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RESUMO 

Complexos polipiridínicos de rutênio(II) vem sendo desenvolvidos como possíveis agentes 

terapêuticos, inclusive em fototerapia no tratamento de certos tipos de cânceres. O emprego da 

biotina conjugada a fármacos vem conferindo promissora estratégia para melhorar seletividade 

às células cancerígenas. Com o objetivo de combinar essas propriedades foi sintetizado um 

complexo polipiridínico de rutênio contendo biotina conjugada, [Ru(bpy-anth)(bpy-

biot)(dppz)](PF6)2 (bpy-anth =4’-metil-N-(antracen-2-il)-[2,2’bipiridina]-4-carboxamida; 

dppz=dipirido[3,2-a:2',3'-c]fenazina;bpy-biot = 4-(N-((2-biotinamido)etil)amido)-4’-metil-

2,2’-bipiridina). Este composto foi caracterizado pelas técnicas de espectroscopia na região do 

UV-Vis e infravermelho, espectroscopia de emissão, ressonância magnética nuclear e 

voltametria cíclica. Os estudos de luminescência mostraram que o complexo apresenta uma 

emissão, proveniente do nível de transferência de carga metal-ligante (3MLCT), em 631 nm, 

cujo rendimento quântico de emissão em acetonitrila foi de 0,070. O ensaio de detecção de 

oxigênio singlete, empregando-se DPBF, exibiu um ótimo rendimento quântico de 0,70. 

Adicionalmente, os experimentos de interação com DNA (monitorados por luminescência e 

espectroscopia de absorção eletrônica) apresentaram constante de associação (Kb) na ordem de 

106, com indícios de processo de intercalação. Este complexo mostrou ainda alta lipofilicidade 

(logP = +1,32), apresentando assim características promissoras para boa permeabilidade 

celular. Ensaios biológicos foram realizados demonstrando ativação seletiva com luz frente à 

bactéria Staphilococcus aureus, bem como capacidade de fotoclivar DNA circular. Estudos de 

citotoxicidade empregando-se três células cancerígenas (MCF-7, A549 e LS174T) e uma 

normal (Hacat) indicaram ausência de toxicidade celular na ausência de luz. Todavia, sob 

irradiação de luz azul, observou-se que somente as células MCF-7 e A549, que apresentam os 

receptores de biotina superexpressados, mostraram-se susceptíveis ao complexo metálico, 

sugerindo promissora potencialidade anticâncer. Desta forma, conclui-se que a incorporação da 

biotina conferiu efetiva seletividade às células cancerígenas, sem perturbar suas propriedades 

como agente fototerapêutico (intercalador de DNA e fotogerador de oxigênio singlete), abrindo 

promissoras perspectivas para futuros estudos biológicos. 

Palavras-chave: rutênio; câncer; bactéria; oxigênio singlete; fototerapia; biotina. 
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ABSTRACT 

Ruthenium(II) polypyridine complexes have been developed as potential therapeutic agents, 

including in the phototherapy of cancer. Drugs conjugated with biotin have been used to provide 

enhanced selectivity toward cancer cells. Aiming to combine those properties a ruthenium 

complex conjugated with biotin was prepared, [Ru(bpy-anth)(bpy-biot)(dppz)](PF6)2 (bpy-anth 

=4’-methyl-N-(antracen-2-yl)-[2,2’bipyridine]-4-carboxamide; dppz=dipyrido[3,2-a:2',3'-

c]fenazine; bpy-biot = 4-(N-((2-biotinamide)ethyl)amide)-4’-methyl-2,2’-bipyridine). This 

compound was characterized by spectroscopic techniques (UV-Vis and infrared), emission 

spectroscopy, nuclear magnetic resonance and cyclic voltammetry. Luminescence studies 

showed an emission band at 631 nm due to the decay of the charge transfer band (3MLCT), 

whose quantum yield in acetonitrile was 0.070. Single oxygen production was measured using 

DPBF with great quantum yield of 0.7. Additionally, DNA interaction experiments were carried 

out using UV-Vis and fluorescence methods, where binding constant (Kb) was measured at ca. 

106, suggesting an intercalation mode of binding. This metal complex exhibited also high 

lipophilicity (LogP = +1.32), suggesting a potential good cellular uptake. Biological assays with 

bacteria showed a selective photoactivity against Staphylococcus aureus, along with its ability 

to photocleave circular DNA. Cytotoxicity assay using three cancer cell lines (MCF-7, A549 

and LS174T) and one normal cell line (Hacat) showed a lack of activity in the dark. However, 

it was observed significant cytotoxic activity only in MCF-7 and A545 cancer cells upon blue 

light irradiation. These two cell lines are known to have overexpressed biotin receptors. 

Altogether, these results supported biotin conjugation conferred selectivity to specific cancer 

cells, while did not disturb the potential phototherapeutic properties of the metal complex (DNA 

binding and photoproduction of singlet oxygen), opening great future opportunities for 

biological studies.  

Keywords: ruthenium; cancer; bacteria; singlet oxygen; phototherapy; biotin. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Câncer 

Câncer é a denominação de um conjunto de doenças em que há o crescimento 

desordenado de células, que invadem tecidos e órgãos. As células normais se dividem e se 

multiplicam por meio da divisão celular (controlado) sendo responsáveis pela regeneração de 

tecidos e órgãos. O câncer inicia quando há o crescimento desordenado de células, em que 

continuam crescendo e formandos novas células anômalas. A maioria dos casos estão 

relacionados a fatores ambientais (80 – 90%) tais como: estilo e hábitos de vida, mudanças 

provocadas no meio ambiente pelo próprio homem, tabagismo, exposição excessiva ao sol, 

dentre outros (INCA, 2018; COLEMAN, 2002). 

O câncer é a segunda causa de morte no mundo, onde esta doença aumenta 

anualmente, com uma estimativa de 9,6 milhões de mortes no ano de 2018 e com 18,1 milhões 

de novos casos no mundo todo. O câncer de pulmão é o mais incidente no mundo (18,4%) 

seguido do câncer de mama, próstata e fígado. Em cada região do mundo o câncer varia de 

acordo com o desenvolvimento econômico do país e fatores sociais. Entre os homens o câncer 

mais frequente é o de próstata, seguido pelo de pulmão. Na figura 1, apresenta-se a distribuição 

dos novos casos e mortes estimados em 2018 em mulheres e homens no mundo (FERLAY, 

2018). 

Figura 1 - Distribuição dos novos casos e mortes estimados em 2018 para a) mulheres e b) 

homens. 

a)  
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b)  

 

 

Fonte: Adaptado de Ferlay (2018). 
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A Organização Mundial da Saúde (OMS) registra o câncer como uma das doenças 

que causam morte antes dos 70 anos em 113 países (Organization. WH. Global Health 

Observatory, 2018). No Brasil, os cânceres de próstata em homens e mama em mulheres são os 

mais frequentes. Com exceção do câncer de pele não melanoma, os tipos de câncer mais 

incidentes em homens e mulheres estão apresentados nas figuras 2 e 3, sendo uma síntese da 

estimativa de incidência para o biênio 2018-2019 no Brasil. Assim, nesta síntese observa-se 

que os cânceres mais incidentes são: próstata, pulmão, mama, cólon e reto (INCA, 2018). 

 

Figura 2- Estimativas de casos de câncer, em mulheres, 2018/2019 

 

Fonte: INCA (2018). 

 

Figura 3 - Estimativas de casos de câncer, em homens, 2018/2019 

 

Fonte: INCA (2018). 
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O tratamento do câncer pode ser realizado por meio 

de quimioterapia, radioterapia, TFD, transplante de medula óssea e intervenções cirúrgicas, 

além disso, nos últimos anos novas terapias foram introduzidas como o uso de anticorpos 

monoclonais, viroterapia e agentes antiangiogênicos (URRUTICOECHEA A, et al., 2010). 

Apesar do crescimento de terapias e atual disponibilidade de medicamentos 

anticâncer, ainda é necessária a pesquisa cientifica no desenvolvimento de novos agentes 

antineoplásicos que tratem de forma eficiente os diversos tipos de cânceres existentes buscando 

minimizar os efeitos colaterais causados ao paciente. Assim, fármacos a base de complexos 

metálicos mostram-se como uma alternativa viável para tal aplicação. 

Os complexos metálicos mostram-se interessantes fotossensibilizadores na terapia 

fotodinâmica (FTD) devido suas propriedades fotoquímicas e fotofisicas. O efeito fotodinâmico 

refere-se ao dano no tecido vivo na presença de um fotossensibilizador através de luz visível e 

oxigênio (BONNETT R, 2000). A terapia fotodinâmica é um método relativamente novo para 

tratamento de tumores, envolvendo a ativação seletiva de um medicamente fotossensível com 

luz em um determinado comprimento de onda. A irradiação gera espécies reativas oxidativas 

no tumor. Assim se faz necessário o desenvolvimento de compostos que possuem seletividade 

para células cancerígenas, causando menos danos às células normais (SAHA; MAJUMDAR; 

HUSSAIN, 2013). 

 

1.2 Complexos metálicos com ação citotóxica  

Os metais de transição possuem certas vantagens estratégicas frente aos fármacos 

orgânicos, uma vez que possuem grande variedade do número de coordenação, distintos estados 

de oxidação acessíveis, podendo assumir diversas geometrias e facilidade na substituição de 

ligantes, oferecendo sistemas com amplas diversidades espaciais, variabilidade cinética e 

termodinâmica (CRAVER, et al., 2010; SHALOAM et al., 2014). Essas propriedades vêm 

auxiliando no desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas, ampliando o arsenal de 

opções para o preparo de novos fármacos. 

