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Complexo [Mg(RPA)(iso)(H,O)(OH)]
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RESUMO

COMPLEXOS METALICOS LUMINESCENTES COM ACIDOS
FENOLICOS COORDENAD ALVOS SELETIVOS A
MITOCONDRIAS E MAPEAMENTO DA ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE IN VITRO E IN VIVO POR TECNICAS
FLUORESCENTES. Nesta tese sdo descritas as sinteses e
caracterizaces dos complexos cis-[Mg(phen)(iso)(H,0)3](CH;COO) e
[Mg(RPA)(is0)(H,O)(OH)], onde phen =1,10-fenantrolina, iso =
isovanilato e, e RPA =N-(9-(2-(((4-((1,10-fenantrolin-5-il) carbamoil)
benzil)oxi)carbonil)fenil)-6-(dietilamino)-3H-xanten-3-ilideno)brometo de
N-etiletanaminio. Os complexos  foram caracterizados por analise
elementar (CHN), espectroscopia na regido do infravermelho e ressonancia
magnética nuclear de *H e *C, Dept135, 2D COSY e DOSY. Comparado
ao acido isovanilico livre, os complexos obtidos sdo estaveis no estado
solido, em solucdo aquosa e sob estimulo luminoso. A viabilidade para
aplicacdo do complexo cis-[Mg(phen)(iso)(H,0)3](CH;COO) na érea
agricola (inseticida e fungicida contra a formiga cortadeira do género Atta
sexdens rubropilosa e seu fungo simbidtico leucoagaricus gongylophorus)
e na area pecuaria (protecdo da carne de porco) foram investigadas. A
atividade inseticida do complexo investigada na forma de iscas (2,0mgg™)
apresentou um modo de acgéo lento com 100% de mortalidade no sexto dia,
Sgo =2b e inibicdo completa do desenvolvimento do fungo simbidtico. Este
complexo ndo apresentou toxicidade para 0 meio aquatico quando exposto
ao peixe paulistinha (Zebrafish) por 96 horas em uma concentracdo de 2,0
mgL™*. Também ndo apresentou toxicidade no meio terrestre avaliado em
um estudo croénico com ratos Wistar machos por, tratados por 21 dias com
solucdo salina do complexo via intraperitoneal (3,0 mg/kg). Os estudos

comportamentais (campo aberto, natagdo forcada e labirinto em cruz
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elevado) sugeriram que este complexo possui caracteristicas de farmacos
do tipo ansiolitico. O complexo apresentou atividade antioxidante inibindo
a formacéo das espécies reativas do oxigénio (102, 0,"), com ICs, abaixo
de 100pmolL™. Os estudos realizados com amostras de carne suina (lombo
e copa lombo) indicaram a inibicdo da peroxidacgéo lipidica e aumento do

tempo de prateleira (14 dias).
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ABSTRACT

LUMINESCENT METALLIC COMPLEXES WITH COORDINATED
PHENOLIC ACIDS: SELECTIVE TARGETS TO MITOCHONDRIA
AND ANTIOXIDANT ACTIVITY MAPPING IN VITRO AND IN VIVO
BY FLUORESCENT TECHNIQUES. In this work, the syntheses and
characterizations of the complexes are  presented, cis-
[Mg(phen)(iso)(H,0);](CH;COO) and [Mg(RPA)(iso)(H,O)(OH)], where
phn =phenanthroline, iso= isovanillic , and N-(9-(2-(((4-((1,10-
phenanthrolin-5-yl)carbamoyl)benzyl)oxy)carbonyl)phenyl)-6-ethylamino)
-3H-xanthen-3-ylidene)-N-ethylethanaminium  bromide  (RPA) by
elemental analysis of C, H, N and thermogravimetric analysis and by NMR
of 'H and **C, 2D COSY and DOSY. Compared to isovanillic acid, the
complexes obtained are stable in the solid state, in aqueous solution and are
not  photodegradable. The insecticidal activity  of  cis-
[Mg(phen)(iso)(H,0)s](CH;COO) in the form of the baits (2.0mgg™)
investigated against leaf-cutting ants of the genus Atta sexdens rubropilosa
presented a mode of action slow with 100% mortality on the sixth day, Ssq
= 2b, and complete inhibition of the development of the symbiotic fungus
leucoagaricus gongylophorus. This complex did not show any toxicity to
aquatic environment when exposed to paulistinha fish (Zebrafish) for 96
hours at a concentration of 2.0 mgL™. It also showed no toxicity in the
terrestrial environment. In this chronic study during 21day, male Wistar
rats were treated with cis-[Mg(phen)(iso)(H,0)3](CHsCOO) complex
saline solution via intraperitoneal (3.0 mg/kg). Behavioral studies (open
field, forced swimming and high cross labyrinth) have suggested that this
complex possesses characteristics of anxiolytic drugs. Complex | has high
inhibition capacity to oxygen reactive species (*O,, O,+7), with ICso below

100uM. It has presented excellent inhibition of lipid peroxidation (ROOe¢,
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LO-) investigated in pork samples with ICs at the scale 500 mmolL™.
complex, presented in this work, opens a new horizon of applications in

agricultural, medic, and food areas.
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Introducéo

1.0 INTRODUCAO

A presente tese apresenta uma discussao a respeito da sintese e
caracterizacdo de complexos metélicos de Mg(ll) com o grupo fenolico
isovanilato coordenado e ensaios com formulacdes pesticidas usando a
formiga cortadeira Atta sexdens rubropilosa como modelo padrdo. Séo
apresentados também, estudos sobre a inibicdo das espécies reativas do
oxigénio in vitro e in vivo, estudos toxicoldgicos em sistema aquatico
(peixe zebra ou paulistinha) e terrestre (ratos da familia Wistar machos).

Além de investigacdes da peroxidacao lipidica em amostras de carne suina.

1.1.1 Radicais Livres

Energia é essencial para a manutencdo da vida." ? Por esse
motivo, 0s organismos vivos durante seu processo evolutivo
desenvolveram ceélulas especificas capazes de produzir energia quimica
pelo consumo de oxigénio atmosférico." A principal funcdo do oxigénio
nos organismos aerdébicos € a producdo de energia pela sintese do ATP.
Porém, esse processo leva a producdo de radicais livres podendo resultar na
induco de danos celulares e consequentemente no estresse oxidativo.>

Radical livre pode ser definido como qualquer espécie quimica
no qual apresenta elétrons desemparelhados. * * No meio bioldgico, os
radicais livres podem ser formados a partir de moléculas de oxigénio
levando a formacdo das espécies reativas do oxigénio (ROS — do inglés
reactive oxygen species). Quando respiramos, 0 oxigénio do ar é inspirado
por nossos pulmdes até a corrente sanguinea, e assim transportado para
todo o corpo. Ao alcancar as mitocondrias, (organelas presentes no
citoplasma das células eucaridticas) o oxigénio respirado € usado para

transformar a glicose em energia na forma de ATP. Mais de 95% de todo o
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oxigénio utilizado neste processo € reduzido a agua por meio da adicdo de
4 elétrons.” Esse processo é realizado pela enzima citocromo ¢ oxidase, e
envolve a formacdo sequencial de ROS: anion superoxido (O,"), peroxido
de hidrogénio (H,0,) e radical hidroxil (HO"), Figura 1.1. %78

1e 1e+ 2H* le+1H" '3,0"
0O, A 0 A H20, A P 1e+ 1H*
o - Peréxido de HO" { H,0"
Oxigénio  Superéxido hidrogénio L»

Radical hidroxila Agua

FIGURA 1.1: Processos de reducdo do oxigénio molecular por elétrons e
formacéo das espécies reativas do oxigénio: anion superoxido, peroxido de
hidrogénio e radical hidroxil. Adaptado de BUETTNER et al., 1983.

O peroxido de hidrogénio, embora ndo seja um radical livre,
pode atuar como mensageiro secundario nas reagdes catalisadas por metais
de transicdo, como ferro e cobre, formando o radical hidroxil (HO"), por
meio da reacdo de Fenton e de Haber-Weiss, conforme as equacgtes 1,2 e 3.
6,7,8,9 10,11

O radical hidroxil possui alta reatividade e tempo de vida na
ordem de milessegundos, sendo considerado o mais deletério dos radicais
do oxigénio, podendo clivar a molécula do DNA e participar da oxidacao

dos 4cidos graxos poli-insaturados presentes nas membranas celulares.*

Reacéo de Fenton: Fe** + H,0, — Fe* + OH" + OH (1)
Fe** + 0,” > Fe?* + O, (2)

Reacdo de Haber-Weiss: O,” + H,0, -(H)— O, + H,O + 'OH  (3)

Laboratodrio de Fotoquimica Inorganica e Bioinorganica - LaFIB
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1.1.2 Estresse Oxidativo

Estresse oxidativo é um desequilibrio entre a producdo e a
eliminacdo das espécies reativas de oxigénio, podendo ocorrer tanto pelo
aumento na formacdo destas espécies, quanto pela queda na capacidade
antioxidante celular.’®* Este tem sido relacionado com agravamento de
diversas doencas crénicas nao transmissiveis, tais como cancer, diabetes
mellitus tipo 2, artrite reumatoide, doencas cardiovasculares, catarata,
disfuncbes cognitivas e doenca de Parkinson.** > '® Além de oxidar as
lipoproteinas de baixa densidade o qual pode contribuir na formacédo de

células espumosas e arteriosclerose. *’
1.1.3 Sistemas de Defesa Antioxidante

Antioxidantes sdo substéncias que possuem a capacidade de
neutralizar radicais livres.’® Estdo em constante atividade nos organismos
vivos e necessitam de quantidades suficientes para neutralizar os efeitos
toxicos dos radicais livres que sdo constantemente produzidos. ** 1920 %

O sistema de defesa antioxidante envolve duas classes
principais: 0s antioxidantes enzimaticos e 0s ndo enzimaticos. Os dois
sistemas atuam no sentido de impedir os efeitos deletérios causados pelas
especies reativas do oxigénio nas células. Os antioxidantes enzimaticos
podem ser classificados em defesas primarias e secundarias. As defesas
primarias sdo compostas pelas enzimas glutationa peroxidase (GST),
responsavel pela reducéo das peroxidases, que sdo substratos em potencial
para reacdo de Fenton. A catalase (CAT) é responsavel pela conversédo do
peréxido de hidrogénio (H,0,) em &gua e uma molécula de oxigénio. ** A
enzima superoxido dismutase (SOD), converte 0 anion radical superoxido
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(O57) em peroxido de hidrogénio, o qual por sua vez é um substrato para a
enzima catalase. %

As enzimas glutationa redutase (GSH) e glicose-6-
fosfatodesidrogenase (G6PD) compdem o sistema de defesa antioxidante
secundario.”®> A GSH atua na remocdo de H,0O, e outros perdxidos
promovendo sua reducdo a d4gua. A G6PD atua na regeneracdo do
NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfatase), sendo responsavel
pela protegédo celular e contra o estresse oxidativo, uma vez que regenera a
forma reduzida da glutationa (GSH).'" %

O sistema de defesa antioxidante ndo enzimatico tem origem
tanto enddgena quanto exodgena. Por exemplo, o acido ascorbico (vitamina
C) apos ser absorvido pelo trato gastrointestinal atua na inibicdo do anion
radical superdxido, do hidroperoxil, do peroxinitrito e do acido hipocloroso
bem como na regeneragdo do a-tocoferol (vitamina E) a partir do radical a-

tocoferoxil.2*

1.1.4 Alternativas no Combate aos Efeitos do Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo pode ser minimizado pelas modificacdes
nas condicdes ambientais ou pela administracdo de compostos capazes de
bloquear ou minimizar o desencadeamento das reagdes oxidativas. > Neste
contexto, varias estratégias vém sendo usadas, entre elas, aumentar o0s
niveis intracelulares de SOD ou administra-las de maneira exdgena. % 2" %
Entretanto, o uso de SOD como tratamento terapéutico é bastante restrito
devido aos altos custos, autorizacdo para uso e efeitos colaterais.”

Vale ressaltar que o sistema de defesa antioxidante enzimatico
ndo inibe o radical hidroxil, e a Gnica maneira de minimizar seu ataque a
biomoléculas, é pela administracdo de antioxidantes exdgenos. Nesse

aspecto, as vitaminas (acido ascorbico, a-tocoferol, retinol, carotenoides),
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acido urico e glutationa (GSH) atuam no sequestro desse radical com a
formacéo de produtos menos reativos, impedindo as reacdes oxidativas em
cadeia.*’

Apesar da importancia dos polifendis no estresse oxidativo ser
reconhecida, a atividade in vivo desses compostos é dificil de ser
demonstrada em decorréncia da baixa bio-disponibilidade e acumulo na
regido gastrointestinal.** 1sso por sua vez, é em grande parte, consequéncia
da sua elevada susceptibilidade a modificacdes metabdlicas. 3*3% %% 3 3

As propriedades biologicas dos antioxidantes exdgenos
motivam as pesquisas para a elucidacdo da reatividade quimica destas
moléculas no meio bioldgico e no desenvolvimento de novas estratégias

para melhorar a biodisponibilidade.

1.2 Formigas Cortadeiras e Inseticidas

As formigas cortadeiras sauvas, quenquéns e Atta sexdens
rubropilosa, Figura 1.2, constituem as principais pragas das areas de
reflorestamento brasileiro e representam 79.7% dos custos no controle de
pragas florestais no pais.*® " * 3 pesquisas realizadas nos anos 90
indicaram a existéncia de cerca de 45 espécies de formigas cortadeiras no
Brasil, sendo a do género Atta sexdens rubropilosa distribuidas nos estados
de S&o Paulo, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Mato Grosso,
Goiéas e Parana. * Os danos causados por essas formigas em plantacdes,
pastagens, culturas vegetais e de frutas, provocam prejuizos na ordem de 21

bilhdes de reais anuais na producéo agricola brasileira. 4 *?
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Figura 1.2: Fotos das formigas cortadeiras do género atta sexdens
rubropillosa

Fonte: unibras.com.br/tecnico-detalhe/controle das formigas cortadeiras

As formigas cortadeiras do género atta sexden rubropillosa
possuem uma associacdo mutualistica com seu fungo simbionte
(Leucoagaricus gongylophorus).”® Tal associagdo gera uma total
dependéncia entre ambos, sendo que as formigas usam vegetais frescos
para o desenvolvimento do fungo usado na sua propria alimentacéo.** O
fungo se desenvolve sobre o material vegetal, produzindo nutrientes para as
formigas, especialmente para as larvas. %

Um dos inseticidas comerciais mais usados no combate e
controle de formigas cortadeiras no Brasil é a sulfluramida (N-etil-
perfluoroctano sulfonamida). Este inseticida atua diretamente no sistema
nervoso dos insetos pela inibicdo da atividade da enzima acetilcolinesterase
bem como na cadeia respiratéria de insetos. Apesar de eficiente este
inseticida apresenta alta toxicidade tanto para o ambiente aquéatico quanto
terrestre 0 que tornou seu uso restrito em diversos paises, *’ e no Brasil esta
previsto sua suspensdo em 2021.%

Isso torna o desenvolvimento de novos inseticidas e fungicidas
que visam o controle de formigas cortadeiras e seu fungo simbionte um
grande desafio tecnoldgico para a ciéncia moderna, visto que a producéo de

alimentos esta diretamente ligada ao controle de pragas nas lavouras. Além
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disso, 0s novos inseticidas devem ser eficientes no controle e combate das
formigas e apresentar baixo custo financeiro e operacional, além de baixa

toxicidade para 0 meio aquético e terrestre.**>°

1.3 Ratos da familia Wistar e Peixe-zebra (danio rerio ou paulistinha)

A linhagem de ratos ndo-endogamica da familia de Wistar
(Rattus norvegicus) é um modelo bastante usado em pesquisas ao redor do
mundo.”* Possui um ciclo de reproducéo curto, baixo custo comparado a
outros animais de maior porte e possui um DNA com 80% de
compatibilidade com os seres humanos.*

Esses animais sdo frequentemente usados no monitoramento
ambiental em sistemas terrestres em experimentos de exposi¢do a produtos
nocivos por curtos ou longos periodos de tempo.”® Nestes casos ©
comportamento € avaliado pelas alteragbes comportamentais e
bioquimicas. **

Conhecido como danio rerio ou paulistinha, o peixe zebra,
também é usado como modelo animal para 0 monitoramento ambiental em
sistemas aquaticos onde sdo investigadas as alteracbes nos parametros
bioquimicos. > °*°" Estes peixes apresentam um ciclo de reproducéo curto,
baixo custo quando comparados com outros modelos experimentais

terrestres e contem homalogos proximos de muitas proteinas humanas.>® >

60, 61

1.4 Processos de Degradacdo de Alimentos

O estudo de constituintes quimicos em alimentos é crucial para
sua manutencdo e qualidade.’® Ele determina o valor nutricional do
produto, sua atratividade sensorial e o desenvolvimento de mudancas

desejaveis ou indesejaveis devido as interacbes com outros constituintes
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durante o periodo de armazenamento.®® Em geral, a exposicdo de alimentos
e bebidas a luz, pode levar a formacdo de produtos oxidados, que sdo
impréprios para 0 consumo. * Algumas horas de exposicdo a luz em
prateleiras ou em freezer, sdo suficientes para alteracdo do sabor e do odor
dos alimentos pereciveis, levando-os a rejeicdo pelos consumidores e
provocando grandes prejuizos & industria alimenticia.®

Os mecanismos de oxidacdo lipidicas dependem de varios
fatores, como a atividade enzimatica, presenca de metais e presséo parcial
do oxigénio.** Por exemplo, a riboflavina ou vitamina B2 (RF), um
nutriente essencial presente em altas quantidades em carnes (especialmente
suina) e produtos lacteos sendo muito sensivel a irradiacdo luminosa.

