. Além disso, a internalização 

altamente eficiente dos complexos em baixa concentração (5 µM) em um tempo de 

incubação relativamente curto (30 min) associado à irrelevante toxicidade 

apresentada frente à célula HeLa sugere que os complexos 5 e 7 são candidatos 

atraentes para o potencial uso como reagentes biomarcador.  
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        IMAGENS NO CLARO SEM IRRADIAÇÃO           IMAGENS LUMINESCENTES NO ESCURO 

 

Figura 59: Imagens confocal de células HeLa incubadas com o complexo 5 (5 µM) à 

37 °C por 30 min. 

 

 

        IMAGENS NO CLARO SEM IRRADIAÇÃO           IMAGENS LUMINESCENTES NO ESCURO 

 

Figura 60: Imagens confocal de células HeLa incubadas com o complexo 7 (5 µM) à 

37 °C por 30 min. 
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4.5.2 - Radical Superóxido 

 

A maior parte do oxigênio consumido pelos sistemas biológicos é 

reduzido a água por meio do ciclo catalítico do citocromo-P450, mas cerca de 5% é 

convertido em ânions superóxido.160 O ânion radical superóxido, O2
●-, é formado 

pela redução de um elétron do oxigênio molecular (O2).
161 É o radical mais perigoso 

entre todos os radicais de oxigênio porque um tem um tempo de meia-vida longo e 

possui alta mobilidade no meio celular.162 Além disso, atua como um iniciador de 

outros radicais como o radical hidroxila por exemplo e, devido à suas propriedades 

redox e sua natureza paramagnética163 provoca efeitos deletérios da sua reação 

com diferentes compostos orgânicos no meio celular. Contudo, vários estudos têm 

mostrado que deficiência de Mg em animais provoca o aumento da produção de 

radicais livres164, já que que a presença de íons Mg2+ evita a produção de radicais 

livres de oxigênio no cérebro165-167 e inibe os efeitos catastróficos do superóxido em 

células do  âmnio de humanos.165 Lembrando que âmnio é o nome dado à bolsa que 

alguns vertebrados possuem durante o seu desenvolvimento embrionário. O líquido 

amniótico tem função protetora, permitindo que o embrião se desenvolva num 

ambiente úmido, além de amortecer os choques térmicos e mecânicos. 

Além do mais, estudos mostram que vários complexos do tipo metal-

flavonóide são muito mais potentes como eliminadores de radicais superóxido do 

que os seus correspondentes flavonóides não complexados.37, 53, 168, 169,170 

 

4.5.2.1 - Investigações da atividade sequestradora de radicais O2
- 

 

Com base nos potenciais redox obtidos através da voltametria cíclica, 

em pH 7,8, sugere-se que o menor potencial de oxidação da hesperidina 

complexada ao íon Mg2+ no complexo 5 (+0,58 V vs. Ag/Ag+), em comparação à sua 

forma livre (+0,66 V vs. Ag/Ag+), além da formação de cátion radical fenoxil de 

potencial de oxidação ainda menor (+0,38 V vs. Ag/Ag+), podem estar associados à 

mais alta atividade antioxidante do complexo 5 em relação à hesperidina livre.  

Por isso, buscou-se investigar a capacidade sequestradora de radicais 

superóxido pelos complexos 5 e 7 e pelos flavonóides livres hesperidina e 

naringenina para fins de comparação. Para isso, usou-se o sistema MET/Vit.B2/NBT 

para gerar o radical superóxido em tampão fosfato pH 7,8. A diminuição da produção 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Vertebrados
http://pt.wikipedia.org/wiki/Desenvolvimento_embrion%C3%A1rio
http://pt.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADquido_amni%C3%B3tico
http://pt.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADquido_amni%C3%B3tico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Embri%C3%A3o
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do radical superóxido foi medida por espectroscopia UV-Vis, monitorando-se a 

absorbância em 560 nm referente à formação do formazano a partir da redução 

quantitativa de NBT por O2
-. 

Na faixa de concentração testada observa-se que o efeito inibitório em 

O2
-● aumenta com o aumento da concentração do complexo 5 e hesperidina livre, 

Figura 61, e do complexo 7 e naringina livre, Figura 62.  

 

 

Figura 61: Efeito da hesperidina (a) e do complexo 5 (b) na inibição de O2
-. Os 

valores foram apresentados como média ± desvio padrão (n = 2). 

 

 

Figura 62: Efeito da naringina (a) e do complexo 7 \(b) na inibição de O2
-. Os 

valores foram apresentados como média ± desvio padrão (n = 2). 
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Os valores de IC50 (concentração do composto que inibe em 50% a 

formação de O2
-●) foram calculados a partir da análise dos gráficos de log da 

concentração do composto teste (µM) vs. a porcentagem de inibição de O2
- 

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

 

 

Figura 63: Gráfico de log da concentração do composto teste (µM) vs. a 

porcentagem de inibição de O2
-, onde a concentração correspondente à inibição de 

50% equivale ao valor de IC50. 