Curiosamente, os complexos metálicos têm sido utilizados desde a antiguidade, mas 

com a descoberta da cisplatina como agente terapêutico, houve um forte estímulo às pesquisas 

envolvendo metais com aplicações no ramo da medicina (BAKHTIAR; OCHIAI, 1999; 

KELLAND, 2007; REISNER, et al., 2008). Apesar do sucesso da cisplatina, análogos têm sido 

desenvolvidos, a fim de aumentar a eficácia e diminuir sua toxicidade. Atualmente, os fármacos 

https://www.inca.gov.br/tratamento/quimioterapia
https://www.inca.gov.br/tratamento/radioterapia
https://www.inca.gov.br/tratamento/quimioterapia
https://www.inca.gov.br/tratamento/transplante-de-medula-ossea
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derivados de platina aprovados para uso clínico são: cisplatina, carboplatina, oxaliplatina, 

nedaplatina, lobaplatina e heptaplatina (Figura 4) (AMABLE, 2016; ZAKI, et al., 2016). 

Figura 4 - Estrutura dos complexos de platina atualmente em uso clínico. 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

Nos dias atuais, a cisplatina é um dos medicamentos mais utilizados clinicamente. 

Apesar da eficiente ação citotóxica dos complexos de platina em diversos tipos de câncer, ainda 

existem alguns problemas que são enfrentados durante sua administração, tais como, nefro e 

neurotoxicidade, resistência tumoral ao tratamento, náusea e ototoxicidade (JIRSOVA, et al., 

2006; KAMER; ATASOY, 2013). 

Na tentativa de aumentar a seletividade do complexo frente às células tumorais, 

facilitar sua intercalação com DNA, diminuir a toxicidade, e melhorar a ação citotóxica, novos 

fármacos a base de metais, tais como rutênio, ferro, cobre, ouro, dentre outros, têm sido 

investigados (DEO, et al., 2016; NAIR, et al., 2017). 

Dos diversos complexos metálicos, se destacam os complexos de rutênio que têm 

mostrado promissora atividade antitumoral, seletividade e citotoxicidade para células 

cancerígenas quando comparada aos complexos de platina (GRANSBURY, et al., 2016). 

Convém mencionar que atualmente dois complexos de rutênio, denominados KP1019 e 

TLD1433, encontram-se em fase de testes clínicos e exibem promissoras atividades 

antitumorais. O TDL1433 foi o primeiro fotossensibilizador que entrou em ensaios clínicos 

(MONRO, et al., 2019; GOLLA, et al., 2017).  Infelizmente, um outro complexo de rutênio 

teve ensaios clínicos interrompidos (NAMI-A), pois os seus resultados do estudo da 

combinação terapêutica de fase I/II com gemcitabina não se mostraram promissores (MONRO, 

et al., 2019; ALESSIO, 2017). 
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1.3 Complexos de Rutênio 

Os complexos de rutênio destacam-se por ser usualmente menos tóxicos do que a 

cisplatina. Além disso apresentam uma vasta janela de aplicação com potencial terapêutico 

contra agentes infecciosos, câncer e outras doenças. O rutênio possui a capacidade de assumir 

múltiplos estados de oxidação (II, III e IV) acessíveis e estáveis, diferentes números de 

coordenação e cinética de substituição de ligantes favoráveis e, até certo ponto, semelhantes 

aos da platina (MUHAMMAD; GUO, 2014; PAGES, et al., 2015). Esses compostos 

proporcionam mecanismos de ação distintos, combinando diferentes alvos e várias respostas 

biológicas. Sua baixa toxicidade, em geral, se deve ao fato de ser semelhante ao ferro, fazem 

parte do grupo VIII, o que favorece o transporte nos sistemas biológicos (ALLARDYCE; 

DYSON, 2001) 

Complexos polipiridínicos de rutênio estão entre os sistemas mais estudados em 

fotoquímica e fotofísica. Sabe-se das diversas propriedades do [Ru(bpy)3]
+2 (Figura 5) (bpy 

=2,2’- bipiridina), e seus derivados, como estabilidade, propriedades redox e fotoredox, 

emissão luminescente,  e intensa absorção oriunda da transferência de carga do metal para o 

ligante (MLCT) na região do visível do espectro eletromagnético (BALZANI; JURIS, 2001; 

JURIS, et al., 1988). 

Figura 5- Estrutura do complexo [Ru(bpy)3]
2+. 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

A estabilidade da ligação Ru-bpy é bastante elevada, possui elevado potencial de 

oxidação do metal, bem como baixa labilidade do ligante bipiridínico. Estas propriedades são 

alcançadas através do efeito quelato em conjunto com a retrodoação (π-backbonding), em que 

apesar do metal aceitar densidade eletrônica do ligante via interação sigma, ele doa densidade 

eletrônica para os orbitais π* (antiligante) do anel piridínico. Há a contribuição das interações 

existentes entre metal-ligante, envolvendo orbitais σ-doadores, orbitais receptores π* do ligante 

e orbitais moleculares pertencentes ao sistema d6 do rutênio (t2g) (KIRGAN, 2007). 
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As características dos complexos podem ser modificadas com a funcionalização dos 

ligantes bipiridínicos, alterando propriedades espectroscópicas, propriedades intercalativas ao 

DNA e de permeabilidade à membrana plasmática. Uma abordagem empregada neste trabalho 

será a funcionalização de um ligante bipiridínico, com o antraceno, tendo como um dos 

objetivos analisar sua dinâmica de relaxação do estado excitado. Adicionalmente, modificou-

se um outro ligante bipiridínico com a biotina, a fim de conferir seletividade celular. Além 

disso, ter como terceiro ligante o dipirido fenanzínico (dppz) que oferecerá uma característica 

intercalativa ao DNA, agrupando assim três importantes propriedades moduladas pelos ligantes 

bipiridínicos modificados. 

 

1.4 Biotina 

A biotina, também conhecida por vitamina B7 ou H, (Figura 6), é composta por um 

anel heterocíclico de tetrahidrotiofeno fundido a um anel imidazólico, que contêm um grupo 

ureído (NH – C – NH). 

  

Figura 6 - Estrutura química da biotina. 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

É uma importante coenzima para as carboxilases envolvidas na síntese de 

aminoácidos e ácidos graxos. Além disso, participa da glicogênese e atua como um cofator 

importante na sinalização celular, estrutura da cromatina e regulação gênica (REN, et al., 2015). 

A biotina pertence a uma categoria específica de micronutrientes (exógenos) necessários para 

várias funções celulares e, especialmente, no crescimento celular (VADLAPUDI, et al., 2012). 

Algumas vitaminas podem ser utilizadas como direcionadores específicos para 

células cancerígenas, como a biotina, que será utilizada nesse trabalho. Essa molécula desperta 

interesse devido a sua estrutura bioquímica simples e por possuir uma elevada absorção em 

certas células cancerígenas, quando comparada com as células normais (COLLINA, 2004; 

ABRIZI; ABYAR, 2019).   
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Estudos recentes mostram vários conjugados de biotina-droga como alvo de células 

cancerígenas, sendo relatados estudos in vivo ou in vitro (MAITI, et al., 2013; PARK, et al., 

2015; KIM, et al., 2014). O transportador multi - vitamínico dependente de sódio (SMVT) é o 

principal transportador de biotina (receptor expresso) responsável por sua absorção nas células, 

tendo sido encontrado superexpresso na superfície celular em proliferação de várias linhagens 

de células cancerígenas, como mama, ovário, rim, leucemia e pulmão (CHEN, et al., 2010; SHI, 

et al., 2014; REN, et al., 2015). A maioria dos receptores são encontrados na membrana celular 

nas partes interna e externa da célula. A biotina é um micronutriente necessário para funções 

celulares, dessa maneira, alguns tumores em crescimento necessitam de mais biotina do que as 

células normais (Figura 7) (MAITI; PAIRA, 2018). 

 

Figura 7 - Representação esquemática de célula cancerígena com receptores de biotina 

promovendo sua internalização. 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

Na busca por novos compostos com baixa toxicidade e favoráveis perfis 

farmacológicos, os complexos de Ru(II) guiados com biotina podem oferecer uma 

funcionalização do complexo, a fim de aumentar a captação celular e especificidade para as 

células tumorais.  

Para evitar toxicidade no hóspede é necessário que o composto possua alta 

seletividade para a enzima bacteriana. Estudos mostram que a enzima essencial na bactéria S. 

aureus é a proteína ligase da biotina (BPL) sendo o alvo da droga. Nas bactérias, o complemento 

de biotina pode ser obtido através de dois mecanismos: entrada de fontes exógenas ou síntese 
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dela, algumas podem obter através de um ou dois mecanismos. Na bactéria S. aureus existem 

proteínas que atuam como ligase para catalisar a biotinilação de enzimas dependentes de biotina 

(SOARES DA COSTA, et al., 2012). 

SaBPL é uma proteína da S. aureus bifuncional, que possui a biotina ligase e 

atividade de transcrição repressora, isso posiciona a BPL como um regulador chave de várias 

vias metabólicas. Durante uma infecção as bactérias precisam de micronutrientes e respondem 

isso com o aumento da expressão de proteínas necessárias (BECHER, et al., 2009; HECKER, 

et al., 2010). 

Assim, estudos mostraram que a biotina é utilizada como repressor/regulador de 

transcrição, fornecendo uma abordagem para o desenvolvimento de novos sistemas de 

expressão gênica para o uso em bactérias (S. aureus) (SATIAPUTRA, et al., 2016). 
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2 OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivo Geral 

Desenvolver novos compostos à base de rutênio contendo biotina conjugada a um ligante 

bipiridínico, e investigar sua reatividade, efeitos citotóxicos e potencialidade no combate ao 

câncer e patógenos. 