Quando exposta a luz de 400 a 500 nm a (RF) alcanca o estado
excitado tripleto ((RF*). Neste estado excitado a (RF) pode atuar como um
fotosensibilizador ativando a formacdo do oxigénio singleto (*O,) ou do
anion radical superéxido (O,"), por um processo de transferéncia de
energia ou de elétrons com o oxigénio no seu estado fundamental tripleto
(*0,), Figura 1.3.

Trasferéncia de életron

R
HyC, N N__o R - .
Z hy H,C, N FN\FO IsC 3 N NYO
3 —> 3 .
NN Ny 436nm K): (:.) ! e Kj[ ) 14 0, o
e A (o) H;C N) “H H,C 1\1 H
0o
Estado sig N 3R'b flavi Trasferéncia de energia
i IRiboflavina* iboflavina (II)
(Estado sigleto)

IRF IRF* 3RF* m

3 Tipol

» Tipo II

FIGURA 1.3: Mecanismo de formacdo do oxigénio singleto (*O,) e do
anion radical superoxido (O,") a partir da riboflavina. Fonte: Adaptado de
GRIPPA et. al 2014.

Tanto 0 O,” quanto o0 'O, na presenca de acidos graxos poli-

insaturados promove a peroxidacao lipidica de produtos pereciveis. Com a

Laboratodrio de Fotoquimica Inorganica e Bioinorganica - LaFIB
9



Introducéo

presenca de um substrato (aminoacidos), pode ocorrer a formacéo do anion
radical superoxido (O,"), via processo de transferéncia de elétron (processo
tipo I). 62, 63, 64, 65
Para inibir estes processos e aumentar o tempo de prateleira de
produtos pereciveis, a industria alimenticia faz uso de antioxidantes
sintéticos. Entretanto, o uso de antioxidantes sintéticos apresentam varios
obstaculos como restricio de uso pelos 6rgdos governamentais e
preferéncias pelos consumidores bem como um nimero crescente de
trabalhos que descrevem a toxicidade destes compostos.
Uma estratégia é o uso de antioxidantes naturais como
polifenodis, isoflavonas e carotendides.®®* Um limitante para a aplicagdo
destes compostos em escala industrial é a baixa solubilidade e instabilidade

destes compostos em meio bioldgico. &8 6. 70. 71,72

1.5 Quimica do Magnésio e suas func6es bioldgicas

Na tabela periddica o elemento magnésio (Mg) pertence ao
grupo dos metais alcalino-terrosos com configuracdo 1s* 2s® 2p° 3s°
alcancando o estado de oxidacdo 2+ quando oxidado. E um dos ions
metélicos mais abundantes na crosta terrestre. "> ™ Possui raio i6nico de
0,72 A para o nimero de coordenacio 6 e geometria octaédrica,
[Mg(H20)6]2+. 75, 76

O ion magnésio(ll) participa de varias funcdes celulares e
enzimaticas, incluindo os canais idnicos e ciclos metabdlicos.”” " Séo
conhecidas mais de 300 enzimas nas quais 0 magnésio atua como cofator.
7980 v/ale ressaltar que a quantidade média necesséaria de magnésio para
suprir as necessidades fisiologicas é de 300 a 400ug/dia dependendo do

individuo. &
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1.6 Proposta de trabalho

As discussbes apresentadas anteriormente mostram a
importancia do desenvolvimento de inseticidas/fungicidas eficientes, mas
que apresentem baixa toxicidade ao ecossistema local. Mostram também o
vasto campo de aplicagcbes de substancias antioxidantes bem como a
importancia de novas estratégias para aumentar a estabilidade de
antioxidantes naturais.

Neste contexto, este trabalho pretende desenvolver um
composto antioxidante que apresente baixo custo operacional e baixa

toxicidade e que possa atuar tanto na area agricola como pecuaria.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver um complexo de Mg(ll) contendo o &nion
isovanilato na esfera de coordenacdo e que possa atuar como
inseticida/fungicida para o combate das formigas cortadeiras do género atta
sexden rubropillosa e seu fungo simbidtico leucoagaricus gongylophorus e

como antioxidante na preservacao de carne suina.

2.2 Objetivos especificos:

a) Sintetizar e isolar 0S seguintes complexos cis-
[Mg(phen)(iso)(H,0);](CF;COQO) e [Mg(RPA)(iso)(H,O)(OH)] onde phen
= 1,10-fenatrolina iso =acido isovanilico RPA = N-(9-(2-(((4-((1,10-
fenantrolin-5-il)carbamoil)benzil)oxi)carbonil)fenil)-6-(dietilamino)-3H-
xanten-3-ilideno)brometo de N-etiletanaminio.

b) Caracterizar os complexos obtidos pelas técnicas de IV com
transformada de Fourier, UV-Vis, ESI-MS, anélise elementar dos teores de
H, CeN, RMN 'He **C, DOSY, COSY 'H'H, TGA e ESR;

c) Avaliar a estabilidade e solubilidade dos complexos em solugdo aquosa
no escuro e na presenca de luz por RMN *H

e) Investigar a atividade inseticida e fungicida realizando ensaios in vivo
com formigas cortadeira Atta sexdens rubropilosa e seu fungo simbiotico
leucoagaricus gongylophorus;

f) Investigar a toxicidade e o stress oxidativo frente ao peixe-zebra e ratos
da familia Wistar machos;

g) Avaliar a inibicdo da peroxidacdo lipidica em amostras de carne suina

(lombo e copa lombo);
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Gl 2

Parte Experimental
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2.0 MATERIAIS E METODOS
2.1 Reagentes

Os seguintes reagentes usados nesta tese foram todos de
procedéncia da empresa Sigma Aldrich. 5-amino-1,10-fenantrolina,
brometo de 4-bromometil benzoilo, rodamina B, acetato de magnésio tetra
hidratado, &cido 3-hidroxi-4-metoxibenzdico (acido isovanilico), acido 2-
(N-morfolino) etanosulfonico, riboflavina, nitro-azul tetrazolio, o-(4-
piridil-1-6xido)-N-terc-butilnitrona, 4-hidroxi-2,2,6,6-trimetilpiperidina-1-
oxil, 2,2,6,6-tetrametil-4-iperidinol, 2,2-difenil-1-picrilhidrazil, Sal de
diamonio do 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico),
Cloreto de acetilcolina, &cido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzdico >98%, &cido
pirogélico, L-glutationa reduzido , Glutationa peroxidase bovino, albumina
de soro bovino (pH 7,0 > 98%), 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno, L-Metionina >
98%, 3,5-di-terc-4-butilhidroxitolueno, superoxido dismutase. As amostras
de carne suina lombo e copa lombo, foram obtidas da empresa
dinamarquesa Slagteriskolen (Roskilde, Dinamarca).

Os solventes trietilamina (TEA) e peroxido de hidrogénio
foram de grau HPLC, de procedéncia Sigma-Aldrich e as solugdes aquosas

foram preparadas com agua Milli-Q.

2.2 Preparacado dos complexos
2.2.1 Sintese do aqua-complexo [Mg(phen)(H,0)4](CH;COO),

Este complexo foi preparado por um método similar ao
descrito na literatura mas com algumas modificacdes.®* Em 20,0 mL de
metanol anidro adicionou-se 0,300g (1,40 mmol) de acetato de magnésio
tetrahidratado. O sistema ficou sob agitacdo constante e atmosfera de N,
por 10 minutos. Em seguida, adicionou-se 0,25 g (1,40 mmol) de 1,10-
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fenantrolina. A mistura reacional ficou sob agitacdo e atmosfera de N, em
refluxo por mais duas horas. Apds resfriar, a mistura foi filtrada e
rotaevaporada para reducdo do volume para cerca de 3,0 mL, a qual foram
adicionados 40,0 mL de acetonitrila gelada. O precipitado branco formado
foi filtrado e lavado com 50,0 mL de acetonitrila gelada. O composto foi

seco a vacuo e armazenado em um dessecador. Rendimento: 80v%.

2.2.2 Preparacao do complexo cis-[Mg(iso)(phen)(H,0)3](CH;COO)

Em um baldo de fundo redondo de 3 bocas, adicionou-se 25,0
mL de metanol anidro e 0,352 (1,64 mmol) de acetato de magnésio. Em
seguida, adicionou-se 0,300 g (1,64 mmol) de 1,10-fenantrolina e 0,278g
(1,64 mmol) do acido isovanilico. O sistema ficou sob agitacdo constante e
atmosfera de N, por 10 minutos. A seguir, adicionou-se 0,170 uL (1,64
mmol) da base trietilamina. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo
constante e temperatura de 110 °C por 2h. Apoés resfriar, a mistura foi
filtrada duas vezes para remover impurezas. A solucdo remanescente foi
rotaevaporada para cerca de 3,0 mL e na sequéncia foram adicionados 30,0
mL de agua gelada. O precipitado formado foi filtrado e lavado com 50,0
mL de agua gelada. O composto foi seco a vacuo e armazenado em um

dessecador. Rendimento: 52%.
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2.2.3  N-(9-(2-(((4-((1,10-fenantrolin-5-il)  carbamoil)  benzil)oxi)
carbonil)fenil)-6-(dietilamino)-3H-xanten-3-ilideno)brometo de  N-

etiletanaminio- (RPA)

O ligante RPA foi sintetizado seguindo o procedimento
descrito na literatura.’? Preparou-se uma solucdo de brometo de 4-
bromometil-benzoil (0,238 g, 0,860 mmol) em 25,0 mL de acetonitrila
anidra. A esta solugéo adicionou-se lentamente 50,0 mL de uma solucgéo de
5-amino-1,10-fenantrolina 0,839 g, (0,860 mmol) em acetonitrila. A
solucdo resultante foi mantida sob agitacdo constante por 18 h em
atmosfera de N, e temperatura ambiente. O sélido obtido foi separado por
filtracdo e lavado com acetonitrila anidra e solucéo de bicarbonato de sodio
5,0%. O solido foi seco sob vacuo com rendimento de 79%.

O precursor RPA foi preparado pela adi¢do de (0,50 g, 1,11
mmol) da rodamina B, 0,44 g, (1,13 mmol) do precursor intermediario 4-
(bromometil)-N-(5-amino-1,10-fenantrolina) benzamida, em 8,0 mL de
dimetilformamida anidro. A mistura reacional foi mantida por 64 h e
aguecimento de 100 + 1 °C com agitacdo constante e em atmosfera de N..
Apobs este periodo a solucdo foi rotaevaporada. O solido obtido foi
solubilizado em 20,0 mL de diclorometano, filtrado e em seguida,
rotaevaporado novamente.

Ao solido obtido foi adicionado 2,0 mL de diclorometano. Na
sequéncia, 0 produto remanescente foi purificado por coluna
cromatografica de Oxido de aluminio neutro usando como eluente uma
mistura ternaria de diclorometano, n-hexano e etanol nas proporgdes:
(10:4:1-10:2:1 v/v). As fragbes foram reveladas por cromatografia em
camada delgada, usando uma mistura ternaria de diclorometano, n-hexano

e etanol na proporc¢édo (8:1:1;v/v). A solucéo remanescente foi concentrada
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para um volume de 3,0 mL e precipitada com éter etilico anidro. O sélido

foi seco sob vacuo e rendimento de 28%.

2.2.4 Preparacao do complexo [Mg(RPA)(iso)(H,O)(OH)]

Em um tubo selado adicionou-se 10,0 mL de metanol anidro,
0,250 g (0,33 mmol) de RPA, 0,070 g de acetato de magnésio (0,33 mmol),
0,55 g (0,33 mmol) de é&cido isovanilico e 35 uL (0,33 mmol) de
trietilamina sob atmosfera de N, por 10 minutos. Em seguida a mistura
reacional foi mantida sob agitacdo constante e temperatura de 110 + 1 °C
por 2 h. Apos retornar a temperatura ambiente, a mistura foi filtrada 3
vezes para completa remocdo de reagentes livres e impurezas. A solucéo
remanescente foi rota-evaporada para cerca de 2,0 mL, e na sequéncia
foram adicionados 40,0 mL de agua gelada. A mistura foi filtrada e lavada
com 20,0 mL de acetona anidra. O solido foi seco sob vacuo. Rendimento
50%.
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2.3 Equipamentos e Técnicas de caracterizacéo

2.3.1 Equipamentos

Evaporador Rotativo da BUCHI modelo RII.

Centrifuga da FANEM modelo 206-R.

Banho termostatizado da TECNAL, modelo TE 2005.

Banho Metabolico Bubnoff da SOLAB, modelo SL 157.

Reatores fotoquimicos montados no laboratorio LAFIB, que consistem de
um sistema carrossel de 8 lampadas RAYONET nos comprimentos de onda
de irradiagdo 420 nm e 350 nm.

Homogeneizador Ultra-Turrax T-25 - Janke and Kunkel IKA-

Labortechnik, Staufen, Germany.

2.3.2 Analise Elementar

Para a determinacdo da porcentagem (%) de carbono,
nitrogénio e hidrogénio (C, H e N) foi utilizado um analisador de modelo
EA 1108 da FISONS, na central analitica do Departamento de Quimica da

Universidade Federal de Sdo Carlos.

2.3.3 Espectroscopia de Absorcao Eletronica UV-Vis

Os espectros de absorcdo eletrbnica na regido do UV-Vis

foram obtidos utilizando um espectrofotometro Agilent 8453A.
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2.3.4 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram
obtidos no estado sélido utilizando-se um espectrofotébmetro SHIMADZU
com transformada de Fourier, modelo IR Prestige-21 na regido
compreendida entre 4000 e 200 cm™. As amostras no estado sélido foram
diluidas em Csl, mantida em estufa a 120 °C, na proporcdo 1/100
(amostra/Csl).

2.3.5 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (*H, *°C,
Cosy, dept), foram obtidos em um espectrometro BRUKER 9,4 Tesla (400
MHz para frequéncia do hidrogénio) equipado com trocador automatico de
amostra, sonda de 5 mm BFO (smart probe com ATMA®) e bobina de
gradiente de campo em z, unidade geradora de gradiente de campo e
unidade de temperatura variavel. Laboratorio de Ressonancia Magnética
Nuclear do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Séo
Carlos.