 

 

Figura 64: Gráfico de log da concentração do composto teste (µM) vs. a 

porcentagem de inibição de O2
-, onde a concentração correspondente à inibição de 

50% equivale ao valor de IC50. 
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Os valores de IC50 dos complexos 5 (68,8 µM) e 7 (126 µM) foram bem 

menores do que dos seus repectivos flavonóides livres hesperidina (116,7 µM) e 

naringina (230 µM). Portanto, estes complexos apresentam também atividade 

antioxidante mais elevada para O2
-● em comparação com a observada para o 

padrão de antioxidantes, a vitamina C (CI50 = 852 µM).171
 

 

Sugere-se que a capacidade sequestradora de radicais superóxido 

apresentada pelos complexos 5 e 7 pode ocorrer, em pH 7,8, pelas seguintes 

reações: 

 

                      Mg-Flavonóide- + O2
●- → Mg-Flavonóide●  + O2

2-                             (21) 

 

                      Mg-Flavonóide + O2
●- → Mg-Flavonóide●+ + O2

2-                                   (22) 

 

Portanto, a maior capacidade sequestradora de O2
●- apresentada pelos 

complexos 5 e 7 pode está associado com o menor potencial de oxidadação 

apresentado por estes em comparação aos seus respectivos flavonóides livres 

hesperidina e naringina, coerente com vários estudos apresentados na literatura 

para complexos metal-flavonóides.54, 56 Conforme comentado anteriormente, o efeito 

estabilizador da fração {Mg(phen)}2+ na forma aniônica destes flavonóides também 

pode está favorecendo o processo de transferência do elétron. 
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5 - CONCLUSÕES 

 

Os compostos obtidos neste trabalho, cis-[Ru(phen)2(hesp)](PF6) (1), 

cis-[Ru(phen)2(hespt)](PF6) (2), cis-[Ru(phen)2(ngina)](PF6) (3), cis-

[Ru(phen)2(ngnina)](PF6) (4), cis-[Mg(phen)(hesp)2] (5), cis-[Mg(phen)(hespt)2(H2O)2] 

(6), cis-[Mg(phen)(ngina)2] (7), cis-[Mg(phen)(ngnina)2(H2O)2] (8), cis-

[Mg(hesp)2(H2O)2] (9), são inéditos na literatura de acordo com o levantamento 

bibliográfico realizado. 

Os compostos 1-9 apresentaram rendimentos satisfatórios na faixa de 

65-80% e são estáveis ao ar tanto na forma sólida como em solução. 

A composição dos compostos 1-9 foram evidenciadas através das 

análises elementar (H,C,N), ESI-MS e absorção atômica (para alguns casos), e a  

caracterização pelas técnicas IV, UV-Vis, RMN de 1H e 13C foram importantes na 

elucidação estrutural dos mesmos. 

Os resultados obtidos mostram a viabilidade de uso dos complexos 

obtidos no meio biológico: 

 Os ensaios realizados com os compostos 1-9 e seus respectivos 

ligantes livres frente às formigas cortadeiras Atta sexdens 

rubropilosa mostraram que os flavonóides livres não apresentaram 

diferença significativa comparada ao controle de acordo com o teste 

log-rank (p<0,05) e por isso foram considerados não ativos, assim 

como os complexos 2-4. Contrariamente, o complexo 1 se mostrou 

mais eficiente que os seus análogos da mesma série (2-4), com S50 

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 S50 de aproximadamente 5 dias, cujas eficiências 

foram similares à apresentada pelo inseticida comercial sulfluramida. 

 Os ensaios de inibição com a enzima acetilcolinestetase(E.e) 

sugerem que que o complexo 1 e o substrato ASCh possuem 

afinidade por sítios diferentes da enzima AchE, cuja interação ocorre 

através de um mecanismo não-competitivo. Contrariamente, os 

complexos de Mg(II) se mostraram inativos para esta enzima nas 

condições estudadas. Porém, estes últimos foram bastante 
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eficientes frente à enzima(A.s.r.), sugerindo maior seletividade de 

interação com as enzimas do inseto. 

 Os ensaios de ecotoxicidade com a bactéria aquática Vibrio 

Fisheri (indicando baixa toxicidade para invertebrados aquáticos) e 

de citotoxicidade com as células humanas HeLa (a qual possui 

resposta similar às células do epitélio humano, indicando toxicidade 

irrelevante), revelam o potencial uso destes complexos como uma 

nova alternativa para o combate de insetos praga. 

 As propriedades físico-quimicas, a luminescência intensa 

dependente do solvente e do pH e os estudos de atividade 

antioxidante, apesar de preliminares, abrem uma nova fronteira de 

aplicações para os complexos de Mg que podem abranger desde 

aplicações farmacológicas e diagnóstico aos dispositivos óptico 

eletrônicos. 
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APÊNDICE A 

 

Ensaios com a enzima Acetilcolinesterase EACh(E.e.): espectros eletrônicos e 

curvas relacionadas à cinética de formação do íon TNB com abosrbância em 412 nm 

em função do tempo. 
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Figura A1: Espectros eletrônicos na região UV-Vis e curva cinética de Absorbância 

(em 412 nm) vs. Tempo (min) para o acompanhamento reacional da formação do 

íon TNB, na presença dos compostos: (a) hesperidina, (b) hesperetina, (c) naringina 

e (d) naringenina, em concentração 100 µM. 
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Figura A2: Espectros eletrônicos na região UV-Vis e curva cinética de Absorbância 

(em 412 nm) vs. Tempo (min) para o acompanhamento reacional da formação do 

íon TNB, na presença da fenantrolina livre (a), do complexo precursor cis-

[RuCl2(phen)2] (b) e do complexo 5 (c), em concentração 100 µM. 
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Figura A3: Gráficos de 1/V0 vs. concentração da Tacrina, em diferentes 

concentrações do substrato acetiltiocolina: (a) 50, (b) 75 e (c) 200 µM. 

 

 