2.2 Objetivos Específicos 

• Sintetizar o precursor [Ru(bpy-anth)(dppz)Cl2] (Ru-dppzCl2) e o complexo [Ru(bpy-

anth)(bpy-biot)(dppz)]2+ (Ru-biot), no qual dppz = dipirido [3,2-a:2',3'-c] fenazina, bpy-

anth = 4’metil-N-(antracen-2-il)-[2,2’bipiridina]-4-carboxamida e bpy-biot = 4-(N-((2-

biotinamido)etil)amido)- 4’- metil-2,2’-bipiridina; 

• Verificar a estrutura dos complexos utilizando técnicas espectrofotométricas (UV-Vis, 

infravermelho, luminescência), ressonância magnética nuclear de 1H (RMN1H), técnicas 

eletroquímicas (voltametria cíclica) e análise elementar; 

• Investigar e determinar a interação do complexo com DNA empregando técnicas 

espectroscópicas (absorção e emissão na região do UV-visível), através de ensaios de 

fotoclivagem por eletroforese em gel de agarose; 

• Verificar a capacidade de geração de espécies radicalares oxigenadas no escuro e sob 

irradiação de luz azul, verde e vermelha; 

• Determinar a lipofilicidade do complexo (LogP); 

• Avaliar o desempenho dos compostos, através de ensaios biológicos, em bactérias Gram 

positivas e negativas; 

• Avaliar a viabilidade celular do complexo frente a linhagens de células cancerígenas. 

 

 

 

 

 

 

 

 



28 
 

 
 

3 MATERIAIS E MÉTODOS  

As sínteses dos complexos foram desenvolvidas no Laboratório de Bioinorgânica, 

do Departamento de Química Orgânica e Inorgânica (DQOI), UFC. As medidas de RMN foram 

realizadas no Centro Nordestino de Aplicação e Uso da Ressonância Magnética Nuclear – 

CENAUREMN (UFC). Os ensaios biológicos foram realizados em parceria com o Laboratório 

Integrado de Biomoléculas - LIBS (UFC) (Dr. Prof. Edson Holanda). 

  

3.1 Reagentes, solventes e soluções. 

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de pureza analítica, sem 

purificação prévia. A água utilizada em alguns dos procedimentos foi obtida de um 

equipamento de ultrapurificação de grau milliQ (Direct Q 3UV, com bomba MILLIPORE) e 

os demais solventes empregados (Acetonitrila, DMF, Etanol, Acetona) foram de grau HPLC. 

Os reagentes tricloreto de rutênio triidratado, 2-aminoatraceno, N,N′-

diisopropilcarbodiimida (DIC), 1-hidroxi-benzotriazol, biotina, etilenodiamino, N-

metilmorfolina, 1,10-fenantrolina-5,6-diona, o-fenilenodiamino de procedência Aldrich, foram 

utilizados sem qualquer purificação prévia. Calf thymus DNA (CT DNA) obtido da Sigma-

Aldrich foi utilizado nos ensaios de interação com o DNA. As medidas eletroquímicas foram 

realizadas utilizando-se como eletrólito suporte uma solução 0,1 mol L-1 de perclorato de 

tetrabutilamônio (PTBA) em acetonitrila grau HPLC, de procedência Tedia. 

 

3.2 Equipamentos e Técnicas experimentais 

3.2.1 Espectroscopia de Absorção Eletrônica na Região do UV-visível  

Os espectros eletrônicos na região do ultravioleta e visível em solução foram 

obtidos utilizando-se um espectrofotômetro Varian, UV-Vis-NIR Cary 5000, acoplado a um 

computador. As amostras foram analisadas em solução usando-se cubetas de quartzo 

retangulares de caminho óptico de 1,0 cm.  

 

3.2.2 Espectroscopia vibracional na região do Infravermelho  

Os espectros na região do infravermelho dos compostos foram obtidos utilizando-

se um Espectrofotômetro de Infravermelho com Transformada de Fourier – FTIR da ABB 

Bomem FTLA 2000-102, com janela espectral variando entre 4000 e 400 cm-1. As amostras 

foram obtidas a partir de amostras dispersas em pastilhas de brometo de potássio (KBr). 
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3.2.3 Modelagem Molecular – Cálculos quanto-mecânicos  

Cálculos computacionais foram realizados no Centro Nacional de Processamento 

de Alto Desempenho em São Paulo (CENAPAD SP) localizado na Universidade Estadual de 

Campinas (UNICAMP). Utilizou-se os softwares GaussView 5.0 (DENNINGTON, et al., 

2009) para geração dos inputs e o Gaussian09 (FRISCH, et al., 2009) para execução dos 

cálculos em máquinas disponíveis em um ambiente IBM Power 750 Express Server. A 

otimização das geometrias dos complexos foi realizada utilizando DFT (densidade funcional), 

por meio do funcional híbrido B3LYP (LEE, et al., 1988; BECKE, 1993; STEPHENS, et al., 

1994).  O conjunto de bases LANL2DZ (HAY; WADT, 1985) foi usado para descrição do 

átomo de rutênio e 6- 31G(d) (FRENKING; KOCH, 1986) foi utilizado para os demais átomos 

(C, H, O, N, S). Foram realizadas simulações envolvendo a presença de solvente acetonitrila 

com o uso do modelo de solvatação polarizada contínua (PCM) (MENNUCCI, et al., 1997). Os 

espectros eletrônicos teóricos foram simulados através de TD-DFT (MARQUES, et al., 2012), 

também utilizando o funcional B3LYP e o conjunto misto de bases citado anteriormente. 

Determinação dos valores de contribuições percentuais de orbitais bem como análise das 

transições eletrônicas foram efetuadas empregando os softwares Chemissian 4.23 e GausssSum 

3.0. 

 

3.2.4 Medidas eletroquímicas  

As medidas eletroquímicas dos complexos sintetizados foram realizadas utilizando-

se um sistema eletroquímico potenciostato/galvanostato BAS Epsilon E2 818 à temperatura 

ambiente, utilizando uma célula convencional de três eletrodos. As medidas eletroquímicas para 

os compostos Ru-dppzCl2 e Ru-biot foram realizadas em solução de perclorato de 

tetrabutilamônio (PTBA) 0,1 mol L-1 em acetonitrila, utilizando eletrodos de carbono vítreo, 

platina e Ag/AgCl imerso em solução contendo o eletrólito utilizado como eletrodos de 

trabalho, auxiliar e referência, respectivamente. Utilizou-se ferroceno como padrão interno, 

admitindo que o par redox ferroceno (Fc+/0) apresenta E1/2 = 0,326 V vs Ag/AgCl. 

 

3.2.5 Espectroscopia de ressonância magnética nuclear de 1H  

Os espectros de Ressonância Magnética Nuclear de 1H e COSY foram obtidos em 

um espectrômetro AVANCE DPX 300 Bruker, a 300 MHz, utilizando como solvente deuterado 

dimetilsulfóxido (DMSO). 
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3.2.6 Espectroscopia de emissão 

Os espectros de emissão foram obtidos utilizando-se Fluorímetro Estacionário QM-

40 (PTI). As amostras foram analisadas em solução usando-se cubetas de quartzo retangulares 

de caminho óptico de 1,0 cm.  

 

3.2.6.1 Rendimento quântico de emissão  

A equação abaixo foi empregada para o cálculo do rendimento quântico de emissão: 

Φem (amostra) =
𝐼𝑎

𝐼𝑝
.

𝐴𝑏𝑠 (padrão) λexc

𝐴𝑏𝑠 (amostra) λexc
. Φem (padrão)  (1)   

Onde Ia e Ip são as áreas dos espectros corrigidos de emissão da amostra e do 

padrão, respectivamente, obtidos nas mesmas condições experimentais, Abs são as absorbâncias 

das soluções no mesmo comprimento de excitação e Φp é o rendimento quântico do padrão. Os 

valores utilizados para o rendimento quântico do padrão [Ru(bpy)3]
2+ foram: 

(Φ(Metanol) = 0,045; Φ(Acetonitrila) = 0,061; Φ(Diclorometano) = 0,062; Φ(DMF) = 0,068) 

(LO; LEE, 2004). 

 

3.2.6.2 Rendimento quântico de geração de 1O2 

O cálculo da geração de oxigênio singlete (ΦΔ) foi determinada aplicando 1,3-

difenilisobenzofurano (DPBF) como sonda, via fluorescência (DING, et al., 2006). Os 

espectros foram obtidos nas seguintes condições: λexc = 410 nm, varredura = 420 – 550 nm e 

fendas = 0,3 mm. 

O experimento foi realizado com 2,5 mL das soluções dos complexos de Ru-

dppzCl2, Ru-anth e Ru-biot (20 M) em etanol contendo 20 M de DPBF adicionados em uma 

cubeta de quartzo. A irradiação das amostras foi efetuada com um sistema de monoLED, LEDs 

de máx = 632 nm (vermelho), máx = 520 nm (verde) e máx = 463 nm (azul) em intervalos de 3 

minutos, 10 segundos e 2 segundos, respectivamente. Azul de Metileno, Rosa bengala e 

[Ru(bpy)3]
2+ foram usados como padrões. O valor de ΦΔ para os complexos foi determinado a 

partir da equação (2) (DING, et al., 2006): 

𝑘𝑎

𝑘𝑝
=

ΦΔ(amostra)

ΦΔ (padrão) 
 (2) 

onde ka e kp são os coeficientes angulares das curvas cinéticas ln (I / I0) vs tempo de irradiação 

da amostra e do complexo padrão. I e I0 são as intensidades dos espectros de emissão em vários 

tempos e zero, respectivamente. 
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3.2.7 Interação com DNA 

3.2.7.1 Titulação de DNA (monitorado por espectroscopia de absorção eletrônica) 

A titulação espectrofotométrica com o CT-DNA foi efetuada em uma faixa de 200 

a 600 nm, a fim de verificar a interação do complexo com o DNA de uma maneira intercalativa. 

As medidas foram realizadas em concentração constante do complexo (10 μM) com sucessivas 

adições de CT DNA 10 mM em tampão tris-HCl pH = 7,5. A análise dos dados da titulação 

permite o cálculo da constante de ligação intrínseca (Kb) entre o complexo e o DNA, equação 3 

(PYLE, et al., 1989). O Kb mede a força de ligação do complexo ao DNA e nos permite 

comparar quantitativamente complexos entre si e com o intercalador clássico, brometo de etídio 

(WARING, 1965). A equação abaixo foi utilizada para o cálculo. 