Espectrometro BRUKER -14,1 Tesla (600 MHz para
frequéncia do hidrogénio): equipado com trocador automatico de amostra,
cryo-sonda TCI (*H/C/*N) de 5,0 mm com ATMA® (Automatic Tunning
MAtching) e gradiente de campo em z, sonda BBI com ATMA®, gradiente
de campo em z, unidade de temperatura variavel, unidade geradora de
gradiente de campo, unidade cryio-fit®e unidade LC-SPE acoplado.
Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear do Departamento de

Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos
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2.3.6 Ressonancia paramagnética de elétrons (EPR)

Para as medidas de ressonancia paramagnética de elétrons
foram utilizados dois equipamentos: As medidas de EPR para o complexo
cis-[Mg(phen)(iso)(H,0)3](CH;COQ), foram realizadas com um
espectrometro Bruker EMX Plus (Rheinstetten, Germany) operando na
banda-X, frequéncia de 9,76 GHz, poténcia de micro-ondas de 1 mW, e
amplitude de modulacdo de 1 G, cavidade retangular TE 102, capilar de
quartzo (d.i.= 0,75 mm) a temperatura de 303 K. Estes experimentos foram
realizados no Instituto de Quimica de Sdo Carlos da Universidade de Séo
Paulo.

A atividade antioxidante do complexo livre e na presenca de
carne de porco foi investigada utilizando o espectrometro Bruker ER-
160FC e Magnettech Miniscope MS200 ESR (Berlim, Alemanha) nas
seguintes condi¢bes: campo de modulagdo 100 kHz, amplitude de
modulacdo 0,200 G (POBN) e 0,700 G (TEMPO), constante de tempo
327,68 ms, tempo de conversdao 1310,72 ms, campo central 3365,98 G
(POBN) ou 3364,15 (TEMPO), largura de varredura 49,82 G (POBN) ou
97,78G (TEMPO), frequéncia de micro-ondas 9,64 GHz, poténcia de
micro-ondas 20,0 mW e temperatura 23 = 1° C. A varredura do campo
magnético  foi  calibrada usando padrdo de  2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) ®. Estes experimentos foram realizados no

departamento de alimentos da Universidade de Copenhagen-Dinamarca.

2.3.7 Analise Termogravimetrica— TGA

As analises de TGA foram realizadas no equipamento TG 209
F3 Tarsus, sob fluxo continuo de N,, na faixa de temperatura de 40 a 600 +

1°C, a uma taxa de aquecimento de 20°C.min™. Foram obtidos os perfis de
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degradacdo térmica de cada uma das amostras. Utilizou-se 10,0 mg das

amostras.

2.3.8 Calculos computacionais

A geometria do complexo cis-
[Mg(phen)(iso)(H,0);](CH3;COO) foi otimizada pelo programa Gaussian
09, no véacuo em nivel da teoria do funcional de densidade com o
funcional hibrido B3LYP ® e conjunto de base LanL2DZ.%® Apés definicio
das bases, realizou-se os célculos levando em consideracdo o efeito dos
solventes metanol e agua, utilizando o modelo de polarizacdo continua,
cujo efeito de polarizacdo é representado numericamente e computado por
uma integracdo numérica. Assim, a estrutura otimizada foi utilizada nos
estudos de estado excitado. As energias das transi¢Oes eletrbnicas foram

obtidas pelo método TD-DFT (dependente do tempo).
2.3.9 Luminescéncia

Os espectros de emissdo e de excitagdo foram obtidos no

espectrofluorimetro Shimadzu modelo RF-5301 PC .

2.4 Metodologia

2.4.1Actinometria

A intensidade da luz incidente nos estudos fotoquimicos foi
medida através da actinometria. Foi utilizado o actindmetro quimico sal de
Reinecke  trans-K[Cr(NH;),(NCS),].*"®*® Para obtencdo do sal
Kz[Fe(C,04)s] 3H,0 utilizou-se uma mistura de uma solucéo de 1,50 molL"

' de K,C,0, e com uma solucdo 1,50 molL™" de FeCl; sob agitacio
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constante e protegida da luz, foi utilizado 1,0 L de solugdo. O precipitado
de K;[Fe(C,04)3].3H,0 foi recristalizado em agua morna, depois seco e
armazenado em um dessecador na auséncia de luz.

Irradiou-se 3,0 mL da solucdo do actinGmetro em uma cela de
quartzo de 1,00 cm de caminho 6ptico por 3 min. Em seguida, transferiu-se
uma aliquota de 2,0 mL da solucdo de actindmetro irradiada para um baldo
volumétrico de 10,0 mL contendo 2,5 mL de tamp&o acetato (1,0 molL™ em
solucdo de H,SO, 0,50 moIL'l), e 1,0 mL de uma solucgédo 0,1% de 1,10-
fenantrolina. O volume da solucdo foi ajustado para 10,0 mL com &gua
destilada. Em seguida, preparou-se um branco utilizando 0 mesmo
procedimento, exceto que a solucdo de actinOmetro ndo foi irradiada. As
duas solucdes foram mantidas no escuro por uma hora e, ap0s esse tempo,
foram medidas as absorbancias das duas solu¢Ges no comprimento de onda
de 510 nm.

Para calcular a intensidade da luz incidente utilizou-se a
equacao 1:

_6,02x107 x ¥, xV, x A4
@p, XIXV, XIXEL, X f

I

I

1)
Onde:

V, = volume da solucgéo de actinémetro irradiada (mL);

V, = volume da aliquota de solucéo irradiada para analise (mL);

V3 = volume final, ou seja, volume do baldo volumétrico onde o V, foi
diluido;

AA = diferenga da absorbancia a 510 nm da solugdo irradiada e da
absorbancia a 510 nm do branco;

®Fe** = rendimento quantico de formacio do jon Fe?* no comprimento de

onda da luz irradiada;
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f = fracdo da luz absorvida pela solucéo irradiada no comprimento de onda
de irradiacéo;
t = tempo de irradiacdo em segundos;
| — caminho ético da cela (cm);
ere = coeficiente de extingdo molar do ion complexo [Fe(phen)3]** a 510
nm (¢ =1,11x10* L cm™ mol™);
l; = intensidade da luz incidente (Einstein s™);

O valor encontrado para a intensidade das lampadas usadas
nos experimentos fotoquimicos em solucdo aquosa para o complexo Il foi
de 1,26.107 Einstein s™* .

2.4.2 Rendimento quantico de emissao

O calculo de rendimento quéantico de emisséo é definido como
a razdo entre o numero de fdétons emitidos pelo nimero de fotons
absorvidos por um determinado composto. Este pode ser determinado por
comparacdo com um padréo conhecido da literatura,®® como [Ru(bpy)s]**,

a partir da equacdo (2) :

Do = Dty (laml Aam) (Astal Istg) (Nam/Msta)” (2)

Onde,

Aam, Agg 5S40 as absorbancias da amostra e do padrdo em um mesmo
comprimento de onda;

l.m, lsta SA0 as intensidades integradas de emissdo da amostra e do padréo;

Nam, Nstd S30 0 indices de refracdo dos solventes®™*

usados para preparar
as solucdes da amostra e do padréo.
Os valores de rendimento quantico encontrados para rodamina

B, precursor RPA e complexo, foram 0,71, 0,65 e 0,62 respectivamente.
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2.4.3 Condutividade molar

As medidas de condutividade molar para o complexo cis-
[Mg(phen)(iso)(H,0);](CH3;COOQO) foram realizadas em um condutivimetro
Thermo Electron Coporation Orion 013610, sendo o aparelho calibrado
com solucdo padrdo de cloreto de potassio (thermo) 1413 uS/cm e 25 °C.
ApOs a calibracdo, o eletrodo foi lavado com agua miliQ. Em seguida,
foram efetuadas as medidas dos padrdes cloreto de magnésio, sulfato de
magnésio e acetato de magnésio em solugdes de 2 e 10%.% Por conta da
solubilidade, as medidas do complexo foram preparadas em solucgdes 0,5 e

1%. As medidas foram realizadas em triplicatas.

2.4.4 Determinacédo do pKa utilizando o método potenciometrico

O Pka do complexo cis-[Mg(phen)(iso)(H,0)3](CHsCOQ) foi
determinado pelo método potenciométrico. Para as medidas de ph foram
preparadas solucBes de &cido cloridrico 2,0x10” molL™ e hidréxido de
s6dio 2,0x10 molL™. Preparou-se um branco e em seguida solubilizou-se
6,0 mg do complexo cis-[Mg(phen)(iso)(H,0)3](CHsCOO) em 15,0 mL de
agua miliQ em um béquer de 50,0 mL, sob agitacdo constante. O pH da
amostra foi ajustado para 12 com a solucdo padrdo de NaOH. Durante as
medidas o eletrodo permaneceu em repouso até estabilizacdo da leitura.
Foram adicionadas aliquotas de 25 a 2000 pL da solugéo padréo de HCl 4
a amostra, e apds cada adicdo o pH foi registrado até atingir o pH 2. Com
0s dados obtidos obteve-se uma curva de titulagdo (pH x V) para
determinacdo do pKa do complexo cis-[Mg(phen)(iso)(H,0);](CH3;COO) .
Os experimentos foram realizados em triplicatas. A mesma metodologia foi

aplicada para o acido isovanilico livre.*!
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2.4.5 Determinacdo da estabilidade quimica utilizando a técnica de

ressonancia magnética nuclear de hidrogénio RMN 'H

O estudo de estabilidade foi realizado em solugdo aquosa pH=
7,4. O complexo cis-[Mg(phen)(iso)(H,0)s](CH;COQO) foi exposto a luz
solar e comparado com a amostra protegida da luz através dos espectros de
RMN 'H. Os experimentos foram realizados durante 5 dias para ambas as

amostras. Os espectros foram processados no software MestReNova 9.0.

2.4.6 Determinacao da atividade sequestradora do radical anion

superoxido (O,") utilizando o nitro-azul tetrazélio (NBT)

Para avaliar a capacidade sequestradora do radical &nion
superdxido (O,7) utilizou-se riboflavina como fotosensibilizador, nitro-azul
tetraz6lio como spin trap e 0 aminoacido metionina como substrato.” O
meio de incubacdo consistiu de 10,0 pL de Riboflavina com uma
concentracdo de 3,3 umolL™, 100,0 pL de metionina em uma concentragio
de 10,0 mmolL™, 100,0 uL de NBT em uma concentracdo de 46,0umolL™
e 2,80 mmolL™ de tampao fosfato pH=7,4 em uma concentracdo de 0,10
mO“__l. 95,96

O sistema foi incubado por 5 minutos em um reator utilizando
lampadas de 420 nm. Em seguida, determinou-se o valor da absor¢do em
560 nm das solugbes em estudo contra um branco. Concentracdes de 50;
100,0; 150,0; 200,0; 250,0 e 300,0 pmolL™ do &cido isovanilico livre e do
complexo cis-[Mg(phen)(iso)(H,0)3](CH;COOQ) foram investigadas e logo
apos calculou-se o I1Cs.

Os resultados foram expressos em média £ SD, considerado
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100% da reducdo do NBT como controle. Os valores de I1Cg, foram

calculados a partir de regressao nao linear no software Graphpad Prism 6.0.

2.4.7 Determinacao da atividade antioxidante do complexo | pelo
decréscimo do sinal de EPR do radical 2,2-difenil-1-picril hidrazil
(DPPHs)

Foram preparadas solucdes do radical DPPH e do complexo
cis-[Mg(phen)(iso)(H,0)s](CHsCOO) nas concentracdes de 1,0x10™ molL’
e 1,0x10°° molL* respectivamente, em metanol. Em seguida, a amostra do
complexo foi diluida nas concentragdes de 25; 50; 75; 100; 150; 200 e 250
uM. As mesmas concentrages foram estudadas para o acido isovanilico
livre. Em um tubo de ensaio foram adicionados de 25,0 até 250,0 uL de
solucdo do acido isovanilico livre e do complexo a solucdo do radical
DPPH’ e deixados no escuro por 1h. Os valores de ICs, foram calculados a
partir de regressdo ndo linear no software Graphpad Prism, versdo 6.0 a
partir do calculo das integrais (area relativa) de todos os sinais do radical

DPPH obtidos no EPR em funcio da concentragdo do complexo.®’

2.4.8 Determinacéao da atividade antioxidante do complexo cis-
[Mg(phen)(iso)(H,0);](CH3;COO) pelo decréscimo da absorc¢éo no
visivel do radical ABTS™

O radical ABTS™ foi gerado a partir da reacdo entre o sal de
ABTS e persulfato de potassio. Preparou-se uma solucdo 0,0070 molL™ do
sal ABTS e 0,0025 molL™ de persulfato de potéassio em agua destilada, em
seguida, essa solucdo foi mantida em repouso no escuro por 16 horas para
formacédo do radical. Apos o periodo de incubacdo, a solucdo do radical

ABTS™ foi diluida em tampéo fosfato (pH 7,4). As solugBes do complexo e
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do &cido isovanilico livre foram preparadas em solucdo tampéo fosfato pH
7,4 utilizando uma concentragdo de 1,0 x 10 molL™.

Em uma cubeta foram adicionados 900,0 uL da solucdo de
radical ABTS™ (maximo de absorcdo em 734 nm, €734 = 15000 mol™*Lem™)
e 100,0 uL da solugdo do complexo ou do ligante. A mistura foi incubada
por 10 minutos a temperatura ambiente, e em seguida, foi realizada a
leitura das absorgdes.

O valor de 1Cs, (concentragdo de composto necessaria para
reduzir a concentracéo inicial do radical ABTS™ em 50%) foi determinado
variando a concentracéo do inibidor entre 0 e 200,0 pmolL™. Assumindo o
controle como 100% da atividade do radical ABTS™, a porcentagem de
inibicdo antioxidante do complexo foi calculada em comparacdo ao
controle.®® Foram utilizados como padrdes o Trolox e a Vitamina C. Os
experimentos foram conduzidos em triplicata e os dados tratados no

software GraphPad Prism 6.0.

2.5 Atividade inseticida do complexo cis-
[Mg(phen)(iso)(H,0)3](CH3;COO) : ensaios in vivo com as formigas

cortadeiras do género atta sexden rubropillosa
2.5.1 Colecéo de insetos

As formigas cortadeiras atta sexdens rubropilosa foram
coletadas aleatoriamente em formigueiros do Laboratorio de Formigas
Urbanas e Abelhas do Instituto de Biociéncias - UNESP - Rio Claro. 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.

Laboratodrio de Fotoquimica Inorganica e Bioinorganica - LaFIB
27



Introducéo

2.5.2 Bioensaios

O complexo cis-[Mg(phen)(iso)(H,0);](CHsCOO) e o acido
isovanilico livre foram incorporados a dieta artificial das formigas nas
concentragdes de 0,20 ateé 2,0 mg/g. Para manutencdo das formigas isoladas
do formigueiro, foi usada uma dieta solida preparada com 1,25g de glicose,
0,259 de peptona bacterioldgica, 0,025 g de extrato de levedura e 0,25 g de
4gar bacterioldgico, dissolvidos em 25,0 mL de agua destilada.*® Para
realizacdo dos bioensaios, foram utilizadas operarias médias de atta
sexdens rubropilosa com massa corporea variando de 15,0 a 20,0 mg.
Foram distribuidas em lotes de 50 operéarias para cada concentracéo testada,
divididas em grupos de dez formigas e mantidas em 5 placas de Petri de 10
cm de didmetro forradas com papel filtro.

As placas foram colocadas em estufa a temperatura de 24 + 1 °C,
umidade relativa acima de 70% e examinadas diariamente para a retirada e
anotacdo do numero de formigas mortas durante um periodo de 25 dias. Os
dados obtidos foram comparados através do teste ndo paramétrico “log-
rank”, com nivel de significancia de 5%, utilizando-se o software

GraphPad, aplicativo Prisma 6.0.*%

2.5.3 Ensaios de ecotoxicidade (testes de toxicidade aguda) e estudo

aquatico com o peixe-zebra

A ecotoxicidade do complexo cis-
[Mg(phen)(iso)(H20)3](CH3;COO), foi investigada usando o peixe-zebra
(danio rerio) com dimensdes de 3,40 + 0,04 cm e 0,35 + 0,01 g. °* Foram
obtidos da empresa Aquaritiba Aquérios e Peixes Ornamentais Ltda em
Curitiba-PR e transportados ao Laboratorio de Toxicologia Ambiental do

Departamento de Farmacologia da Universidade Federal do Parand, sendo
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mantidos em aquérios estoques de 20,0 L para o processo de aclimatacéo,
com foto-periodo de 12h claro: 12h escuro, aeracdo constante e temperatura
da agua de 25 = 1°C. Receberam alimentacdo diariamente com racéo para
peixes ornamentais da marca Alcon®. Este projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal do
Parana sob o n°® 943.

Ap0s aclimatacdo, os peixes foram divididos em cinco grupos
experimentais (20 peixes cada grupo), sendo o grupo controle mantido
durante todo o periodo experimental. Os demais grupos foram expostos as
concentragdes de 0,20; 1,00; 2,00 e 3,00 mg/L do complexo. O bioensaio
foi estatico com duracdo de 96 horas. Apos o periodo de exposi¢do, 0S
animais foram anestesiados em 4&gua contendo benzocaina 1% e
eutanasiados por seccdo medular. O cérebro e as visceras (figado +
intestino) foram retirados e armazenados em freezer -80°C para analises

bioquimicas.

2.5.4 Ensaios de biomarcadores bioquimicos no peixe zebra

Devido a pequena quantidade de tecido, as analises
bioquimicas foram realizadas utilizando 2 peixes. As amostras (figado +
intestino) foram descongeladas, moidas, pesadas e homogeneizadas na
proporcdo de 1:10 (m/V) em tampéo fosfato 0,10 molL™ e pH 7,0. As
amostras de cérebro foram homogeneizadas em tampao fosfato 0,10 molL™
e pH 7,5 com auxilio de um micro-homogeneizador. J& as amostras das
visceras (figado + intestino) foram centrifugadas por 30 minutos a 15.000
Xg a 4°C e as de cérebro, por 20 minutos a 10.000 xg a 4°C, obtendo-se
assim duas fases. Para as amostras de cérebro determinou-se a atividade da
enzima acetilcolinesterase e nas visceras (figado + intestino) analisou-se a

atividade das enzimas superoxido dismutase, catalase e glutationa S-
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transferase , além da lipoperoxidacdo.’®® ' ' Em uma microplaca
adicionou-se as amostras, o 5,5-ditio-bis-2-nitrobenzoato) a 0,75 mmolL™
e o substrato acetiltiocolina a 10,0 mmolL™. 1% % 1% As |ejturas foram
realizadas em 405 nm.

As analises da enzima superdxido dismutase foi determinada
utilizando-se a capacidade de auto-oxidacdo do pirogalol. Em um
microtubo adicionou-se amostra, tamp&o (Tris-base 1,0 molL™/EDTA 5,0
mmoll* pH 8,0) e pirogalol (150 mmolL™) mantendo-se a mistura
incubada por 30 min. Na sequéncia adicionou-se 600 uL de HCI (1,0
molL™. %1% A absorcéo da solucéo resultante foi medidaa em 440 nm.

A atividade da enzima catalase foi avaliada utilizando-se uma
microplaca, na qual foram adicionados as amostras e solugdo tampéo (Tris—
base 1,0 molL™ /EDTA 5,0 mmolL™ pH 8,0, perdxido de hidrogénio 20,0
mmolL™® em 400,0 uL de agua MilliQ)."®'" A absorcdo da soluco
resultante foi medida em 240 nm.

A atividade da enzima glutationa S-transfersase foi
determinada utilizando-se uma microplaca, na qual foram adicionados as
amostras e solugdes de glutationa reduzida a 3,0 mmolL™ e 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno a 3,0 mmolL™ em 400,0 pL de agua MilliQ. % 1% A
absorcao foi medida a 340 nm.

As analises da lipoperoxidacdo foram realizadas pela avaliacao
da concentracdo de hidroperoxidos usando o ensaio FOX (Ferrous
Oxidation/Xylenol Orange Method). O sobrenadante das amostras foi
tratado com metanol na proporc¢édo 1:2 (v/v) sendo em seguida centrifugado
por 10 minutos a 10.000 xg a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi
transferido para microtubos e incubado com uma solucdo de laranja de
xilenol 100,0 p molL™, H,SO, 25,0 mmolL™, BHT 4,0 pmolL™, sulfato

ferroso amoniacal 250 pmolL™ e metanol 90% por 30 min. A absorcio do
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sistema reacional foi medido a 570 nm. ' A concentracéo de proteina foi

determinada com albumina bovina como padrdo. **°

2.5.5 Experimentos in vivo - Estudos em ratos de Wistar (machos)

Foram usados ratos machos de aproximadamente 4 meses de
idade, com peso entre 230 e 300g provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal do Parand (UFPR). Para este estudo 5 animais foram
mantidos em gaiola de policarbonato (41 x 34 x 16 cm) com cepilho. As
gaiolas foram colocadas, em uma sala com umidade e temperatura
controladas (22 +2°C), com ciclos claro e escuro de 12 horas (7-19h). A
agua e a comida foram fornecidas a vontade durante todo o estudo. Os
animais foram distribuidos aleatoriamente em grupos distintos de acordo
com a necessidade de cada experimento. Todos 0s experimentos e
tratamento dos animais foram submetidos e aprovados pelo Comité de
Etica do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR, protocolo ndimero 924. O
méaximo de esforco foi empreendido para minimizar possiveis desconfortos
causados aos animais.

Foi realizado um estudo crénico durante 21 dias, no qual foi
utilizado uma solucéo de 3,0 mg/mL do complexo preparado em solucdo
salina 5% (m/v) e aplicada intraperitoneal com uma dosagem de 3,0 mg/kg
todos os dias, as 14:00 horas. No 21° dia foi realizado uma sessao treino, e
no 22° a sessdo teste. '

Com o objetivo de avaliar a atividade motora dos ratos, foi
executado o teste de campo aberto, no qual utilizou-se um aparato que
consiste em uma arena redonda (100 cm de didmetro e 45 cm de altura),
com o solo dividido em 19 quadrantes, Figura 2.1. Os animais foram

colocados no centro do campo aberto e deixados a explora-lo livremente
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durante 5 minutos. Foram registrados trés parametros motores: Numero de
quadrantes (isto é, o nimero de travessias das quatro patas do animal de um
quadrante para outro), frequéncia de levantar (o nimero de vezes que 0S
animais permaneciam sobre as patas traseiras) e tempo de imobilidade

(tempo em segundos que o animal permanece imével).*?

Figura 2.1: Representacdo do Campo Aberto
Fonte Adaptado: CRYAN et al., 2002

2.5.6 Teste de natacdo forcada

O teste de natacdo forcada consistiu em duas etapas. A
primeira foi uma sesséo treino, na qual os animais foram colocados em um
tanque cilindrico de policloreto de polivinila com dimensdes de 25 cm de
diametro e 60 cm de altura, preenchido com agua a uma temperatura de 24
+ 1 °C, com profundidade de 25 cm, que ndo permite que os ratos toquem o
fundo do tanque por 15 min, Figura 2.2. Ap0s 24 horas da primeira sesséo,
os animais foram submetidos ao teste de natacdo por 5 minutos e seu
comportamento monitorado por uma camera localizada acima do
tanque.m'““

Esse teste teve como objetivo avaliar 3 parametros
comportamentais: tempo de natacdo (definido como movimentos

horizontais, no qual o animal realiza movimentos circulares e cruzamentos
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de um quadrante para o outro), tempo de imobilidade (verificada quando
ndo existe nenhum movimento adicional além daqueles necessarios para
manter a cabeca do animal fora da 4gua) e o tempo de escalada (consiste
em movimentos verticais, no qual o animal tenta com as patas dianteiras
escalar as paredes do cilindro). A agua era substituida ap0s cada teste a fim
de evitar a influéncia de temperatura e substancias deixadas pelo rato

anterior. Os resultados foram expressos em segundos.™*>**°

Figura 2.2: Representacdo do experimento de natacdo forcada
Fonte Adaptado: CRYAN et al., 2002

2.5.7 Labirinto em cruz elevada

Para avaliar o comportamento ansiolitico dos ratos, um dos
testes mais utilizado é o labirinto em cruz elevada, o qual baseia-se em
respostas incondicionadas a ambientes potencialmente perigosos.”’ O
aparato para o teste consiste em dois bragos abertos e dois bracos fechados
(por paredes laterais), opostos entre si, conforme a Figura 2.3. O rato é
posto no centro do labirinto e deixado a explora-lo e todo comportamento é

filmado por 5 minutos.
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Figura 2.3: Representacédo do labirinto em cruz elevada
Fonte Adaptado: WALF et al., 2007

2.5.8 Biomarcadores bioquimicos - (ratos Wistar)

Para  determinacdo da  atividade das  enzimas
acetilcolinesterase, superoxido dismutase, catalase, glutationa S-transferase
e da lipoperoxidacdo (utilizou-se a mesma metodologia de biomarcadores

bioquimicos aplicada em 2.5.4)

2.5.9 Desativacdo do estado tripleto da riboflavina e inibicdo do

oxigénio singleto pelo complexo cis-[Mg(phen)(iso)(H,0)3](CH;COO)

Oxigénio singleto (102) foi gerado pela exposicdo da
riboflavina a luz de 436 nm. **®* A formacdo do oxigénio singleto foi
monitorada com o 2,2,6,6-tetrametil-4-piperidinol (TEMP) como spin trap
pela formacédo do radical estavel 4-hidroxi-TEMPO gerado pela reacéo do
TEMP com oxigénio singleto.”*** O oxigénio singleto foi gerado em 2,0
mL de 4gua destilada contendo TEMP (100,0 mmolL™) e riboflavina (2,0 x
10™ molL™). Foram preparadas amostras de acido isovanilico e complexo
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cis-[Mg(phen)(iso)(H,0)3](CH3;COO) em diferentes concentragdes (20-600
umolL™).

As amostras foram irradiadas a temperatura ambiente em uma
cubeta de quartzo durante 20 min. Os valores de ICs, foram calculados por
regressao ndo-linear a partir da integracéo (area relativa) de todos os sinais

de EPR do radical em funcéo da concentracio estudada.’’

2.5.10 Oxidacéo lipidica monitorada por espectroscopia de

ressonancia paramagnética de elétrons

As amostras de carne foram preparadas por homogeneizacgéo
em solugdo tampdo (MES 50,0 mmolL™ pH 5,7) utilizando um
homogeneizador Ultra Turrax. Para este experimento, manteve-se uma
relacdo de 4:10 m/v, (emulsdo de carne/solucdo tampéo), spin trap POBN
(100 mmolL™) e diferentes concentragdes do complexo cis-
[Mg(phen)(iso)(H,0)s](CH;COO) (100 a 700 umolL™). O 4cido isovanilico
livre ndo foi estudado devido a sua baixa solubilidade em &gua. As
amostras foram aquecidas durante 2 horas em banho-maria a 75 = 1°C em
pequenos sacos plasticos.?! Na sequéncia, foram filtradas e centrifugadas a

temperatura ambiente para separacao da fase aquosa e analisadas por EPR.

2.5.11 Estudo de tempo de armazenamento de carne suina

Com o intuito de investigar o efeito protetor do complexo cis-
[Mg(phen)(iso)(H20)3](CH;COO) durante o tempo de armazenamento das
amostras de carne, utilizou-se o spin trap POBN na concentracdo de 100,0
mmolL™ em solugdo tamp&o fosfato pH 7,0 e 5g de emulsdo de carne para

10 mL de solugdo tampdo (m/v), utilizando-se uma concentracdo de 1,50
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mmolL™ do . As amostras foram mantidas em recipientes de vidros dentro
de uma estufa a 70 £ 1 °C protegidos da luz.

O estudo da peroxidagdo lipidica das amostras foi
acompanhado pela formacao do radical/adulto/POBN’ durante 15 dias, por
espectroscopia paramagnética de elétrons.’”? Os valores de ICs, foram
calculados por regressdo nédo linear a partir da integracdo (&rea relativa) de

todos os sinais em funcéo da concentragao estudada. *’

2.5.12 Taxa de consumo de oxigénio

As amostras foram preparadas com 13,0 g de carne suina a
qual foi homogeneizada com 107,0 mL de solucdo tampdao MES 0,050
molL™? pH 5,7. A suspensdo foi mantida a 37,0°C e imediatamente
transferida para um recipiente de vidro totalmente vedado (150,0 mL). As
amostras foram mantidas sob agitacdo constante e a concentracdo de
oxigénio foi medida com um eletrodo de oxigénio de Clark por 180
minutos. A proporcdo de 100% de leitura de oxigénio foi calibrada com
solucdo tampao MES com saturacéo de ar a 37 = 1°C durante 15 minutos.
123 Foi realizado um ajuste linear entre 96 e 66% para calcular a taxa de
consumo de oxigénio expresso em % O,/Min. Cada amostra consistiu em
quatro réplicas independentes e os dados foram apresentados como média +

desvio padrédo (SD).
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2.5.13 Analise estatistica

Todas as analises foram realizadas em duplicatas ou
quintuplicata e foram expressas como média + DP. As analises foram
executadas com o uso dos programas OriginPro2015 e GraphPad Prism
6.01. Todos os testes foram considerados como estatisticamente

significantes, quando p <0,05.
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%W g

Sintese e Caracterizacdo do Aquo-complexo
[Mg(phen)(H,0),](CH;COO), do ligante RPA e dos
Complexos
cis-[Mg(iso)(phen)(H,0)s]( CH3;COO) e
[Mg(RPA)(is0)(OH)( H,O)] onde iso = isovanilato
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3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao por RMN do aquo-complexo
[Mg(phen)(H:0),](CH3;COO0O),

Com o objetivo de avaliar o efeito da coordenacdo do ligante
1,10-fenantrolina ao fon Mg(ll), 0 aquo-complexo
[Mg(phen)(H,0)4](CH3;COO"), foi sintetizado, conforme o procedimento

descrito na secdo 2.2.1 e esquematizado na via sintética 3.1.

H,0

= 2
/ \ Mg(CH;CO00), 4H,0 N N/””/"""Mgz+““\0H2

- (CH;C00),
(0]
iy —/ 2h- MeOH-110°C = N/ Nou,
S
H,0

Esquema 3.1: Rota sintética para o aquo-complexo

Os dados de analise elementar de C, H e N indicam a presenca
de um composto com formula minima de CgH,,MgN,Og, Tabela 3.1. A
partir dos dados do espectro de massas, Figura A, em anexo, € possivel
verificar a presenca dos fragmentos m/z = 181,07 correspondendo a

phenH" e do fragmento m/z = 203,05 referente ao jon [Mg(phen)]*".