[𝐷𝑁𝐴]

εa –  εf
=  

[𝐷𝑁𝐴]

εb –  εf
+  

1

𝐾𝑏 (εb –  εf)
  (3) 

Sendo que εf, εa e εb correspondem ao coeficiente de extinção molar para o complexo metálico 

livre, para cada adição de DNA e para o complexo totalmente ligado, respectivamente. 

 

3.2.7.2 Titulação de DNA (Monitorado por luminescência) 

As medidas foram realizadas em concentração constante do complexo (10 μM) com 

sucessivas adições de CT DNA em 10 mM de tampão tris-HCl pH = 7,5. A constante de ligação 

(Kb) foi determinada utilizando a equação abaixo (PYLE, et al., 1989). 

𝐼𝑎 − 𝐼𝑓

𝐼𝑏 − 𝐼𝑓
= [

𝑏 − (𝑏2 − 2𝐾𝑏2[𝑅𝑢][𝐷𝑁𝐴]
𝑠⁄ ) 1/2

2𝐾𝑏[𝑅𝑢]
] (4) 

Em que b = 1 + Kb[Ru] + Kb[DNA]/2s e If, Ib e Ia correspondem a intensidade de 

emissão do complexo livre, para o complexo ligado ao DNA e para cada adição de DNA, 

respectivamente. 

 

3.2.7.3 Titulação do aduto DNA/Brometo de Etídio 

Os espectros de fluorescência foram obtidos utilizando um Fluorímetro modelo 

QM-40 (PTI). Numa cubeta foi adicionado 2 mL de tampão Tris-HCl 50mM, pH 7,5, contendo 

1,5 µM de brometo de etídio (EB) (Atenção: reagente mutagênico) com 10 µM de CT DNA. 

Logo após foram realizadas 10 adições de 2 µL de uma solução 1 mM do complexo em estudo. 

Para calcular a supressão de fluorescência foi utilizada a equação de Stern-Volmer 

(SIRAJUDDIN, et al., 2013): 
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𝐼0

𝐼
= 1 + 𝐾𝑠𝑣[𝑄]  (5) 

onde I0 e I são as intensidades de emissão na ausência e presença do supressor (complexo), 

respectivamente, KSV é a constante de supressão de Stern-Volmer e [Q] é a concentração do 

supressor. A constante aparente de ligação também foi calculada através da equação abaixo 

(LEE, et al., 1993). 

KEB[EB] = Kapp[Complexo]    (6) 

onde KEB = 1,0 x 107 M−1, [EB] =1,5 μM e [complexo] é a concentração que causou 50% de 

supressão da fluorescência inicial do brometo de etídio. 

 

3.2.7.4 Eletroforese em gel de agarose 

O estudo de fotoclivagem foi realizado empregando a técnica de eletroforese em 

gel de agarose. As soluções dos complexos Ru-anth e Ru-biot (concentrações 0 – 30 µM) foram 

adicionadas à solução contendo o DNA superenovelado plasmidal pBR322 (20 µmol L-1 pares 

de base) em tampão tris-HCl, pH = 8, onde foram incubados para serem irradiados ou mantidos 

no escuro. O padrão de bandas foi verificado em gel de agarose (0,8 %) com tampão TAE 

pH = 8,0, coradas com GelRedTM e analisado usando o fotodocumentador Gel DocTM XR + 

System (Biorad). O experimento de irradiação foi feito com LED’s (Basetech Conrand, 1.7 W) 

em diferentes comprimentos de onda: azul (λmáx = 463 nm), verde (λmáx = 520 nm) e 

vermelho (λmáx = 693 nm) a uma distância de 17 cm da cubeta. 

 

3.2.8 Coeficiente de Partição (LogP) 

Os valores de coeficiente de partição (log P) para os complexos Ru-biot, Ru-anth e 

Ru-dppzCl2 foram determinadas pelo método “shake-flask”, utilizando-se n-octanol e água. 

Uma alíquota de 1 mL da solução de partição (complexo em água) é transferida para uma cubeta 

de quartzo para que seja lida e registrada a absorbância inicial da solução para a partição. 

Posteriormente, 1 mL da solução de partição (fase aquosa) foi transferido para um béquer e 

1 mL de n-octanol é adicionado. Em seguida, a solução é submetida a agitação magnética por 

24 horas. Após esse período, a solução é transferida para tubos de eppendorf e submetidos a 

centrifugação (7 minutos) para separar totalmente as duas fases. Posteriormente, uma alíquota 

de 1 mL da fase aquosa é transferida para uma cubeta de quartzo, de caminho óptico de 1 cm, 

e realizada a leitura da absorbância final (λ= 467nm). Os procedimentos foram realizados em 

temperatura de 25°C e o logP foi calculado através da equação abaixo. 
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log 𝑃 =  
[𝑅𝑢]𝑜𝑐𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙

[𝑅𝑢]á𝑔𝑢𝑎
   (7) 

Em que [Ru]octanol é a concentração do composto em 1-octanol e [Ru]água é a 

concentração do composto na fase aquosa. A concentração em fase orgânica foi obtida de 

maneira indireta, através da determinação da absorção inicial e final, ou seja, antes e depois da 

partição do complexo57. Para a quantificação da concentração em fase aquosa foi realizado 

curvas de calibração para cada um dos complexos. As medidas foram realizadas em duplicata. 

 

3.2.9 Ensaios Biológicos 

3.2.9.1 Microorganismos, Linhagem celular e condições de cultura 

As bactérias utilizadas nesse estudo foram: Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Escherichia coli ATCC 11303 e Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 10145, todas da American Type Culture Collection (ATCC).  

As cepas foram armazenadas em uma solução de BHI (Brain Heart Infusion) e 20% 

(v/v) de glicerol a -80 ˚C. Os microrganismos foram inseridos em placas de petri contendo BHI 

(Brain Heart Infusion) ágar e incubados em condições aeróbicas (5% de CO2) a 37°C durante 

24 h. Após o crescimento em placas de ágar, as colônias individuais foram removidas e 

inoculadas em 5 mL de meio de BHI suplementado com 1% de sacarose e incubadas durante 

18 h a 37°C. A cultura foi transferida para eppendorf e centrigugados (5000 rpm, 4°C por 5 

min), ressuspendida em novo meio BHI estéril (2x concentrado) com 2% de sacarose. Antes de 

cada ensaio antibacteriano, a concentração celular final foi ajustada para 2x106 unidades 

formadoras de colônias (cfu) mL-1. 

As linhagens utilizadas nesse estudo foram: Hacat ; PCS-200-011 (queratinócitos 

humanos), MCF-7 ; HTB-22® (adenocarcinoma de mama), A549 ; CCL-185®), (carcinoma de 

pulmão humano) e LS174T; CL188TM (adenocarcinoma colorretal), ambas obtidas da 

ATCC® (American Type Culture Collection, EUA), através do Banco de células do Rio de 

Janeiro (BCRJ). A linhagem MCF-7 foram cultivadas em frascos T-25 contendo meio RPMI 

1640 Medium (GE-Hyclone® ) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (FBS) (GIBCO® 

- life Technologies), 100 U/mL de penicilina, 1% de L- Glutamina e 100 μg/mL de 

estreptomicina (GIBCO® - life Technologies) a 37°C, atmosfera: 95% de umidade / 5% de 

CO2. As linhagens Hacat, A549 e LS174T foram cultivadas em meio DMEM (GE-Hyclone®) 

suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (FBS) (GIBCO® - life Technologies), 100 U/ml 

de penicilina, 1% de L- Glutamina e 100 μg/ml de estreptomicina (GIBCO® - life 

Technologies) e mantidos nas mesmas condições já citadas. O meio era substituído a cada três 
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dias e ao atingirem 90% de confluência as células eram tratadas com tripsina (0,025% tripsina 

/ 0,1% EDTA) e subcultivadas e/ou usadas para ensaios de viabilidade. 

 

3.2.9.2 Atividade antibacteriana 

A susceptibilidade das bactérias aos complexos de rutênio citados nesse trabalho 

foi avaliada pela concentração bactericida mínima (MBC) e a concentração mínima inibitória 

(MIC) dos complexos. A avaliação da atividade antimicrobiana dos complexos foi realizada 

segundo o ensaio de microdiluição seriada em placas de 96 poços. Primeiramente o complexo 

foi solubilizado em mulsão (água destilada estéril e DMSO 8%), permanecendo na 

concentração final de 125 μg mL-1. Posteriormente, realizou-se uma diluição seriada para 

obtenção de diferentes concentrações (62,5 – 1,95 μg mL-1) da substância. Para a determinação 

da atividade antimicrobiana, o complexo foi submetido ao teste de microdiluição utilizando 

placas de poliestireno de 96 poços. Cada poço da placa foi preenchido inicialmente com 100 

μL do complexo de rutênio em diferentes concentrações. Em seguida, adicionou-se 100 μL da 

suspensão bacteriana (concentração de 2x106 cfu mL-1), obtendo-se um volume final de 200 

μL. Essas placas foram submetidas a irradiação com LED azul por 1 hora ou mantidas no 

escuro, incubadas por 24 horas, a 37°C com 5% de CO2. A avaliação do crescimento bacteriano 

foi mensurada através da turbidez dos poços com auxílio do leitor de microplacas (SpectraMax 

i3), a um comprimento de onda de 620 nm. Para a medição de MBC, foram removidos 10 μL 

de cada poço onde não apresentaram crescimento microbiano após 24 horas de incubação, 

seguido de inoculação em placas de petri com meio BHI ágar e posteriormente incubadas sobre 

as mesmas condições já descritas. Após o período de 24 horas avaliou-se a presença de unidades 

formadoras de colônias (ufc). 

3.2.9.3 Células cancerígenas   

Após a tripsinização, as células (2×104/ 200 μL/poço) foram incubadas em placas 

de cultura de microensaios (96 poços), em uma estufa durante 24 horas a 37°C, atmosfera: 95% 

de umidade e 5% de CO2. Em seguida, o meio foi retirado e ocorreu a adição de 200 μL de 

meio suplementado contendo os complexos de rutênio em estudo nas concentrações de 100; 50; 

25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56 µg mL-1. Após 48 horas, o meio foi retirado e substituído por 100 μL 

de meio não suplementado contendo o sal tetrazolium MTS (CellTiter 96® Aqueous MTS 

Reagent Powder, Promega, WI, USA) de acordo com recomendações do fabricante. Em um 

leitor de microplacas (SpectraMax i3 MultiMode Microplate Reader) com comprimento de 
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onda de 490 nm foi medida a densidade ótica. Foram realizados três ensaios de viabilidade 

independentes e em triplicata. A viabilidade celular foi calculada pela equação 8: 

𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 (%) = 𝐴bs490 𝑛𝑚(𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜) /𝐴𝑏𝑠490 𝑛𝑚 (𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒) × 100% (8) 

 

3.2.10 Medições de ligação de avidina 

3.2.10.1 Coluna de exclusão de gel 

A medição da ligação do complexo Ru-biot à avidina foi realizada usando uma 

coluna de exclusão de gel à base de poliacrilamida (micro Biospin® 6, Biorad). Esta coluna foi 

preparada executando uma troca de tampão usando tampão de fosfato de potássio 50 mM, pH 

7,4, conforme recomendado pelo fabricante. Três amostras foram preparadas nesse tampão, A: 

apenas Ru-biot (100 μM), B: Ru-biot (100 μM) com avidina (100 μM) e C: Ru-biot (100 μM) 

com avidina (100 μM ) mais biotina (1 mM). Essas amostras foram incubadas por 1h antes de 

serem aplicadas na coluna. A amostra excluída foi coletada seguindo as instruções do fabricante 

(1.000 x g por 4 min) e usada para obter um espectro eletrônico. 

3.2.10.2 Titulação de luminescência 

Uma solução estoque de Ru-biot (395 µM, em 4% DMSO / água) foi preparada em 

tampão fosfato de potássio 50 mM, pH 7,4, e adicionada a uma cubeta contendo 500 µL de uma 

solução de avidina (4 µM ou 16 µM de locais de ligação), e também para outra cubeta sem 

avidina como controle. Cada adição de Ru-biot foi de 2 µL até 24 µL no total, ou ca. 

Concentração final de 19 µM, que evitou quaisquer efeitos de diluição significativos. Foi 

realizado um tempo de incubação de 2 min após cada adição de Ru-biot. Após esta titulação, 

biotina (100 mM) foi adicionada à cubeta para atingir 5, 10, 20 e 100 vezes o excesso molar de 

biotina em comparação com Ru-biot, onde os espectros de luminescência foram obtidos. 

3.3 Síntese dos ligantes 

3.3.1 Síntese dos compostos 4’-metil-2,2’-bipiridina-4-ácido carboxílico (bpy-COOH) e 

dipirido[3,2-a:2',3'-c]fenazina (dppz) 

Os compostos precursores, bpy-COOH e dppz foram preparados conforme 

descritos na literatura (McCAFFERTY, et al., 1995; DIGKESON; SUMMERS, 1970). 

 

3.3.2 Síntese do 4’ metil -N-(antracen-2-il) -[2,2’bipiridina] – 4 – carboxamida (bpy-anth) 

Para a síntese do ligante bpy-anth foi realizado o seguinte procedimento: dissolveu-

se 100 mg (0,471 mmol) de 4’-metil-2,2’-bipiridina-4-ácido carboxílico e 87 L (0,619 mmol) 
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de N, N'-diisopropilcarbodiimida (DIC) em 5 mL de DMF sob agitação. Após 30 minutos foi 

adicionado 63,1mg (0,466 mmol) de 1-hidróxi-benzotriazol, agitando-o por 1 hora. Em seguida, 

adicionou-se 135 mg (0,706 mmol) de 2-aminoantraceno) e 20 L (0,181 mmol) de N-

metilmorfolina. A reação processou-se durante toda a noite a temperatura ambiente. Após esse 

período, a solução resultante foi precipitada com água, filtrada e lavados com acetona gelada. 

Rendimento: 65%. 

 

3.3.3 Síntese da 4-(N-((2-biotinamido)etil)amido)- 4’- metil-2,2’-bipiridina(bpy-biot) 

O procedimento foi semelhante ao descrito para a preparação do ligante 4’-metil-

N-(antracen-2-il)-[2,2’bipiridina]-4-carboxamida, exceto que foi adicionado 95 mg 

(0,33 mmol) de biotiniletilenodiamino, ao invés de 2-aminoantraceno. Rendimento: 69%. 

 

3.4 Síntese dos complexos  

3.4.1 Síntese do complexo precursor [Ru(dppz)(bpy-ant)Cl2] – (Ru-dppzCl2) 

Para a síntese do complexo precursor, utilizou-se metodologia semelhante à da 

literatura para obtenção do complexo [Ru(bpy)2Cl2] (LISKA, et al., 1988). Para tal, solubilizou-

se 100 mg (0,397 mmol) de RuCl3.3H2O juntamente com 150 mg (0,532 mmol) de dipirido[3,2-

a:2',3'-c]fenazina, 155,6 mg  (0,4 mmol) de 4’ metil -N-(antracen-2-il) -[2,2’bipiridina]-4-

carboxamida e 131 mg de LiCl (3,096 mmol) em 40 mL de DMF. Manteve-se a mistura sob 

refluxo e agitação por 8 horas. Após este período um precipitado preto foi recolhido por 

filtração, lavado com acetona gelada e seco a vácuo. Rendimento: 70% 

 

3.4.2 Síntese do complexo [Ru(bpy-anth)(bpy-biot)(dppz)](PF6)2 -  (Ru-biot)  

Em um balão de 50 mL dissolveu-se 100 mg (0,118 mmol) de [Ru(bpy-

anth)(dppz)Cl2] com 75 mg (0,176 mmol) do ligante bpy-biot em uma relação estequiométrica 

complexo precursor/ligante (1:1,5) em 30 mL de etanol. Manteve-se a reação sob refluxo e 

agitação por 12 horas. Ao final desse período, a mistura foi rotoevaporada até a secura. 

Posteriormente o sólido foi dissolvido em 20 mL de água destilada com agitação e aquecimento 

a 55°C por 30 minutos. Em seguida, adicionou-se gotas de solução saturada de NH4PF6 para 

precipitação e agitou-se por 30 minutos. O precipitado foi recolhido por filtração, lavado com 

água e seco a vácuo. Rendimento: 55% 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Caracterização dos compostos 

4.1.1 Espectroscopia vibracional na região do Infravermelho 

A Figura 8 ilustra os espectros vibracionais na região do Infravermelho para os 

ligantes bpy-biot e bpy-anth, bem como os complexos Ru-dppzCl2 e Ru-biot, em pastilha de 

KBr. As atribuições das bandas observadas foram feitas com base na literatura e estão 

sumarizadas na Tabela 1 (PAVIA, et al., 2010; KATCKA; URBANSKI, 1964; SILVERSTEIN, 

et al., 2005; LO; LAU, 2007; HARRISON, et al., 2013). 

A banda em 1643 cm−1 no espectro de Infravermelho do ligante bpy-anth é 

indicativa do acoplamento da 4-metil-2,2’-bipiridina-4’-ácido carboxílico com o corante 2-

aminoantraceno. Esta frequência é atribuída ao estiramento da ligação dupla carbono-oxigênio 

da amida. Para o ligante bpy-biot, as bandas de estiramento da ligação C=O em 1690 e 

1635 cm−1 são referentes a amida cíclica da biotina e a amida alifática, respectivamente. A 

ausência da banda em 1700 cm−1 relativo a carbonila do ligante de partida 4-metil-2,2’-

bipiridina-4’-ácido carboxílico reforça, em ambos os casos, a obtenção dos compostos 

desejados. 

Nos complexos Ru-dppzCl2 e Ru-biot, os estiramentos C=O do grupamento amida 

apresentam frequências vibracionais em 1657 e 1631 cm−1, respectivamente. O estiramento 

C=O do grupo amida pertencente a cadeia cíclica do fragmento biotina do complexo Ru-biot é 

observado em torno de 1665 cm−1 e o forte sinal em 840 cm−1 foi atribuído a deformação angular 

do ânion PF6
−. Na Tabela 1, as principais tentativas de atribuição das frequências vibracionais 

estão relacionadas. 
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Figura 8 - Espectro vibracional na região do Infravermelho dos compostos: bpy-anth (⎯), bpy-

biot (⎯), Ru-dppzCl2 (⎯) e Ru -biot (⎯) em pastilha de KBr. 

 

Fonte: elaborada pelo autor.  
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Tabela 1 - Bandas mais relevantes dos ligantes e complexos sintetizados medidos por FTIR. 

𝝂̅ (𝒄𝒎−𝟏)  

bpy-anth bpy-biot Ru-dppzCl2  Ru-biot Atribuição 

3255 3302 3077 3287 – 3060 ν (N-H) 

(amida) 

2932 2940 2936 2929  ν (C-H) da 

metila  

- 2851 - 2856 ν (C-H) de 

CH2 

1643 1635 1657 1631 ν (C=O) de 

amida alifática 

- 1690 - 1665 ν (C=O) de 

amida cíclica  

1587 – 

1546 

1553 1568 – 1541 1545 – 1525 ν (C=C) de 

aromáticos 

1477–

1430 

1464 1490 – 1410 1460 – 1412 ν (C=C) e ν 

(C=N) de anéis 

bipiridínicos 

1359 1333 1357 1358 δ (C-H) da 

metila 

1106 1120 1074 1076 ν (C-N) de 

aromáticos 

- - - 840 δ PF6
− 

763 737 742 763-742 δ (C-H) 

aromáticos 

ν = estiramento simétrico; δ = deformação angular. 

Fonte: elaborada pelo autor. 