TABELA 3.1: Resultados de analise elementar dos teores de C, H e N para
o complexo [Mg(phen)(H,0),](CH;COO), considerando a férmula minima
C16H22MgN208.

experimental (teérico) %

C H N
44,12 (44,62) 5,92 (6,08) 6,44 (6,50)
% Erro 1,13 2,70 0,93
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Os espectros de RMN de 'H da 1,10-fenantrolina e do aquo-
complexo sdo mostrados na Figura 3.1 (A e B), e as atribui¢cdes dos picos
na Tabela 3.2. A coordenacdo da 1,10-fenantrolina ao ion Mg(ll) levou ao
deslocamento de todos os sinais da fenantrolina para maiores frequéncias,
bem como na alteracdo da multiplicidade dos sinais, de dubletos e
multipletos bem definidos, para singletos alargados, Figura 3.1 B. Essa
alteracdo pode ser atribuida a alta densidade de carga do ion Mg(ll) que
altera o momento de quadrupolo elétrico da molécula, indicando que a
troca do hidrogénio ocorre a uma velocidade alta. 2% '

De maneira geral, os tempos de relaxacdo em espectroscopia
de ressonancia magnética nuclear (RMN) podem ser descritos como:
relaxacdo spin-rede ou longitudinal, caracterizada por T, e relaxacéo spin-
spin ou transversal, caracterizada por T,. Vale lembrar, no entanto, que
ambos 0s processos sdo distintos e ocorrem simultaneamente, mas com
tempos diferentes dependendo da amostra. *2* 1%

Os dados da Tabela 3.3, mostram uma reducédo no tempo de
relaxacdo T, ap0s a coordenacdo do ion Mg(ll) em todos os prétons. O
tempo de relaxagéo do préton T, ; da 1,10-fenantrolina, por exemplo, teve
seu tempo reduzido em 84% apos a coordenacéo. Isso indica que tal efeito

pode esta relacionado com alto poder polarizante do fon Mg(ll).** 2% 127
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(CH;CO00),
A
o.2 2.0 8.8 8.6 8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2
1 (ppm)
B

9.4 9.2 9.0 8.8 8.6 8.4 8.2 8.0 7.8 7.6
f1 (ppm)

FIGURA 3.1: Espectros de RMN H para a phen livre (A) e do complexo
[Mg(phen)(H,0)4](CH3;COO), (B), em MeOD-d,a 25 £ 1°C.
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TABELA 3.2: Dados de  RMN de 'H para 1,10-fenantrolina (phen) livre e
para 0 aquo-complexo ([Mg(phen)(H,0)4](CH;COO0),) em MeOD-d, a 25

+ 1 °C. Deslocamentos quimicos em & (ppm), multiplicidade de spin entre

parénteses.
'H phen agquo-complexo
6 (ppm,m) 6 (ppm, m)
1,10 8,98 (dd) 2H 9,17 ™
3,8 8,34 (dd) 2H 8,75 (sI)
5, 6 7,82 (s) 2H 8,14 (sl)
2,9 7.65(q) 2H 8,01 (sl)

* (sl) Sinal alargado

TABELA 3.3: Dados de  RMN de *H para o tempo de relaxacéo da 1,10-

fenantrolina livre (phen) e do aquo-complexo
[Mg(phen)(H,0),](CH3COO0), em MeOD-d, a 25 + 1 °C.
A) phen B) [Mg(phen)(H,0),](CH3;COO);,
Tia ] Tia
N N, g
T. de relaxacdo (s) phen [Mg(phen)(H,0)4](CH;COO),
Ti 5,60 0,89
T 4,70 2,67
Ti3 4,60 3,25
Ti4 4,50 3,21
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3.2 Caracterizacao do cis-[Mg(iso)(phen)(H,0)s](CH;COO)

O esquema 3.2 apresenta a rota sintética usada na obtencdo do
complexo cis-[Mg(iso)(phen)(H,0)3](CH3;COO). Os dados de analise
elementar de C, H e N mostrados na Tabela 3.4 indicam a presenca de um

composto com formula minima [MgCj,H»,N,Oq] MM = 484,75 g/mol.

(o} H20

cad
o) /
/ _@—MOH NS NI/I[”" | \‘OHZ
4 \ Mg(CH,CO0"), 4H,0

HO /’“Mg2+ H
=N N= ~ N | \0\/
U H

o,

2h - MeOH - 110 °C
" [(CH;COO0")

...0
éLOH

ol

Esquema 3.2: Rota sintética para obtencdo do complexo cis-
[Mg(iso)(phen)(H,0);](CH3;COO).

TABELA 3.4: Resultados de anélise elementar dos teores de C, H e N para
o complexo cis-[Mg(iso)(phen)(H,0);](CH3;COO) considerando a férmula
minima MgCxH»sN,0q.

MM(g/mol) experimental(tedrico) %
C H N
484,75 55,01 (54,51) 5,12 (4,99) 5,91 (5,78)
% Erro 0,90 2.53 2,1

Todas as tentativas para obtencdo de um mono cristal que
permitisse a andlise estrutural do complexo falharam. Por este motivo a
geometria do complexo foi otimizada por célculo computacional usando a
teoria do funcional de densidade (DFT).

A estrutura molecular otimizada é mostrada na Figura 3.2 e 0s

parametros geometricos (comprimentos de ligacdo e angulos de ligacédo) na
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Tabela 3.5. A estrutura proposta é coerente com outros complexos de
Mg(11) contendo grupos carboxilato na esfera de coordenagdo.'?® 129 130. 131

Na estrutura mostrada na Figura 3.2, um dos atomos de
oxigénio do grupo carboxilato do ligante isovanilato esta coordenado ao
fon Mg(ll) e o outro interage por uma ligacdo hidrogénio com uma
molécula de agua coordenada ao Mg(ll), deixando a carga negativa do
grupo carboxilato ressonando sobre o anel gerado com a coordenacao.

Na geometria otimizada dois aomos de N do anel da
fenantrolina ficam posicionados perpendiculares ao isovanilato e quase
simetricamente localizados entre duas moléculas de agua uma das quais
interage com o isovanilato . Os comprimentos de ligacdo obtidos sdo
coerentes com os observados para complexos de Mg(Il) contendo na esfera
de coordenacdo moléculas de agua e grupo carboxilato. ¥ 3! Os dados da
Tabela 3.5 mostram que a ligac@o hidrogénio com o 4&tomo de oxigénio do
grupo carboxilato fortalece a ligacdo Mg-O(carboxilato) em relacdo as
ligacdes Mg-O(OH,). Por outro lado, espera-se que a ligacdo hidrogénio
deveria diminuir a basicidade do grupo -carboxilato (isovanilato).
Consistente com a geometria proposta o espectro de RMN de *C do
complexo mostrou um deslocamento quimico do C13 do grupo carboxilato
do isovanilato de 7 ppm, indicando um aumento da acidez do anion

isovanilato apos coordenacdo ao ion Mg(ll), Figura 3.3.

,,,, \\\\\OHZ J‘
= N/ Mlg\o/ " f f j
QU H f)
° (o) 4 o g
> 2 )__* '/ ’
o E H!)—% @,
o 5 °

FIGURA 3.2: Estrutura do complexo cis-[Mg(iso)(phen)(H,0);](CH;COQO) (A)
e (B) Estrutura otimizada em fase gasosa utilizando o DFT.
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TABELA 3.5: Pardmetros geométricos (comprimentos de ligacdo) para a
geometria otimizada por DFT do complexo cis-
[Mg(iso)(phen)(H20)3](CH;COO)

129,131

Dados teoricos

Ligacdo Comprimento de ligacdo(A)
Mg-043 2,08
Mg-045 2,12
Mg-049 2,08
Mg-02 2.04
03-045 2,55
Mg-N4 2,17
Mg-N13 2,20
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0
/O’Md
¢
H
A) anion isovanilato B) [Mg(phen)(H,0),](CH;COO),
13
180 177 174 171 168 165 162 159 156 153 15 3
fl(ppm) 80 ;8 6 62 9 6 3 E
1 177 174 171 1 - (1pp5m)1 15 15 15 irs

FIGURA 3.3: Espectro de RMN de *C na regido compreendida entre 150 e
180 ppm para o anion (A) e para o0 complexo cis-
[Mg(phen)(iso)(H,0);](CH3;COO) (B) em MeOD-dg a 25 £ 1 °C.

Para corroborar com a analise estrutural realizou-se
experimentos de RMN de 'H, e COSY. Os espectros de RMN de 'H para o
complexo cis-[Mg(iso)(phen)(H,0);](CH;COO), da fenantrolina livre e do
acido isovanilico em MeOD-d, sdo mostrados na Figura 3.4 e Tabela 3.6. A
fenantrolina contém quatro pares de hidrogénio equivalentes, os quais
ressonam na regido de 7.6 a 9.2 ppm. O efeito da coordenacdo ao ion
Mg(1l) resulta em alteracOes significativas tanto nos prétons da fenantrolina
quanto no ion isovanilato . Todos os sinais sdo alargados e deslocam para
menor frequéncia. As alteracdo mais significativa ocorreram nos protons 5
e 6, 2 e 9 da fenantrolina e nos prdtons 17 e 18 do ion isovanilato, os quais
alargam ao ponto de se sobreporem, comportamento que pode ser
explicados pela reducdo no tempo de relaxacdo na ordem de 70 e 90%

respectivamente, Tabela 3.7, ap6s a coordenacdo do ion isovanilato ao

Laboratdrio de Fotoquimica Inorganica e Bioinorganica - LaFIB
46



Resultados e Discussao

Mg(11). Os espectros de RMN 'H, *C e COSY (*H'H) em MeOD-d, s&o
apresentados em Anexo, nas Figuras D, E e F.

Com o objetivo de melhor analisar os sinais alargados, foi
efetuado o experimento de EPR do complexo em MeOD-d, e do padréo de
Cr(111) usado como referéncia, com um g= 1,9797, Figura 3.5. O complexo
apresentou 0=2,0043, indicando um sinal proveniente de um radical
organico, com intensidade muito baixa em relacdo ao padrdo de Cr(lll),
mostrando que o sinal observado para o complexo ndo era significativo.'*
3% sendo considerado apenas impureza de baixa intensidade presente na
amostra e ndo justifica o alargamento de sinal observado nos espectros de
RMN.

Os resultados do tempo de relaxacdo (T,) do complexo cis-
[Mg(iso)(phen)(H,0);](CH3;COO), Tabela 3.7, mostram uma redugdo nos
tempos de relaxagcdo dos protons Ti; e T, de 94,60 e 97,12%
respectivamente, em comparacdo a 1,10-fenantrolina livre. O efeito da
coordenacdo no ion Mg(ll) ndo alterou apenas o0s prétons proximos ao
centro de coordenacdo, mas todos os prétons do complexo, a exemplo
disso, € a redugdo de 46% no valor do tempo de relaxagdo dos protons Ty 3

do grupo metoxi em relacéo ao ligante livre.

6 " . .. A .
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18 14

17

o )

9.5 90 85 80 75 70 65 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 1.5 1.
f1 (ppm)

H,O

MeOD

1,10 3,8

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.C
1 (ppm)

2
«\
M'\Q © N Ab
o
M k J
L) 5
s 90 85 80 75 7.0 6.5 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

60 55 50 45 40 3.5 30 25 20 1.5 1.0
f1 (ppm)

FIGURA 34: Espectros de RMN de 'H do cis-
[Mg(phen)(iso)(H,0);](CH3;COO) (A), 1,10-fenantrolina livre (B) e anion
(C) em MeOD-d, a 25£1 °C.
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TABELA 3.6: Deslocamentos quimicos em & (ppm) obtidos dos
espectros de RMN de 'H e *C e COSY para o complexo cis-

[Mg(phen)(iso)(H,0)3](CH3COQO) em MeOD-dg a 25 £ 1 °C.

C (d) C (d) H () COSY
1 (150,41) 10 (150,13) | 1,10(9,10) | 7,78;9,10
2 (127,17) 9(127,17) | 2,9(7,78) | 7,78;8,50; 9,10
3(138,91) 4 (129,85) 3(8,50) 8,50; 9,10
5 (128,92) 6(128,92) | 5,6(8,00) 8,0
7 (129,85) 8 (138,91) 8(8,50) | 7,78;8,50; 9,10
11 (145,99) 12 (145,87) - -
13 (172,30) 15 (142,79) - -
14 111,26 14 (6,81) 6,81
16 (149,27) 19 (123,01) -
17 (115,96) - 18 (121,48) 7.37 7.37
20 55,95 3,75 (3) 3,75

cr(llly g=1,9797
Pl

Padréao

S Complexo

g=2,0043

L] L] L] L] L] L] L] L]
3300 3325 3350 3375 3400 3425 3450 3475
H (Gauss)

FIGURA 3.5: Espectro de EPR em MeOD-d, do complexo cis-
[Mg(phen)(iso)(H,0);](CH3;COO), e do padrao de Cr(ll1).
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TABELA 3.7: Tempo de relaxacdo do anion isovanilato, da 1,10-

fenantrolina livre e complexo cis-[Mg(phen)(H,0)4](CH;COQ), obtidos
nos espectros de RMN de *H em MeOD-d, a 25 + 1 °C.

A) Acido isovanilico

B) 1,10 — fenantrolina

C) cis-[Mg(phen)(H0),](CH;CO0),

2

OH, 4

O
T, Tia o T1 4 _ \ng’o\H
T N
/O O-H 1}3 (13 / \o o .
Ty 4 o Tis T1_2 \ T1_2 T3
i T1_1—N N="1,, T4 oH
T, O0— T4
T. de relaxacao (s) Acido isovanilico 1,10-fenantrolina | Complexo |
Tiq 2,0 5,6 0,3
Ti0 1,5 4,7 0,1
T3 1,6 4,6 0,7
Ti4 50 4,5 1,1
TieT - - 0,6
T 13 - - 2,2
T 14 - - 2,7

3.2.1 Estudo de estabilidade por RMN de ‘H

O complexo cis-[Mg(phen)(iso)(H,0)s](CH;COO) mostrou-se

estavel em solucdo aquosa quando estocado no abrigo da luz ou exposto a

luz solar natural pelo periodo de 120 horas,

Figura 3.6 A e B. A

estabilidade pode ser comprovada pela auséncia de alteracdes nos espectros
de RMN de *H em tampéo fosfato D,O (pH = 7,4).
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T=120h

95 93 9.1 89 87 85 83 8.1 7.9 7.7 7.5 73 7.1 6.9
f1 (ppm)
T= Oh

9.5 9.3 9.1 8.9 8.7 8.5 8.3 8.1 7.9 7.7 7.5 7.3 7.1 6.9
f1 (ppm)

B)

T= 120h

9.5 9.3 9.1 8.9 8.7 8.5 8.3 8.1 7.9 7.7 7.5 7.3 7.1 6.9
f1 (ppm)

T= Oh

9.5 9.3 9.1 8.9 8.7 8.5 8.3 8.1 7.9 7.7 7.5 7.3 7.1 6.9
f1 (ppm)

FIGURA 36: Espectto de RMN ‘H do complexo cis-
[Mg(phen)(iso)(H,0);](CH;COO) nos tempos zero e apds 120 hs de
exposicaoa luz (A) e protegido da luz (B) em solucdo tampao fosfato pH =
7,4 em (D,0).
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3.2.1 Solubilidade e valor do pKa do complexo
cis-Mg(phen)(iso)(H,0)3](CH3;COO)

O valor de pKa para o &cido isovanilico livre e do complexo
cis-[Mg(phen)(iso)(H,0)3](CHsCOO) foram determinados pelo método
potenciométrico, * Figura 3.7 A e B. Os valores de 4,67 (ligante livre) e
6,02 (complexo) mostram que 0 complexo apresenta menor acidez

comparada ao acido isovanilico livre.

FX K | ooF®
124 ..,.--.-.'.'. ® 124 ° ®
@ KX
' o
10 - 10 4 /
® °®
= - I
) ., /
° o
6 . 6= .
") ./ pKa= 6,11
. 7
4+ PK = 4,69 4 o®
w’ peee
27 24 21 18 15 12 09 06 03 00 2'0 1'8 1'6 1'4 1'2 1'0 0'8 0'6 0'4
V (mL) V(mL)

FIGURA 3.7: Curva potenciométrica obtida para o anion livre (A) e cis-
[Mg(phen)(iso)(H20)3](CH;COO0) (B).
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3.3 Caracterizagdo do ligante 4-(bromometil)-N-(1,10-fenantrolin-5-il)

benzamida

O ligante 4-(bromometil)-N-(1,10-fenantrolin-5-il)benzamida
foi sintetizado de acordo com a metodologia proposta na literatura,
seguindo a rota sintética proposta no esquema 3.3. As medidas de
espectrometria de massas com ionizacdo por "“electrospray", Figura 3.8,
mostraram uma relacdo m/z = 392 [C»H14N3O]H-Br, além da presenca do
brometo em m/z = 471,7. Este ligante foi caracterizado por RMN de 'H
Figura 3.8 A e *3C, Figura G em anexo). Os deslocamentos quimicos,
constantes de acoplamentos, e suas respectivas atribuicdes sdo mostrados
na Tabela 3.8. Os experimentos de RMN foram realizados em DMSO-ds
deuterado a fim de atribuir o sinal referente ao grupo amino em 10,89 ppm,
Figura 3.8 A. Os dados obtidos sdo concordantes com os valores

apresentados na literatura, ® o que confirma a formac&o desta molécula.

CHzBr —

\ H CH,Br
N 2
_ HsCN N\n/®’
18h - 25 °C N (o]
\ /

Esquema 3.3: Rota sintética para obtencdo do ligante 4-(bromometil)-N-

(1,10-fenantrolin-5-il) benzamida.
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FIGURA 3.8: Espectro de RMN "H em DMSO-dga 25 + 1 °C e Espectro
de massas (B) do ligante 4-(bromometil)-N-(1,10-fenantrolin-5-il)

benzamida em metanol ultra puro.
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TABELA 3.8: Deslocamentos quimicos de 'H e °C, em & (ppm) e
constante de acoplamento J(Hz) do ligante 4-(bromometil)-N-(1,10-

fenantrolin-5-il) benzamida.

X (8C) X(6C) oxH (ppm), (mult) J(Hz)
1 150,10 9,24- 9,24; (m); 4,6-1,5
2 (123,30) 9 (123,85) 8,02 - 8,07; (m)
3 136,56 8,87 - 8,89; (d,d); 8,5-1,5
4 (132,21) 5 (145,68) -
6 (123,91) 8,35; (s)
7 (144,11) -
8 126,93 8,87 - 8,89; (d,d); 8,3-1,6
10 149,75 9,16 - 9,18; (d,d); 4,6-1,5
11 (132,34) 12 (128,21) -
13 - 10,90 (s)
14 166,37 15 (134,09) -
18 142,13 -
16 129,60 8,10 - 8,12; (d); 8,1
17 128,55 7,65 -7,67; (d); 8,2
19 33,68 4,81;(s)

3.3.1 Caracterizacdo do ligante RPA-N-(9-(2-(((4-((1,10-fenantrolin-5-
il) carbamoil) benzil) oxi) carbonil) fenil)-6-(dietilamino)-3H-xanten-3-

ilideno)brometo de N-etiletanaminio

O ligante RPA foi sintetizado segundo a metodologia proposta
na literatura® conforme a rota sintética proposta no Esquema 3.4. Os

experimentos foram realizados por espectrometria de massas com
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ionizacdo por "electrospray”, Figura 3.9 B. Na Figura 3.9B é possivel

identificar o pico do fon molecular em m/z 754,4[C4sH44NsO4]M™.

Esquema 3.4: Rota de sintese para o N-(9-(2-(((4-((1,10-fenantrolin-5-il)
carbamoil) benzil) oxi) carbonil) fenil)-6-(dietilamino)-3H-xanten-3-

ilideno)brometo de N-etiletanaminio- RPA.

Os dados obtidos sdo concordantes com o0s valores
apresentados na literatura®, confirmando a obtencdo deste composto. Os
espectros de RMN de **C mostraram que a substituicdo do brometo (baixa
eletronegatividade) pelo oxigénio (alta eletronegatividade) no carboxilato
da rodamina-B base, provocou um deslocamento quimico (8) de 33,55 ppm
no carbono 19, passando de 33,68 ppm no ligante 4-(bromometil)-N-(5-
amino-1,10-fenantrolina) benzamida, para 67,23 ppm no ligante RPA.**
Outra informacao que leva a confirmacdo do ligante RPA sdo o0s 18 sinais
CH do RMN Deptl35 no modulo positivo e dois sinais (19 e 40) no
maodulo negativo referente ao (CH,), Tabela 3.9 e Figura H em anexo.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho, Figura
3.10, obtido em pastilha de Csl para o ligante RPA, confirma a presenca
dos estiramentos vCO em 1720 e 1182 cm™' correspondente ao grupo éster

e os estiramentos vCO em 1650 e 1582 cm ' atribuidos & funcdo amida,

além do estiramento vCOC em 1279 cm™' indicando a fung&o éter.
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FIGURA 3.9: Espectro de RMN de 'H em CDCl;a 25 + 1°C (A), e Espectro de
massas em MeOH ultra puro (B), do ligante RPA.
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TABELA 3.9: Deslocamentos quimicos de 'H e *C, dept135 em & (ppm) e

a constante de acoplamento J (Hz) do ligante RPA.

X(6C) X(6C) Dept135 X(8C) OH (ppm), (mult) J (Hz)
1* 150,31 10* (150,42) 1; 10 (150,31; 9,14; (ddd); 6.5, 4.3, 1.7 Hz,
150,42)
2 133,44 2 (133,44) 8,71 (dd); 8,3;1,7
3 132,51 3(132,51) 8.55 —8.50; (m)
4 (133,42) 5(147,70) - -
6 126,55 6 (126,55) 8.41 —8.35; (m)
7 145,84 - -
8 123,76 8 (123,76) 8.30 —8.24; (m)
9 124,36 9 (124,36) 7.82—-7.74; (m)
11-12 130,80 - -
14 165,80 - -
15 (139,68) 18 (129,00) - -
16 128,70 16 (128,708) 7.65 —7.58; (m)
17-29 - 30 128,39 -130,80 17 (128,39) 6.88 — 6.81;6.78; (m); 2,5
19 67,00 19 (67,23) 4,97; ()
20 (168,53) 21 (144,97) - -
22 (139,68) 27 (132,95) - -
23 - - 7.27 —17.25; (m)
24 - 25 130,68 25 (130,68) 7,58- 762; (m)
26 128,29 26 (128,29) 7.00; (d); 9,4
31-36 (156,31) 33 (158,32) 28 (127,151) -
34 158,81 - -
32-35 97.26 32-35 (96,26) 7,11; (d); 2,4
37 -38 131,73 38 (131,731) 7,41-7,44; (d); 2,4
39 (132,76) 28 (127,15) - -
40 46,09 40 (46,09) 3,76; (s)
41 13,67 41(16,67) 1,29; (t), 7,1
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FIGURA 3.10: Espectro de infravermelho do ligante RPA

em pastilha de Csl.

3.3.2 Caracterizacdo do Complexo [Mg(RPA)(Iso)(H,O)(OH)]

O complexo [Mg(RPA)(iso)(H,O)(OH)] foi sintetizado
conforme o esquema 3.5 e 0s dados de andlise elementar de C, H e N
indicam a presenca de um composto com férmula minima
(MgCsgHsgBrNsOy;) MM = 1081,30 g/mol. Os dados experimentais estdo
coerentes com a proposta prevista para o complexo. A Tabela 3.10
apresenta os dados referentes a porcentagem em massa de C, N e H
obtidos. E possivel observar concordancia entre os dados experimentais e
calculados para carbono, porém, uma alteracdo para o atomo de hidrogénio
e nitrogénio, o que pode estar relacionado a dificuldade de purificacdo de

compostos com a presenca de corantes.
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o
OH
; Mg(CH,;C0O0"), 4H,0

4h - MeOH - 110 °C

'

Esquema 3.5: Rota sintética para obtencdo do complexo
[Mg(RPA)(is0)(H.0)(OH)].

TABELA 3.10: Analise elementar dos teores de C, H e N para o complexo
[Mg(RPA)(Iso)(H,O)(OH)],  considerando a  formula  minima
MgCssHsgBrNsOx ;.

M.M (g/mol) Experimental (tedrica) %
C H N
1080,30 62,80 (62,20) 5,60 (5,41) 6,68 (6,48)
% Erro 0,95 3,3 2,99
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3.3.3 Caracterizacéao por RMN do complexo
[Mg(RPA)(is0)(H.0)(OH)]

Os espectros de RMN de 'H, e COSY (*H'H) do complexo
[Mg(RPA)(iso)(H,0)(OH)] sdo mostrados na Figura 3.11 e na Figura G
(A) em anexo, com as atribui¢cbes dos respectivos hidrogénios e carbonos
apresentadas na Tabela 3.11. Observa-se a auséncia do sinal do H13 em
12,03 ppm, sugerindo que a coordenacdo ao ion metalico Mg(ll) pode ter
deixado o H13 mais 4cido, favorecendo a troca pelo deutério do metanol.***
Outro indicativo da coordenacdo do ion Mg(ll), foi a reducdo nos valores
das constantes de acoplamentos J, de 6,5 para 4,3 nos prétons 1,10 do
ligante RPA para o complexo, indicando a presenca de grupo retiradores de
elétr0n5.124' 134, 135

Analisando o espectro de RMN de *C do &cido isovanilico
livre e do complexo, Figura 3.12 (A e B), pode-se verificar um
deslocamento quimico (8) de 7 ppm para o C42(carboxilato) de 167 para
172 em relacdo ao acido isovanilico livre, indicando a coordenacéo do ion
Mg(ll). Esse comportamento € idéntico ao observado para o complexo
[Mg(phen)(H,0)4](CH;COO),, o qual foi discutido na sec¢do 3.2.2 e em

outros sistemas de Mg(l1).**
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FIGURA 3.11: Espectto de RMN de 'H do complexo
[Mg(RPA)(iso)(H,0)(OH)] em MeOD-d, a25 £ 1 °C.
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TABELA 3.11: Deslocamentos quimicos de RMN *H, **C em & (ppm) e
constantes de acoplamento em J (Hz)e COSY para o complexo
[Mg(RPA)(iso)(H,O)(OH)] em MeOD-d4a 25 +£1°C.

Posicao oC OH (ppm), (mult) J (Hz) COSsY
1 (150,31) 10 (150,42) 9,11-9,17; (d,d); 1,67-1,74 9,12-7,85
2 133,44 8,39 - 8,57; (d); 8,4-1,7 7,84-8,39-8,57-9,12;
3 132,518 8,46-8,38; (d,d); 8,1-1,70 8,46 -7,81
4 (133,423 5 (145,84) - -
7 130,69 - -
6 126,55 8,15, (s) 8,15
8 124,36 7,81-7,87; (m) 7,81-8,46- 9,11
9 123,76 8,46; (d); 8,1-1,7 8,46-7,81-7,84
11-12 14 (165,80) - -
(130,80)
15 139,68 18 (129,00) - -
16 - 17 128,70 -128,39 7,81-7,87; (m) 7,81-8,46
19 67,00 5,07; (s) 5,07
20-21 168,53-144,97 - -
22 (139,68) 27 132,95 - -
23 - 24 130,68 7,09-7,12;(m) 7,09-7,10-7,92-7,93
25 - 26 128,29 7,92-7,93; (m) 7,92-7,93-7,10
29 -30 130,80 7,01; (m) 7,01

31-36- 33- 156,31 - -

34 (158,322) 158,81 - -
32-35 96 7,10; (m) 7,10-7,92
37-38 131,73 7,417; (m) 7,42-7,86

39 (132,760) 28 (127,15) - -

40 46,09 2,11 (m) 3,65
41 12,08 1,28-1,31; (m) 1,28

42 (174,36) 43 (150,72) - -

46 (146,841) 47 (158,81) - -

44 (110,61) 45 (121,98) 7,03; (M) 7,03

48 113,98 6,88; (M) 6,88-7,45
49 55,95 3,85 3,85
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FIGURA 3.12: Espectro de RMN de de **C para o anion isovanilato (A) e
complexo [Mg(RPA)(iso)(H,0)(OH)] (B) em MeOD-d,a 25 £1°C.

3.4 Propriedades Espectroscopicas

3.4.2. Espectro de absorcéo eletronica no UV-Vis

O espectro de UV-vis da rodamina B em metanol, Figura 3,15A, apresenta
uma absorc¢ao intensa em 544 nm, com absortividade molar (&) de 70.000
Lmol™cm™, atribuida & transicdo eletrénica n—m* .** 3" 1% para o ligante
RPA, Figura 3.13B, observa-se um deslocamento de 12 nm do maximo de
absorcdo em relacdo a rodamina B, passando de 544 para 557 nm (¢ =
90.000 Lmol*cm™ -Tabela 4.12). O complexo [Mg(RPA)(iso)(H,0)(OH)]
apresenta € de 100.000 Lmol™cm™ com méaximo de absorcdo em 557 nm,
Tabela 3.12. *° Para a absorcdo em 228 nm sdo observadas as transicoes
n—* do anel aromatico da 1,10-fenantrolina, com um valor de € passando
de 80.000 para 120.000 Lmol*cm™, ap6s a coordenacéo do ligante RPA no
ion Mg(Il), devido a sobreposi¢do das bandas da 1,10-fenantrolina com a
rodamina. Para a absor¢cdo em 263 nm foi observada a mesma tendéncia
apos a coordenacdo. As bandas de intensidade fraca observadas na regido
de 300 a 400 nm, também sdo atribuidas as transi¢cbes n—m* da rodamina
B.

Laboratdrio de Fotoquimica Inorganica e Bioinorganica - LaFIB
64



Resultados e Discussao

1,2x10°

Banda (1)

Banda (111)

1,0x10° 4 1

Banda (11)

8,0x10" 4 |

4

6,0x10* 4 |

&= mol'1 L cm'1

4,0x10* q |

2,0x10" 1

0,0

v 1 1 1 1 1 v
400 425 450 475 500 525 550 575 600 625

Comprimento de onde (nm) C)

FIGURA 3.13: Estruturas da Rodamina B (A), ligante RPA (B), complexo
(C). Espectros de absorcgéo eletrénica na regidao UV-Vis (D) da rodamina B
base livre (linha preta), ligante RPA (linha vermelha) e do complexo
[Mg(RPA)(iso)(H.0)(OH)] (linha azul) (D) em metanol.
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TABELA 3.12: Maximos de absorcdo (nm) e absortividade molar (Lmol
'cm™) obtidos dos espectros de absorcdo eletrdnica UV-Vis dos ligantes
rodamina B e RPA livres e do complexo [Mg(RPA)(iso)(H,O)(OH)]

em metanol.

Compostos Banda | Banda Il Banda I
T— T T— T TT—> 0%
(phen) (phen)
- A () A (¢) A(e)
Rodamina B - 263 544
(53000) (70000)
RPA 228 263 557
(77000) (64000) (90000)
[Mg(RPA)(iso)(H,O)(OH)] 228 263 557
(120000) (80000) (100000)

3.4.3 Espectro de emissao, excitacao e rendimento quéantico de emissao
para o complexo [Mg(RPA)(iso)(H,O)(OH)]

A Figura 3.14 mostra o espectro de emissdo e de excitacdo do
complexo [Mg(RPA)(iso)(H,0)(OH)], do ligante RPA em solucdo aquosa
(pH= 7,4). A emissdo do complexo é caracterizada por uma banda intensa
com méximo em 582 nm, caracteristico de compostos organicos.™** *! 142
O espectro de excitacdo (Aem= 530 nm) do ligante RPA e do complexo sdo
imagens especulares do espectro de absor¢cdo do ligante RPA, indicando
que a emissdo € proveniente da transicdo w-n* do ligante RPA. Os
deslocamentos de Stokes obtidos sdo de 683 cm™ para o ligante RPA e de
670 cm™ para o complexo, mostrando que o efeito da coordenacdo ndo

alterou as propriedades fotofisicas do complexo. **°
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E importante notar que em tampdo fosfato pH=7,4, a
coordenacdo ndo levou a supressdo da emissdo da rodamina B, ao
contrario, manteve suas propriedades fotofisicas como pode ser observado
nos valores de rendimento quantico de emissdo (®.=0,62, corante rodamina
B, ®.=0,59 para o ligante RPA e ®.=0,57 para o complexo), Tabela 3.13.
Além disso, ndo observou-se alteracdo nos valores de rendimento quéantico
de emissdo para solventes proticos e apréticos, Tabela 3.13, indicando que
a emissdo é proveniente da transi¢do n—n* do ligante RPA.
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FIGURA 3.14: Espectros de emissdo (linha azul) e excitacdo (linha
vermelha) do ligante RPA (A) e do complexo (B). (Aexe = 530 nm) em

solucdo aquosa (tampéo fosfato, pH 7,4).

TABELA 3.13: Valores de rendimento quéantico de emissao do ligante RPA
e do complexo [Mg(RPA)(iso)(H,O)(OH)] em diferentes solventes.

Solvente Polaridade Viscosidade s, de RPA  Complexo
solvente/ carater  (MNsm™®)  emissdo @, @,
doador de H" (nm)
Tampéo (pH=7,4) 0,32/ protico 1,000 530 0,62 0,57
Etanol 0,29/ prético 1,786 530 0,63 0,60
Acetonitrila 0,31/ aprotico 0,397 530 0,70 0,67
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3.4.4 Irradiacdo com luz continua

A estabilidade do complexo [Mg(RPA)(iso)(H,O)(OH)] frente
a irradiacdo com luz de 550 nm, foi investigada em solucdo tampéo fosfato,
(pH 7,4). A Figura 3.15 mostra que a irradiacdo continua (I, = 1x10°®
einstens s™) por 180 min ndo levou a alteracdes significativas nos espectros
de emissdo do ligante RPA livre e do nem do complexo
[Mg(RPA)(is0)(H.0)(OH)].
A) B)

Intesidade de emiss&o(u.a)
Intesidade de emisséo(u.a)

T T T T T T . . . . . T
525 550 575 600 625 650 675 700 525 550 575 600 625 650 675 700
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

FIGURA 3.15: Espectros de emissdo obtidos durante a fotdlise com luz
continua em 550 nm do ligante RPA (A) e do complexo
[Mg(RPA)(iso)(H,O)(OH)], em solu¢édo tampéo fosfato pH=7,4.