 

4.1.2 Análise Elementar 

A fim de validar a formulação proposta dos compostos sintetizados, empregou-se 

análise elementar de carbono, nitrogênio, hidrogênio e enxofre (CHNS), cujos resultados estão 

apresentados na Tabela 2, no qual em parêntese encontra-se os resultados teóricos. 
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Tabela 2 - Dados de análise elementar de C, N, H e S para o ligante bpy-biot e complexo Ru-

biot. 

Composto Experimental (Teórico) 

 C% H% N% S% 

bpy-biot 

(C24H30N6O3S) 

59,24 

(59,73) 

6,28 

(6,26) 

17,62 

(17,41) 

6,69 

(6,64) 

[Ru(bpy-anth)(bpy-

biot)(dppz)](PF6)2.2H2O 

(RuC68H59N13O4S) 

 51,79 

(51,64) 

 4,01 

(4,01) 

11,55 

(11,51)  

2,04  

(2,02) 

Fonte: elaborada pelo autor. 

De acordo com os dados da Tabela 2, pode-se observar que os valores teóricos estão 

coerentes com os obtidos experimentalmente tanto para o ligante contendo biotina quanto para 

o complexo, confirmando a proposta molecular do complexo. 

 

4.1.3 Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear de 1H 

Os espectros de RMN de 1H para os ligantes bpy-anth e bpy-biot obtidos em DMSO 

deuterado estão ilustrados nas Figuras 9 e 10. O espectro do ligante dppz se encontra no 

Apêndice A. As atribuições foram realizadas conforme a literatura (LO; LEE, 2006; ZIGLER, 

et al., 2006). 

Figura 9 - Espectro de Ressonância Magnética de 1H para o ligante bpy-anth em DMSO 

deuterado, obtido na frequência de 300 MHz. 

 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 
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Figura 10 - Espectro de Ressonância Magnética de 1H para o ligante bpy-biot em DMSO 

deuterado, obtido na frequência de 300 MHz. 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

Com a perda da simetria do ligante 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina, após o acoplamento 

do 2-aminoantraceno, foi observado 6 sinais de hidrogênio não equivalentes no espectro de 

hidrogênio para o fragmento bipiridínico. O sinal menos protegido do composto encontra-se 

em 10,28 ppm, relativo ao hidrogênio amídico (8) e o mais protegido encontra-se em 2,47 ppm, 

do grupo metila (7). Os sinais em 8,80 (17), 8,51 (16, 11), 8,09 (10), 8,05(15, 12), 7,86 (9) e 

7,48 (13,14) ppm são relativos aos hidrogênios do grupo antracenil. 

Similarmente, 6 sinais são observados para a bipiridina modificada com o ligante 

biotina. Para este ligante, no entanto, o hidrogênio mais desprotegido é o 4 que está próximo ao 

N piridínico. O singleto em 2,89 ppm é referente ao hidrogênio 7 do grupo metila. Os 

hidrogênios amidícos alifáticos 8 e 11 apresentam deslocamentos químicos em 8,97 e 7,98 ppm, 

respectivamente, enquanto os hidrogênios amídicos cíclicos 19 e 20 estão na região de 7,32-7,6 

ppm. Os sinais em 1,31 (13, 14 e 15) e 2,19 (12) ppm foram atribuídos aos hidrogênios 

metilênicos da biotina, enquanto os hidrogênios da cadeia cíclica da biotina estão em 4,28 (21, 

22), 2,85 (16) e 2,72 (17,18) ppm.  

Os espectros de RMN de 1H para o complexo está apresentado na Figura 11. As 

atribuições dos sinais de hidrogênios observados foram realizadas de acordo com a literatura 

(LO; LEE, 2006; ZIGLER, et al., 2006; SOLOMONS, et al., 2014). O espectro bidimensional 

COSY de RMN 1H (Apêndice C) auxiliou na atribuição dos picos, além da análise comparativa 

com os ligantes livres e as integrações. Comparando-se o espectro de RMN de 1H dos ligantes 

livres (figura 7 e 8, anexo A) nas mesmas condições, observou-se o deslocamento de alguns 
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picos ao longo do espectro, isso devido à presença de ligantes π aceptores, promovendo uma 

retrodoação com o centro metálico.  

 

Figura 11 - Espectro de Ressonância Magnética de 1H para o complexo Ru-biot em DMSO 

deuterado, obtido na frequência de 300 MHz. 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

Os hidrogênios do dppz H-1 e H-10, próximos ao N piridínico, apresentaram 

equivalência magnética em torno de 9,56 ppm, assim como os H-3 e H-8 em 9,01 ppm, H-4 e 

H-7 em 8,43 ppm, H-2 e H-9 em 8,04 ppm, e H-5 e H-6 em 8,00 ppm. Através do espectro 

bidimensional COSY (Anexo C) foi visto o acoplamento dos hidrogênios do ligante dppz (H-1 

e H-10; H-2 e H-9; H-4 e H-7; H-5 e H-6). 

Com relação à bipiridina funcionalizada com o antraceno há um singleto em 8,51 

ppm, referente aos hidrogênios 16c e 11c, que quando comparada ao ligante livre têm os 

mesmos hidrogênios em 8,50 ppm. Os hidrogênios 4b e 5b aparecem em 8,68 ppm e 8,02 ppm, 

respectivamente, sendo possível observar seus acoplamentos. Em torno de 7,50 ppm é visto um 

tripleto referente aos hidrogênios 13c e 14c. Na faixa de hidrogênio ligado a carbono alifático 

aparece um singleto associado aos hidrogênios do grupo metila em 1,89 ppm (Anexo B). 

Para a bipiridina funcionalizada com a biotina o sinal em torno de 7,31 ppm é 

atribuído aos hidrogênios H-19 e H-20, no qual aparecem em torno de 7,29 ppm no ligante 

livre, o que torna a atribuição consistente. O hidrogênio 1a em 7,91 ppm acopla com o 2a em 

torno de 7,74 ppm, o 5a em 8,57 ppm acopla com o 4a em 8,82 ppm (Anexo C). Os hidrogênios 

H-21 e H-22 aparecem em 4,51 ppm como multipleto, no ligante livre aparecem em 4,28 ppm. 
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Na faixa de hidrogênio ligado a carbono alifático aparecem dois singletos associados aos 

hidrogênios do grupo metila, um em 1,89 ppm referente ao grupo metila presente na bpy-anth 

e outro em 2,53 ppm referente ao grupo metila na bpy-biot (Anexo B). 

Podemos concluir que os espectros de RMN de 1H indicam a coordenação dos 

ligantes funcionalizados ao centro metálico. Todas as atribuições dos espectros de RMN 1H 

para os compostos estão descritos na Tabela 3. 
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Tabela 3 - Deslocamentos químicos de RMN 1H e atribuições para os ligantes (bpy-anth e bpy-

biot) e Ru-biot. 

 Ru-biot Ligantes 

 δ (ppm) H δ(ppm) H 

 

 

 

 

bpy-anth 

8,86 6b 8,98 6 

8,68 4b 8,87 4 

8,78 17c 8,80 17 

8,58 2b 8,58 2 

8,50 16c, 11c 8,51 16, 11 

8,45 – 8,47 3b 8,36 3 

8,26 10c 8,09 10 

8,22 15c, 12c 8,05 15, 12 

8,02 5b 7,97 5 

7,78 9c 7,86 9 

7,55 – 7,45 13c, 14c 7,48 13,14 

7,86 1b 7,10 1 

8,79 8b 10,28 8 

1,89 7b 2,47 7 

 

 

 

 

 

 

Bpy-biot 

8,89 8 a 8,97 8 

8,82 4 a 8,82 4 

8,74 – 8,71 6 a 8,76 6 

7,90 1 a 8,57 1 

8,30 3 a 8,25 3 

8,06 11 7,98 11 

8,57 5 a 7,82 5 

7,74 2 a 7,52 2 

7,35 – 7,24 19, 20 7,32 - 7,26 19, 20 

4,51 21, 22 4,28 21, 22 

4,36 9, 10 4,12 9, 10 

2,56 7 a 2,89 7 

2,77 – 2,74 16 2,85 – 2,79 16 

2,49 - 2,45 17, 18 2,72 17,18 

1,85 12 2,19 12 

1,63 13, 14, 15 1,31 13, 14, 15 

Fonte: elaborada pelo autor. 
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Tabela 3 (cont.)- Deslocamentos químicos de RMN 1H e atribuições para os ligantes (bpy-anth 

e bpy-biot) e Ru-biot (continuação). 

 Ru-biot Ligantes 

 δ (ppm) H δ(ppm) H 

 

 

dppz 

9,56 1d, 10d 9,69 1, 10 

9,01 3d, 8d 9,53 3, 8 

8,45 – 8,40 4d, 7d 8,40 4, 7 

8,04 2d, 9d 7,98 2, 9 

8,00 5d, 6d 7,85 5, 6 

Fonte: elaborada pelo autor. 

 

4.1.4 Espectroscopia de absorção na região do UV-Vis 

Os espectros eletrônicos (Figuras 12 e 13) dos complexos Ru-dppzCl2 e Ru-biot 

foram obtidos em solução utilizando como solvente acetonitrila.  

O espectro eletrônico do Ru-dppzCl2 apresenta duas bandas de baixas intensidades 

em 509 nm e 647 nm, originadas das transições do tipo transferência de carga do metal para o 

ligante (MLCT) provenientes dos orbitais dπ (RuII) para os orbitais pπ* dos ligantes 

bipiridínicos (LISKA, et al 1988). A absorção das transições intraligantes (pπ* ← pπ) do ligante 

dppz encontra-se por volta de 365 nm (CHEN, et al., 2011) e as intensas bandas de alta energia 

em 255 e 269 nm correspondem às transições intraligante pπ* ← pπ dos ligantes bipiridínicos 

e anéis aromáticos do grupo antracenil (ABREU, et al., 2017). 
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Figura 12 - Espectro eletrônico na região do uv-vís do complexo Ru-dppzCl2 em acetonitrila 

na concentração de 1,2x10-5 mol L-1. Inset: Expansão da região entre 400 – 800 nm. 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

A Figura 13 ilustra o espectro de absorção eletrônica para o complexo Ru-biot em 

acetonitrila. 

 

Figura 13 - Espectro eletrônico na região do ultravioleta e visível do Ru-biot em acetonitrila 

na concentração 1,6 x10-5 mol L-1. 
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Fonte: elaborada pelo autor. 
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As bandas em 256 e 268 nm foram atribuídas majoritariamente às transições do tipo 

intraligantes (pπ* ← pπ) dos anéis bipiridínicos e anéis aromáticos do grupo antracenil 

(PERKAMPUS, et al., 1966), que são comuns a ambos os complexos. Observou-se que a troca 

dos íons cloreto pelo ligante 4-metil-2,2’-bipiridina-4'-(N-((2-biotinamido)etil)amido) (bpy-

biot) alterou a energia de absorção da banda MLCT (pπ*←dπ ) para o complexo obtido, com 

deslocamento das bandas em 509 e 647 nm para 437 e 468 nm (LO; LEE, 2004; TROIAN-

GAUTIER; MOUCHERON, 2014) . Esse resultado é esperado, e se explica devido à natureza 

π aceptora dos ligantes bipiridínicos no complexo, que por efeito de retrodoação (π – 

backbonding) tendem a aumentar a magnitude dos desdobramentos dos orbitais ligantes e 

antiligantes, diminuindo mais pronunciadamente a energia dos orbitais do tipo t2g e 

apresentando como consequência absorções em maior energia (ATKINS; SHRIVER, 2008). A 

Tabela 4 exibe de forma resumida todas as transições e os respectivos coeficientes de 

absortividade medidos. 

Tabela 4 – Transições eletrônicas na região do UV-vis para os complexos Ru-dppzCl2 e Ru-

biot em aetonitrila. 

Complexos λmáx / nm (ε / mol 

L-1 cm-1) 

Atribuição 

 

Ru-dppzCl2 

255 (31.921) pπ* ← pπ IL (bpy-anth) 

365 (6.505) pπ* ← pπ LLCT (dppz) 

509 (1.046) pπ* ← dπ MLCT 

647 (1.193) pπ* ← dπ MLCT 

 

 

Ru-biot 

256 (60.036) pπ* ← pπ IL (bpy-anth) 

268 (54.387) pπ* ← pπ IL (bpy-biot) 

368 (20.935) pπ* ← pπ LLCT (dppz) 

437 (12.926) pπ* ← dπ MLCT 

468 (13.211) pπ* ← dπ MLCT 

Fonte: elaborada pelo autor. 

Estudos computacionais também foram realizados a fim de investigar a natureza 

das transições eletrônicas do complexo, utilizando teoria do funcional da densidade dependente 

do tempo (TD-DFT). Os resultados de TD-DFT reforçaram que as bandas de baixa energia 

entre 400-550 nm são atribuídas à transição MLCT (transição de carga de metal para ligante). 

Indicaram também as transições π → π* (IL-intraligante e LLCT-ligante-ligante via 

transferência de carga) referente aos ligantes aromáticos do antracenil e bipiridínicos. Os 
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espectros calculados via TD-DFT são apresentados na figura 14. É bastante razoável a 

concordância entre os espectros teóricos e experimentais. Desse modo, podemos interpretar 

com confiabilidade as propriedades espectroscópicas dos complexos em termos de energia e 

distribuição espacial dos orbitais moleculares. 

 

Figura 14 - Espectros eletrônicos do complexo Ru-biot em Acetonitrila, experimental (        ) 

e teórico (       ) 
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Fonte: elaborada pelo autor. 

As transições eletrônicas do tipo MLCT previstas teoricamente (Tabela 5) são 

predominantemente atribuídas a transferência de carga de orbitais centrados no rutênio 

(HOMO-1, HOMO-3 e HOMO-4) para orbitais dos ligantes bipiridina e dppz (LUMO, 

LUMO+1, LUMO+2, LUMO+3).  
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Tabela 5 - Transições calculadas de estado singlete para o complexo Ru-biot. 

Exp. 

λ (nm) 

Calc. 

λ (nm) 

f 

(teórica) 
Maior contribuição Caráter  

580 540 0,0013 HOMO→LUMO 

(99%) 

π(anth) → π*(dppz) LLCT 

550 527 0,1207 HOMO → L+1 

(89%) 

π(anth) → π*(bpy) ILCT 

457 430 0,2485 H-4 → L+1 (46%) 

H-3→L+2 (28%) 

dπ (Ru) → π*(bpy-anth) 

dπ (Ru) → π*(bpy-biot) 

MLCT 

 
 

437 416 0,0916 H-4 → L+2 (23%) 

H-3 → L+3 (30%) 

dπ (Ru) → π*(bpy-biot) 

dπ (Ru) → π*(dppz) 

MLCT 
 

368 337 0,1493 H-12 → LUMO 

(59%) 

H-9 → L+4 (21%) 

π(biot) → π*(dppz) 

π(dppz) → π*(dppz) 

LLCT 
 

268 293 0,2147 H-16 → L+2 (28%) 

H-15 → L+2 (29%) 
 

π(bpy-biot) → π*(bpy-

biot) 

π(dppz) → π*(bpy-biot) 

IL 
 

256 291 1,0885 H-12 → LUMO 

(13%) 

H-9 → L+4 (43%) 

π(biot) → π*(dppz) 

π(dppz) → π*(dppz) 

IL 

 Fonte: elaborada pelo autor. 

A fim de compreendermos acerca da distribuição espacial dos orbitais moleculares 

de fronteira do complexo, calculou-se as superfícies de contorno dos orbitais. Elas estão 

representadas na figura 15.  
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Figura 15 - Superfícies de contorno dos orbitais moleculares do complexo Ru-biot calculados 

por TD-DFT. 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

 

No complexo metálico, o átomo de rutênio contribui majoritariamente com os 

orbitais HOMO-1, HOMO-3 e HOMO-4, como observado na Figura 15. Frequentemente, a 

literatura descreve orbitais HOMO com um caráter estritamente do metal em sistemas 

polipiridínicos. Por outro lado, o orbital LUMO possui contribuição majoritariamente do ligante 

dppz, LUMO+1 do anth, LUMO+2 do bpy-biot e LUMO+3 do dppz (figura 16). A participação 

dos orbitais aril pode justificar o aparecimento das transições do tipo IL e LLCT (Tabela 5) em 

torno de 520nm nos espectros teóricos. De acordo com os cálculos de TD-DFT, a menor 

transição de energia vem de HOMO → LUMO e HOMO → LUMO + 1 com a banda de 

absorção em 540 e 527 nm, que foram atribuídas as transições de transferência de carga 

intraligante (ILCT) e transferência de carga ligante-ligante (LLCT). A diferença de energia 

HOMO – LUMO foi calculada em 2,52 eV, o que é totalmente consistente com o intervalo 

eletroquímico de 2,32 eV. Além disso, a banda MLCT observada em 468 nm e calculada em 

430 nm é uma transição que envolve principalmente os orbitais HOMO-4 (Ru (dπ)) para o 

LUMO +1 (bpy-anth, π*), mas também com contribuições de HOMO-3 (Ru (dπ)) para o 

LUMO+2 (bpy-biot, π*) e HOMO-4 (Ru (dπ)) para o LUMO (dppz, π*). O ombro, observado 

em 437 nm foi previsto por TD-DFT em 416 nm, é formado principalmente por uma transição 

de HOMO-3 para o LUMO e HOMO-3 para o LUMO+3,  indicando um caráter de transferência 
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de carga do Ru (dπ) para (dppz, π*) e também uma contribuição da transferência de carga de 

Ru (dπ) (HOMO-4) para LUMO+2 (bpy-biot, π*). 

Figura 16 - Contribuições dos orbitais moleculares da espécie Ru-biot em função de seus 

fragmentos: Ru (       ), bpy-biot (       ), bpy-anth (        ), anth (        ), biot (        ) e dppz (       ).
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Fonte: elaborada pelo autor. 

O estudo teórico, portanto, mapeou a energia e a distribuição dos orbitais 

moleculares de fronteira dos complexos, possibilitando o conhecimento da natureza e origem 

das transições eletrônicas de absorção observadas experimentalmente. 

 

4.1.5 Espectroscopia de emissão 

As propriedades luminescentes para o complexo Ru-biot e o complexo padrão de 

referência [Ru(bpy)3]
2+ estão apresentadas na Figura 17. Os complexos foram excitados no 

máximo de absorção (457 nm) da banda de transferência de carga metal para o ligante (MLCT), 

e observou-se uma banda larga com máximo de emissão em 631 e 618 nm, respectivamente. 

Os perfis espectrais apresentados são característicos de sistemas polipiridínicos de rutênio e do 

estado 3MLCT originados do decaimento de estados 1MLCT por conversões intersistema 

(JURIS, et al., 1988; KIRGAN, et al., 2007; YANG, et al., 2001). O máximo de emissão do 

Ru-biot é deslocado para o vermelho quando comparado ao [Ru(bpy)3]
2+, implicando na 

estabilização do estado 3MLCT para o complexo Ru-biot. 
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Figura 17 - Espectro de emissão (excitação de 457 nm) para o Ru-biot (⎯ ) e [Ru(bpy)3]
2+ 

(⎯) em acetonitrila, na concentração de 8,2 x 10−6 mol L−1 a 25oC. 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

Os valores de rendimento quântico de emissão na presença de diferentes solventes 

(DMF, metanol, acetonitrila, diclorometano) foram calculados por excitação da banda MLCT 

em 460 nm. De acordo com a tabela, tem-se que com a mudança da polaridade do meio há um 

efeito de solvatocromismo, um deslocamento batocrômico (aumento do comprimento de onda 

de emissão) é visto com o aumento da polaridade do solvente, isso devido à estabilização do 

estado MLCT com solventes polares (SLIM; SLEIMAN, 2004). Analisando os valores de 

rendimento quântico, observou-se que no diclorometano (solvente mais apolar) o valor de 

rendimento quântico é o maior, inferindo que os processos de desativação intramolecular são 

minimizados em solventes apolares (REICHARDT, 1988; LAKOWICZ, 1983). Já em solvente 

polar prótico (metanol), o complexo possui o menor valor de rendimento quântico quando 

comparado aos solventes apróticos (acetonitrila, DMF e diclorometano), sendo resultado da 

perda de energia através de vias não radiativas (JURIS, et al., 1988). 
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Tabela 6 - Rendimento quântico de emissão em diferentes solventes. 