3.5 - Estabilidade do complexo [Mg(RPA)(iso)(H,O)(OH)] em metanol
investigada por RMN *H

3.5.1- Auséncia e presenca de luz

A estabilidade do complexo [Mg(RPA)(iso)(H,O)(OH)] em
metanol deuterado (MeOD-d,), foi avaliada por RMN *H quando exposto &
luz solar natural durante 96 horas. Para efeitos de comparacdo uma amostra
foi mantida protegida da luz pelo mesmo periodo de tempo. A Figura 3.16
A e B mostra que os espectros de RMN de 'H néo tiveram alteracdes

significativas com o decorrer do tempo.
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FIGURA 3.16: Espectros de RMN 'H do  complexo
[Mg(RPA)(iso)(H,0)(OH)] . Exposicéo a luz (A) e protegido da luz (B) por
96 horas em MeOD-d,a 25 + 1 °C.
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%Wé

Estudo da Atividade Inseticida, Toxicologica e
Avaliacao da Capacidade Antioxidante do
Complexo cis-[Mg(phen)(iso)(H,0);](CH;00)
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4.0 - Atividade Inseticida
4.1 Atividade inseticida contra Atta sexdens rubropilosa e seu fungo

simbiotico Leucoagaricus gongylophorus

Com o objetivo de atuar como inseticida na forma de iscas e
emulsdes, o complexo cis-[Mg(phen)(iso)(H,0)s](CH;COO) foi avaliado
no combate/controle das formigas cortadeiras Atta sexdens rubropilosa.
Para efeitos de comparacdo, os estudos foram realizados também para o
acido isovanilico livre. Neste experimento as formigas foram tratadas e
alimentadas com dieta artificial (grupo controle), sulfluramida, acido
isovanilico livre e o complexo. Os resultados obtidos sdo mostrados na
Tabela 4.1. As taxas de sobrevivéncia das formigas entre o grupo controle e
as tratadas com &cido isovanilico livre ndo apresentaram diferencas
significativas, apresentando baixa eficiéncia no controle de formigas
cortadeiras.

Por outro lado, o complexo foi mais efetivo que o pesticida
comercial sulfluramida. Por exemplo, a taxa de mortalidade da formiga
Atta sexdens rubropilosa foi de 100% frente ao complexo, entre o 6° e 8°
dia, com concentracdes 1,0 e 2,0 mgg™. A sobrevivéncia média (Ss,%) do
complexo foi de 2,0 mgg™ (6° dia, Sso = 2b), indicando um modo de acéo
lenta como observado para sulfluramida (0,2 mgg™, Sso = 5b em 10 dias) e

mais letal que a sulfluramida.

Laboratdrio de Fotoquimica Inorganica e Bioinorganica - LaFIB
71



Resultados e Discussao

TABELA 4.1: Mortalidade (%) e Média de sobrevivéncia 50% (Ssy) de
operéarias de Atta sexdens rubropilosa alimentadas com dieta artificial, com

acido isovanilico livre, complexo cis-[Mg(phen)(iso)(H,0)3](CHsCOO) e

sulfluramida.
Tratamento % Mortalidade acumulada por dia
1 23 6 8 10 14 17 21 25 Sg
Controle 0O 4 4 6 6 8 12 14 22 28 >25a

Acido isovanilico livre 0O 0 6 12 18 24 28 32 40 44 >25a
complexo (0.20 mgg™) 0 2 4 14 18 28 58 76 90 94 13b
complexo (1.0 mgg'l) 6 2256 90 98 100 100 100 100 100 3b

complexo (2.0 mgg™?) 4 48 78 100 100 100 100 100 100 100  2b

Sulfluramida (0.20mgg™) 0 8 20 70 98 100 100 100 100 100  5b

* Diferentes letras apds Sg, valores mostram diferenca significativa de acordo

com o log-rank teste (P < 0.05).

A inibicdo in vitro do fungo Leucoagaricus gongylophorus,
simbionte das formigas Atta sexdens rubropilosa,*** *** foi investigado para
os ligantes livres (1,10-fenantrolina e acido isovanilico) e o complexo cis-
[Mg(phen)(iso)(H,0);](CH3;COO). Os resultados obtidos encontram-se na
Figura 4.1 e Tabela 4.2. O complexo apresenta atividade fungicida
expressiva com a inibicdo de 100% de crescimento do fungo usando uma
concentracdo de 100,0 mgL™ do complexo, porém, a 1,10-fenantrolina
apresentou uma atividade de inibicdo de 100%. Mas devido sua

insolubilidade, foi impossivel realizar qualquer experimento em agua.
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FIGURA 4.1: Crescimento micelial do fungo Leucoagaricus
gongylophorus apés 30 dias de incubacdo com 500 pL de metanol como
controle, 1,10-fenantrolina, é&cido isovanilico livre e complexo cis-
[Mg(phen)(iso)(H,0)s](CH;COQ) utilizando uma concentracdo de 100
mgL™.

TABELA 5.2: Médias das areas do crescimento micelial e porcentagem de
inibicdo do crescimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus apés 30

dias do experimento.

Replicas (Ensaio)  Complexo Acido 1,10- *Controle
isovanilico  fenatrolina ~ metanol 500pL
1 0,0 4,60 0,0 6,52
2 0,0 5,00 0,0 8,87
3 0,0 5,07 0,0 8,46
4 0,0 4,85 0,0 9,30
5 0,0 5,00 0,0 7,90
Média das areas 0,0 4,90 0,0 8,20
(massa/area)
SD 0,0 0,19 0,0 1,10
Inibicéo 100 % 40 % 100 % -

*controle, 100% metanol _500uL, referente a amostra: 1,10-fenantrolina, complexo e

acido isovanilico. SD= Desvio Padrdo
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4.2 Impacto do complexo cis-[Mg(phen)(iso)(H,0)3](CH;COO) sobre o

ambiente aquatico

A utilizacdo de agrotoxicos pode provocar a contaminagdo dos
lencais freaticos por conta da lixivia¢do dos solos, além de alterar toda vida
aquatica.’*® Apesar disso, esse tipo de pratica agricola tem sido um modelo
recorrente no Brasil. Neste contexto, foram realizados experimentos para
verificar o efeito do complexo frente ao ambiente aquatico utilizando o

peixe zebra (paulistinha)™’

. Os peixes foram expostos a uma concentracdo
de 2,0 mgL™ do complexo pelo periodo de 96 horas. Apds esse tempo, néo
foram observadas mortalidade nem quaisquer alteracdes morfoldgicas ou
comportamentais, indicando a ndo toxicidade do complexo.

Em contrapartida, estudos toxicologicos com os inseticidas
comerciais piretroide e organofosforado mostraram que mesmo em
baixissimas concentracdes, apresentam elevada toxicidade para o sistema
aquatico. Isto pode ser evidenciado pelos valores significativos, com uma
dose letal (DLsg), DLsg = 0,0025-0,0058 e 0,49-1,28 mgL'1 apos 96 horas
de exposicdo ao peixe zebra.'*®

Sabendo-se que a enzima acetilcolinesterase (AChE) no
cerebro e as enzimas catalase (CAT) e glutationa-S-transferase (GST) do
trato digestivo (intestino e figado) sdo biomarcadores bioquimicos classicos
do peixe zebra sendo usados como indicadores de contaminagdo por
inseticidas e pesticidas em sistemas aquaticos, foram realizados
experimentos para investigar o efeito do complexo nestas condices. *° As
Figuras 4.2 A, B, C mostram que a exposicdo do peixe zebra ao complexo
ndo afetou a atividade da enzima AChE no cérebro.™

As enzimas CAT e GST néo tiveram alteracbes em suas
atividades no aparelho digestivo, mostrando que o complexo, além de ndo

deixar o peixe estressado, ndo apresentou qualquer toxicidade em todas as
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concentragdes investigadas. Por outro lado, a exposicdo ao complexo,
resultou numa reducdo significativa da peroxidacéo lipidica, acompanhada
por um aumento na atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) em
comparagao com o grupo controle, Figura4.2 D e E.

Estes resultados indicam que o complexo, além de ndo
apresentar toxicidade, pode estar atuando como antioxidante, uma vez que
em sua presenca ocorre a reducdo da atividade da lipoperoxidacdo (LPO)

em todas as concentracdes estudadas.
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FIGURA 4.2 Atividades das enzimas acetilcolinesterase no cérebro
(AChE) (A), catalase (CAT) e glutationa-S-transferase (GST), (B, C),
peroxidacao lipidica (LPO) (D) e superoxido dismutase (SOD) (E) no trato
digestivo do peixe zebra apds 96 h de exposicdo a diferentes concentragdes
do complexo (0,20, 1,00 e 2,00 mgL™) e controle (CTR). Os dados s&o
média + SE, n = 6-10. N&o houve diferenca significativa no valor médio em
relacdo ao controle (p <0,05). A atividade é expressa em umol/min/mg de

proteina. * = diferenca significativa.

4.3 Avaliacao do Impacto do complexo cis-
[Mg(phen)(iso)(H,0)3](CH3;COO) no o ambiente terrestre

Os experimentos com ratos machos da familia Wistar tiveram
como objetivo analisar a influéncia e os efeitos do complexo na capacidade
comportamental e bioguimica destes animais. O tratamento crénico foi
realizado por 21 dias, com uma dose de 3,0 mgkg™/dia, sendo a dose total
de 62 mgkg™. Durante este periodo ndo foram observados sinais visuais de
toxicidade ou alteragdes comportamentais nos animais investigados..
Comparado ao inseticida fipronil que apresenta uma DLs, de 50 mgkg™ em
ratos por administracdo via oral pode-se sugerir que o complexo na dose
investigada ndo é toxico. Vale ressaltar que fipronil danifica o sistema
nervoso central do animal ao bloguear a passagem de ions cloreto através
dos receptores do &cido gama-aminobutirico (GABA).®h %% 153
Considerando a grande capacidade de danos ao sistema nervoso central por
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inseticidas ou fungicidas, reduzindo a capacidade motora ou até mesmo a

morte de ratos, % 1°2 193

0s resultados dos experimentos comportamentais
mostrados na Figura 4.3, apds o uso do complexo, foram promissores.
Pode-se observar alteracbes comportamentais significativas segundo a
analise de variancia ANOVA, como por exemplo, um aumento da atividade
locomotora espontanea no estudo de campo aberto, Figura 4.3 A. Porém, ao
mesmo tempo, observou-se a reducdo do tempo de escalada no teste de
natacdo forcada, indicando que o complexo poderia ter cruzado a barreira
hematoencefalica, Figura 4.3 B.

No teste de labirinto em cruz elevado, Figura 4.3 C, no qual é
analisada a ansiedade em ambientes potencialmente perigosos, **” segundo
a andlise de variancia ANOVA, houve um aumento significativo na
percentagem do tempo de permanéncia no compartimento do braco aberto
em comparagao com os ratos controle, mostrando que o complexo reduziu
a ansiedade dos animais, indicando propriedades caracteristicas de
farmacos do tipo ansioliticos.!>* 1> 1%

Na sequéncia, foram realizadas as analises bioquimicas das
amostras cerebrais (hipocampo, cortex frontal e estriado), figado e dos rins
dos ratos investigados. Segundo a analise de variancia ANOVA, Figura
4.4, ocorreu um aumento da atividade das enzimas superoxido dismutase
(SOD) no estriado e glutationa redutase (GSH) no cértex frontal, apos o
tratamento cronico, indicando que o complexo ultrapassou a barreira
hematoencefalica sem apresentar toxicidade para o sistema cerebral,
conforme resultado apresentado pela atividade da enzima glutationa S-
transferase (GST), principal biomarcador em testes toxicoldgicos, ndo
apresentar alteracdo segundo anélise de variancia ANOVA, em relacdo ao
grupo controle, Figura 4.4. " 1%®
As anélises bioquimicas dos rins e do figado mostraram um

aumento da atividade das enzimas antioxidantes CAT e SOD, Figura 4.4,
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na presenca do complexo porém, sem introduzir quaisquer manifestacoes
toxicas a estes O0rgdos. Embora a atividade da GST tenha aumentado na
amostra de figado, ndo ocorreu alteracdo na atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE), sendo essa responsavel pela paralisacdo ou até
a morte de animais quando na presenca de compostos toxicos.'® Além
disso, a reducao da atividade da glutationa redutase (GSH) nos rins, pode
estar relacionada com o aumento da atividade antioxidante das enzimas
CAT e SOD ou com uma possivel acdo do complexo como antioxidante
secundario.

A enzima SOD atua na defesa contra as espécies reativas do
oxigénio (ROS), sendo o radical superdxido catalisado para evitar a
formacdo de espécies mais reativas, como o radical hidroxil (HO™).™*®
Assim, 0 aumento da atividade antioxidante da SOD no estriado, sugere
que o complexo pode estar atuando como um eliminador do radical
superoxido O, 1%

Esses resultados mostram que a reducdo da LPO no peixe
zebra e nos ratos da familia Wistar pode estar relacionada com a atividade
antioxidante do complexo, uma vez que este atua diretamente na inibicao

das espécies reativas de oxigénio.
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FIGURA 4.3: Teste de locomogdo e de ansiedade em ratos machos da
familia Wistar ap6s 21 dias de exposicdo a 3,0 mgkg™/dia do complexo e
controle (CTR). Os resultados do controle estdo representados nas areas
pontilhadas dos gréficos. Os dados sdo média £ SEM, n = 6-10. Nao houve
diferenca significativa no valor médio em relacdo ao controle (p <0,05).

*diferenca significativa entre as amostras.
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FIGURA 4.4: Atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE), superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-S-transferase (GST) e
glutationa redutase (GSH) nas regides do cérebro (hipocampo, estriado e
cortex frontal) no figado e nos rins dos ratos apds 21 dias de exposicao a
3,0 mgkg™ por dia do complexo e controle (CTR). A atividade é expressa
em umol/min/mg de proteina. Os resultados do controle sdo mostrados nas
areas pontilhadas dos graficos. Os dados sdo média =+ SE, n= 6-10. Néo
houve diferenca significativa no valor médio em relacdo ao controle (p

<0,05). *diferenca significativa entre as amostras.
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%W 5

Estudo da peroxidacéo lipidica em amostra de carne
suina e propostas de mecanismo de inibicao das

espécies reativas do Oxigénio
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5.0 Estabilidade Oxidativa em Amostras de Carne suina

Os estudos da oxidacao lipidica e protéica em alimentos séo de
grande importancia no desenvolvimento do sabor e do odor, além de ser
caracterizado pelo consumo de oxigénio durante o tempo de
armazenamento. ***

A Figura 5.1 compara as curvas médias de consumo de
oxigénio determinadas eletroquimicamente para as amostras de lombo (a) e
copa lombo (b), contendo 600 pmolL™ do complexo e com as amostras
controle  (atb). As amostras contendo o complexo cis-
[Mg(phen)(iso)(H,0);](CH;COO) tiveram uma reducdo na taxa do
consumo de oxigénio em funcdo do tempo, de 44 e 57% respectivamente
em 180 min. A taxa de consumo de oxigénio foi calculada a partir da
equacdo V(O,)= -aX[Oz] inicia X 109100, no gual a ¢ a inclinagdo
(porcentagem por minuto) e [O,] inicia = 3,88.10” molL™ a 37,0 °C em
solucéo tamp&o MES 50 mmolL™ e pH = 5.70. ** As curvas de consumo
do oxigénio decairam linearmente (r*> 0,9994)

Com a presenca do complexo, a taxa de consumo do oxigénio
ocorreu de forma lenta, apresentando os valores de 2,75 + 0.09 pmolL™
(lombo) e 0,78 + 0,05 umolL™ O, min™ (copa lombo), mostrando que o
complexo cis-[Mg(phen)(iso)(H,0)3](CHsCOO)  inibe ou retarda o

processo de oxidacdo lipidica nas amostras estudadas.
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FIGURA 5.3: Taxa de consumo de oxigénio em amostras de carne suina
lombo (a) e copa lombo (b) com n = 4 na presenca de 600 umolL™ do
complexo cis-[Mg(phen)(iso)(H,0)s](CH;COO).

Esses resultados nos motivaram a investigar o impacto do
complexo cis-[Mg(phen)(iso)(H,0)3](CH3;COQO) diretamente na
peroxidacdo lipidica em amostras de carne suina. Os experimentos foram
realizados por espectroscopia de ressonancia paramagnetica de spin (EPR)
empregando 0 o-(4-piridil-1- &xido)-N-terc-butilnitrona (POBN) como
sequestrador de radicais, além de diferentes concentraces do complexo. A
Figura 6.2 mostra que para todas as concentracOes testadas, o radical
adulto/POBNe exibiu a mesma constante de acoplamento hiperfina de
a"=15,77 + 0,08 e a" = 2,86 + 0,05, indicando que os radicais sequestrados
foram o peroxil (LOO¢) e alcoxil (LO*)."®* Foi observada também, uma
reducdo na intensidade dos sinais do radical adulto/POBNe para ambas as
amostras quando o complexo foi investigado nas concentragGes de 100 a
700 pmolL™ (lombo e copa lombo), Figura 6.2. Nessas condicdes, 0s

valores de 1Cs, foram 381 + 6 (lombo) e 525 +7 umolL™ (copa lombo).
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Foi analisado também a influéncia do complexo em inibir a
oxidacdo lipidica durante um determinando periodo de armazenamento das
amostras utilizando a técnica EPR para quantificagdo dos radicais. Nas
amostras controle (lombo-linha preto e copa lombo-linha verde), os
resultados mostrados na Figura 5.3, mostram uma oxidacao lipidica intensa
em funcdo do tempo de reacdo. A adicdo de 1,2 mmolL™ do complexo,
produziu uma diferenca significativa no processo de inibi¢cdo da oxidagéo
lipidica durante o tempo de armazenamento. Esses resultados comprovam a
eficiéncia do complexo no processo de inibicdo da oxidacdo lipidica,
interrompendo as fases de propagacdo da cadeia, e consequentemente,

inibindo o radical lipidico L".*%% %41

Laboratdrio de Fotoquimica Inorganica e Bioinorganica - LaFIB
84



Resultados e Discussao

lombo copa lombo

500uM

o ’/\I\,‘WW

500puM M M P 7\, 700puM

9.64 Gauss 9.64 Gauss
e—
3345 3350 3355 3360 3365 3370 3375 3380 3385 3345 3350 3355 3360 3365 3370 3375 3380 3385
Magnetic field (G) Magnetic field (G)

Valores dos 1Cs, para as amostras de carne de porco

S (4 _
<
@ <
=] ]
2 3
E_ =)
2 2
< £
° < =
®
200 0 w00 500 00 300 400 500 600 700
Concentragio das Amostras pmolL ™ 5 -1
¢ p Concentracio das Amostras pmolL.

Figura 5.2: Espectros de ressonancia paramagnética de spin e graficos de
integral de pico do sinal de EPR versus concentracdo do complexo obtidos
em fase aquosa para as amostras de lombo e copa lombo em solucdo

tampdo MES pH 5,7 armazenados no escuro durante 2 horas a 75°C com o
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sequestrador de radicais POBN na presenca de diferentes concentracdes do
complexo cis-[Mg(phen)(iso)(H,0)s](CH;COO).

Intesidade Relativa (ESR)

2 4 6 8 10 12 14 16
Tempo (dia)

Figura 5.3: Gréfico da intensidade relativa do sinal de EPR do sequestrador
de radicais POBN versus tempo obtidos a 70°C durante 14 dias utilizando o
complexo cis-[Mg(phen)(iso)(H,0)3](CHsCOO) como antioxidante e as
amostras: Controle (lombo (linha preta) e copa lombo (linha verde)), lombo
com 1,2 mmolL™ do complexo (linha azul) e copa lombo com 1,2 mmolL™

do complexo (linha vermelha).

5.1 Desativacao do oxigénio singleto produzido pela fotossensibilizacao

da riboflavina

Riboflavina ou vitamina B2 €& encontrada em grandes
quantidades em musculos de carne suina. Embora seja uma das vitaminas
essenciais para o nosso corpo,’® quando irradiada ou na presenca de luz
monocromatica (400-500nm), converte o oxigénio molecular (°0,) em
oxigénio singleto (*O,), uma forma do oxigénio molecular com alto poder

oxidante. % 17
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O 'O, pode iniciar a oxidacdo autocatalitica de lipidios ndo
saturados para produzir hidroperéxidos que provoca liberacdo de odores
indesejaveis e sabor desagradavel em carne suina fresca. **® A perda de
qualidade do produto leva a implicacBes econdmicas e nutricionais. Com
isso, é de grande importancia o desenvolvimento de novos compostos
antioxidantes que possa atuar como inibidor da peroxidacdo lipidica em
alimentos. O acido vanilico e o acido isovanilico sdo eficientes como
antioxidantes na desativacdo do oxigénio singleto. No entanto, apresentam
limitac&es por conta da baixa solubilidade em &gua ** "% 1",

A desativacdo do 'O, pelo complexo e pelo &cido isovanilico
livre foi avaliada por EPR usando o sequestrador de oxigénio singleto
2,2,6,6-tetrametil-4-iperidinol (TEMP) para identificacdo do radical
TEMPO formado, (espécie V), proposta de mecanismo 5.1. Neste
experimento obteve-se os valores de 1Csy de 129 + 3 para o complexo e
360 + 9 umolL™ para o 4cido isovanilico livre.

Os valores de I1Csy obtidos para inibicdo do radical TEMPO
pelo ligante &cido isovanilico livre e complexo foram de 1391 + 9 e 1200 £
12 pmolL™ respectivamente, mostrando que o A&cido isovanilico e o
complexo ndo conseguem inibir o radical estdvel TEMPO, uma vez que
este possui alta estabilidade.'”® Esses resultados mostram que a desativacéo
do 'O, ocorre via processo de oxidagdo conforme 0 mecanismo proposto na
Via de sintese |, proposta de mecanismo 5.1, com formacdo de

endoperdxidos (V11) e produto estavel benzoguinona (espécie X). ** "
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Proposta de Mecanismo 5.1: Proposta de mecanismo para a inibicdo do

oxigénio singlete e do radical

[Mg(phen)(iso)(H20)z](CH3;COO).

Dois metodos amplamente empregados na investigacdo da
capacidade antioxidante fazem uso dos radicais estaveis DDPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil) e ABTS™ [2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonato] e das técnicas espectroscopicas UV-vis e EPR. 17> 17

O DPPH’ possui um espectro de EPR caracterizado por cinco
linhas e uma constante de acoplamento hiperfino (ay) de 9 G,*”" Figura 5.4.
A capacidade antioxidante do complexo foi avaliada pelas alteracdes no
espectro de EPR do DPPH’ frente a diferentes concentracGes do complexo
(37,50 a 250,0 pmolL™). Os valores de 1Cs, foram obtidos pela regressdo
linear da dupla integracdo das intensidades dos sinais de EPR do radical
DPPH’, utilizando o programa prisma 6.0.

O valor do ICsy de 94,70 + 4 obtido para o complexo, foi 4
vezes superior ao valor de inibicdo do acido isovanilico livre (405,0 £ 8
umolL™). Essa diferenca pode estar relacionada com a presenca do ion

Mg(Il) na esfera de coordenagdo, uma vez que este pode estar contribuindo
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para a estabilizacdo do radical nas estruturas de ressonancia, %% %
conforme a proposta de mecanismo 5.2.

O experimento com radical ABTS™ foi conduzido por
espectroscopia de absorcéo eletronica no UV-Vis, a partir da reducdo do
méximo de absor¢do®™® em 734 nm do radical ABTS™ com a presenca do
complexo, Figura 5.5. A partir destes dados espectroscopicos foi possivel
calcular os valores de ICsy para o &cido isovanilico livre e complexo.
Foram utilizados como padrdes (controle positivo) os antioxidantes trolox e
4cido ascorbico.'™

O complexo apresentou um ICs, de 37,15 pmoIL'1 contra 81,78
umolL™ do 4cido isovanilico livre. Podemos considerar um bom resultado
frente aos padrbes antioxidantes (controle positivo) Trolox e acido

ascorbico, Tabela 5.1.
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FIGURA 5:4 (A) Espectros de EPR do radical DPPH™ livre (controle, linha
preta) e na presenca do complexo cis-[Mg(phen)(iso)(H,0)s](CH;COO)
(linhas coloridas). (B) Graficos de &rea do sinal de EPR para o DPPH™
livre e na presenca do complexo cis-[Mg(phen)(iso)(H,0)s](CH;COOQO)

versus concentracdo do complexo cis-[Mg(phen)(iso)(H,0)s](CH3;COO).
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Proposta de mecanismo 5.2: Proposta de mecanismo de inibicdo do radical
estavel DPPH™ pelo complexo cis-[Mg(phen)(iso)(H,0);](CH;COO) por

transferéncia de proton.
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FIGURA 5.5: Espectro de absorcéo eletronica UV-vis do radical ABTS™

na presenca de diferentes concentracbes do complexo cis-

[Mg(phen)(iso)(H,0);](CH3;COO).
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Proposta de mecanismo 5.3: Mecanismo de inibicdo do radical ABTS™
pelo complexo cis-[Mg(phen)(iso)(H,0);](CH;COQO) via processo de

transferéncia de proéton.

Tabela 5.2: Valores de I1Cs, para inibi¢do do radical ABTS™ pelo complexo
cis-[Mg(phen)(iso)(H,0)3](CH;COO).

Compostos ICso (umolL™)
cis-[Mg(phen)(iso)(H,0)3](CH3;COQO) 37,20
Acido isovanilico livre 81,80
Trolox 17,90
Acido ascorbico 18,30

Foram realizados estudos da capacidade antioxidante de
inibicdo do anion radical O,” pelo complexo e &cido isovanilico livre,
utilizando o ensaio com a VitB2/MET/NBT.***® O complexo apresentou
uma inibicao de 85% (IC50 de 64,65 + 4 pmolL™), contra 58% de inibico
(ICsode 105,77 + 4 umolL"1) obtido para o &cido isovanilico livre, Figura
5.6. Essa diferenca pode estar relacionada a dois fatores:

1) A melhora na solubilidade do complexo (314 ug/mL),
em relacdo ao acido isovanilico livre (240 ng/mL) em solucdo aquosa.

2) A presenca do ion Mg(Il) na esfera de coordenagéo pode

Laboratdrio de Fotoquimica Inorganica e Bioinorganica - LaFIB
91



Resultados e Discussao

estar contribuindo para maior capacidade antioxidante, uma vez que o

magnésio atua na estabilizacdo das espécies reativas do oxigénio em

processos de transferéncia de elétrons e protons. '8t 182 183
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FIGURA 5.6: Porcentagem de inibicdo do radical superdxido utilizando o
complexo cis-[Mg(phen)(iso)(H,0)s](CH;COO) (a) e o acido isovanilico
livre (b) pelo o ensaio com a VitB2/MET/NBT.

Para auxiliar na elucidacdo do mecanismo de reagdo para a
atividade antioxidante observada para o complexo, foram realizados
calculos computacionais de energia de ligacdo e potencial de ionizagédo (IP)
para 0 complexo e para o ligante acido isovanilico livre, Figura 5.4 A e B.

O grupo com maior diferenca de atividade antioxidante do
complexo, em comparacdo com o acido isovanilico livre, pode ser
observado pela diferenca no potencial de ionizacdo (AIP = 24,37 Kcal mol
") para o grupo O-H36, do anel benzénico coordenado em comparagio ao
acido isovanilico livre (O-H11), Figura 5.4 A e B. Isso, consequentemente,
leva a um aumento da densidade eletrdnica no anel benzénico apds a

coordenacdo do ion Mg(Il).
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Por outro lado, o atomo de hidrogénio H37 do grupo hidroxila
fendlico localizado ao lado de C29 € acessivel a desprotonacdo, o que
facilita o ataque pelo radical peroxil. A proposta de mecanismo 5.4 ¢
baseada na inibicdo do radical peroxil (ROO-), no qual ocorre a
transferéncia de atomos de hidrogénio do complexo, formando a espécie
neutra ROOH através de ligacdo de hidrogénio. Estes resultados indicam
que o fragmento {Mg(phen)}*" aumenta a estabilidade por ressonancia do

grupo quando é oxidado em processos de transferéncia de elétron.

+ ROOH

Proposta de mecanismo 5.4: Proposta de mecanismo para inibicdo do

radical peroxila pelo complexo cis-[Mg(phen)(iso)(H,0)3](CH;COO).
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B)

FIGURA 5.7: Estrurutra Otimizada (DFT) do &cido isovanilico livre (A) e
complexo cis-[Mg(phen)(iso)(H,0)s](CH;COO) (B).
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6.0 Conclusoes e Perspectivas

Os resultados obtidos neste estudo, indicam que complexo cis-
[Mg(phen)(iso)(H,0)3](CH;COO)  apresenta  varias  propriedades
interessantes para aplicacao pratica.

1. Simplicidade de sintese dos complexos, solubilidade e
estabilidade em solucdo aquosa quando na presenca e auséncia de luz,
baixo custo que favorecem o armazenamento e producéo em larga escala,

2. A auséncia de toxicidade tanto no meio aquéatico quanto
terrestre o0 qual favorecem aplicagbes em processos que envolvem seres
VIVOs.

3. A atividade inseticida comparavel ao inseticida comercial
sulfluramida indicam o potencial do complexo para aplicacéo agricola.

4. A atividade antioxidante e os resultados de protecdo da
peroxidacéo lipidica frente a carne suina indicam o potencial do composto

para aplicacdo na pecuaria.
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Figura A: Espectro de massas em MeOH ultra puro do aqua-complexo

[Mg(phen)(H,0)4](CH3;COO),.
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Complexo cis-[Mg(phen)(iso)(H,0)3](CH;COO)
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Figura D: Espectro de **C do complexo (600 MHz, MeOD-ds)
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Figura E: RMN de COSY 'H-'H do complexo cis-
[Mg(phen)(iso)(H,0);](CH;COO") em MeOD-dg
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Figura F: Espectro de DOSY em MeOD-ds deuterado a 25 + 1 °C do
Complexo cis-[Mg(phen)(iso)(H,0);](CHsCOO)).
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Figura G: Espectro de °C do ligante 5-amino-1,10-fenantrolina (400 MHz,
DMSO-ds)
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Figura H: Espectro de *°C (A) e dept135(B) - (400 MHz, CDCls) do ligante

RPA

Laboratdrio de Fotoquimica Inorganica e Bioinorganica - LaFIB

133



Referéncias Bibliograficas

{7.456,6.874%. {7.466,6.874}

{6.985,6,9

[
{7.097,7.104 (?{,1
),

Y

{7.923,7.107@{7.933,7.107}
>

di

{7.112,7.071}))

{7.870,7.422%6{7.892,7.420}

===

{6.882,7.459

{6.872,7.458

0.168,7.844}
@ é {9.120,7.815}

{8.461,8.460
{8.581,8.573

w L

{8.39@7.@44@
{8.575,7.842}

@{8.394,8388}

{

0

=

{7.848,8.572

=

@ {7.426,7.8762@
{7.107,7.9zs§@

{7.860,8.384}

<

{7.818,8.497}

“w

{8.565,8.568}

é @@{9.118,9.112} (7.850,9.16 4{@@,{7.816,9.112}
{9.172,9.165}
91 89 87 85 83 81 79 77 75 73 71 69
f2 (ppm)

6.8
7.0

r7.2

9.0

9.2

-9.4

Laboratdrio de Fotoquimica Inorganica e Bioinorganica - LaFIB

134



Referéncias Bibliograficas

B)

MOMMIVONAINNOVAINNOAONO TN
N < ®QNO<‘\D\DHM({)~QOU‘\OOG\&.’)L 111111
TMH T 00 VOTOTOAPNPNROOVCHONANMNOR

ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ

&KWy i

T T L I T T (IR T ° T T T T T T T
170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110

Figura |: Espectro de RMN-COSY (A) e *C (600 MHz, DMSO-ds) do Complexo
[Mg(RPA)(iso)(H,O)(OH)].
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