Φem(λem(nm)) 

 Diclorometano DMF Acetonitrila Metanol 

Ru-biot 0,097 (610) 0,078 (646) 0,070 (631) 0,042 (636) 

Ru-anth* 0,031 (627) 0,014 (660) 0,013 (648) 0,0055 (655) 

Fonte: elaborada pelo autor. *ABREU, et al., 2017. 

Os valores de rendimento quântico de emissão foram calculados de acordo com a 

equação 1. O complexo com o substituinte biotina apresenta maior valor de rendimento 

quântico de emissão quando comparado com o complexo sem esse substituinte, o Ru-anth 

(Tabela 6), sugerindo que o estado 3MLCT mais estável está localizado no fragmento Ru(bpy-

biot). No caso do complexo Ru-anth, o estado 3MLCT localiza-se no Ru(bpy-anth), que por sua 

vez transfere energia para o estado 3  do ligante antraceno, ocasionando supressão de 

luminescência do composto (Figura 18).  

 

Figura 18 - Diagrama hipotético simplificado de energia dos compostos Ru-anth e Ru-biot. 

EF: estado fundamental. 

 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

 

4.1.6 Voltametria Cíclica  

A voltametria cíclica é uma técnica relevante que fornece informações sobre a 

natureza redox do composto. O voltamograma cíclico do precursor Ru-dppzCl2 em 0,1 mol L−1 

de PTBA e a 100 mV s−1 está ilustrado na Figura 19. Observa-se um processo de oxidação 

Ru2+
→ Ru3+ (Eox= 1,10V) irreversível vs Ag/AgCl. 
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Figura 19 - Voltamograma cíclico do complexo precursor Ru-dpppzCl2 obtidos em meio de 

acetonitrila contendo PTBA 0,1 mol L−1 (eletrólito de suporte) com velocidade de varredura de 

100 mV s-1, utilizando eletrodo de carbono vítreo, platina e Ag|AgCl como eletrodos de 

trabalho, auxiliar e referência, respectivamente.  Utilizou-se ferroceno como padrão interno. 

 
Fonte: elaborada pelo autor. 

 

O potencial de meia-onda referente ao par redox RuIII/II do complexo Ru-biot 

(Figura 20) é de +1,31 V (processo reversível). Percebeu-se o deslocamento de potencial para 

valores mais positivos quando comparando com o precursor Rudppz-Cl2, o qual é descrito na 

literatura para complexos de rutênio polipiridínicos, cujos valores de potencial de oxidação do 

centro metálico são alterados de acordo com a natureza dos ligantes. Pode-se comparar os 

valores de potenciais redox de diferentes complexos na Tabela 7 (YANG, et al., 2001). Após a 

coordenação da bipiridina substituída pelo grupo biotiniletilenodiamino ocorreu um 

deslocamento do potencial, revelando uma maior estabilidade devido a retrodoação entre os 

orbitais π* do ligante e os orbitais dπ* do centro metálico, assim há uma deslocalização de 

densidade eletrônica do rutênio em direção aos ligantes (TROIAN-GAUTIER; 

MOUCHERON, 2014).  
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Figura 20 - Voltamograma cíclico do complexo Ru-biot obtido em acetonitrila contendo PTBA 

0,1mol L−1 (eletrólito de suporte) com velocidade de varredura de 100 mV s−1, utilizando 

eletrodo de carbono vítreo, platina e Ag|AgCl como eletrodos de trabalho, auxiliar e referência, 

respectivamente. Utilizou-se ferroceno como padrão interno. 

-2,0 -1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

Potencial em V Ag/AgCl/Cl-

E
1/2

=1,311 V

Ered=-1.026 V

Ered= -1.247 V

Ered= -1.626 V

Ered= -1.883 V

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

 

Os potenciais observados na região negativa de potencial caracterizam a redução 

dos ligantes bipiridínicos, dppz, antraceno e biotina, sugerindo, portanto, a coordenação dos 

ligantes ao rutênio. Os potenciais em -1,026 V é referente a redução do dppz (SUN, et al., 2010). 

Enquanto que em -1,247 e - 1,626 V são associados às bipiridinas modificadas com antraceno 

e biotina, respectivamente (LO; LEE, 2004). 

Os dados obtidos na voltametria cíclica indicam fortemente a coordenação do 

ligante bpy-biot ao centro metálico devido ao adicional deslocamento do potencial redox. 

Relacionando os dados obtidos com os dados da espectroscopia de absorção eletrônica, pode-

se observar que ocorreu uma mudança no valor do comprimento de onda de absorção do 

precursor, sendo deslocado para o azul, após a coordenação do ligante bpy-biot. Na tabela 7 

tem-se os potenciais referentes aos processos redox do centro metálico e dos ligantes e alguns 

complexos para fins comparativos.  
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Tabela 7 – Voltametria cíclica do Ru-dppzCl2, Ru-biot e Ru-anth obtidas em meio de 

acetonitrila contendo PTBA (eletrólito de suporte), utilizando eletrodo de carbono vítreo, 

platina e Ag|AgCl como eletrodos de trabalho, auxiliar e referência, respectivamente. 

Complexo Ru(III/II) Redução dos ligantes Ered 

Ru-dppzCl2 +1,091 -0,881 - - -1,81 

Ru-biot +1,311 -1,012 -1,302 -1,64 -1,88 

[Ru(bpy)2(dppz)]2+ a +1,51 -0,73 -1,15 -1,39  

Ru-anthb    +1,30/ 

+1,33 

-0,93 - -1,54 -1,74 

Fonte: elaborada pelo autor.  a DELANEY, et al., 2002. b ABREU, et al., 2017. 

 

4.2 Estudo de geração de oxigênio singlete 

A geração de oxigênio singlete (1O2) foi monitorada, por meio da técnica de 

fluorescência, utilizando como sonda para detectar a presença dessa espécie o composto 1,3-

difenilisobenzofurano (DPBF). O consumo de DPBF pode ser quantificado pela diminuição da 

intensidade de sua banda de fluorescência no máximo de emissão, devido a ocorrência da reação 

de oxidação promovida pelo 1O2. Esse consumo pode ser expresso como uma função do 

rendimento quântico de oxigênio singlete (Φ) (DING, et al., 2006; JIANG, et al., 2016). A 

Figura 21 ilustra a equação química que representa a reação de fotodegradação do DPBF 

promovida pelo oxigênio singlete. 

Figura 21 - Reação de fotodegradação do DPBF pelo oxigênio singlete. 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

Os espectros de emissão da fotodegradação do DPBF na presença e na ausência dos 

complexos Ru-dppzCl2, Ru-biot e Ru-anth, irradiado com LED azul são apresentados na Figura 
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22, enquanto os espectros sob irradiação de luz verde e vermelho encontram-se no Apêndice D 

e E. Os valores de ΦΔ foram calculados usando os dados da regressão linear das Figuras 23, 24 

e 25 juntamente com a Equação 2. Os compostos [Ru(bpy)3]
2+, rosa bengala e azul de metileno 

foram utilizados como padrões de referência para as medidas de rendimento de geração de 

oxigênio singlete nas condições empregadas, ou seja sob irradiação com luz azul (Φ= 0,84), 

luz verde (Φ=0,68)  e luz vermelha (Φ=0,52) (TANIELIAN, et al., 1996; DEROSA; 

CRUTCHLEY, 2002). Para fins comparativos, utilizou-se ainda o complexo precursor Ru-

dppzCl2 e Ru-anth para verificar a influência do ligante bpy-biot.  

Figura 22 - Espectros de emissão do DPBF em função do tempo de irradiação na ausência(a)  

e  presença(b) de [Ru(bpy)3]
2+; (c) Ru-dppzCl2 e (d) Ru-biot, em concentração de 16 µM em 

etanol. Fendas: 0,3 mm, exc= 410 nm. Tempo de irradiação = 2 segundos. Amostra irradiada 

ex situ usando LED azul. 
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Fonte: elaborada pelo autor. 
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Figura 23 - Curvas cinéticas do consumo de DPBF em função do tempo de irradiação (LED 

azul). 
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Fonte: elaborada pelo autor. 

Figura 24 - Curvas cinéticas do consumo de DPBF em função do tempo de irradiação (LED 

verde). 
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Fonte: elaborada pelo autor. 

 

Baseando-se nos valores de Φ (Tabela 8), percebe-se que o valor para o Ru-biot é 

expressivo frente ao precursor (Φ= 0,05) e diminuiu ligeiramente de 0,96 (Ru-anth) para 0,75 

(Ru-biot) quando irradiado com LED azul. Como mencionado anteriormente o 3MLCT para o 

Ru-biot está localizado na bpy-biot, enquanto para o complexo Ru-anth no fragmento 3anth, 
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que transfere energia facilmente para o oxigênio molecular, expressando maior valor de Φ. 

Essa diferença pode ser a principal razão para a geração mais baixa de oxigênio singlete do Ru-

biot, sendo que a energia não pode ser transferida com eficiência para o oxigênio. Desta 

maneira, sugere-se que o estado 3MLCT do complexo Ru-biot pode estar atuando como canal 

de transferência de energia (intra e intermolecular) para excitar o oxigênio molecular (3O2) em 

função das proximidades de seus níveis energéticos (PASZKO, et al., 2010; DING, et al., 2006) . 

Quando irradiado com luz verde o Ru-biot apresentou Φ= 0,51 e o Ru-anth Φ= 0,19, resultado 

bastante promissor para estudos futuros. 

Testes de fotodegradação do DPBF irradiado com LED vermelho foram também 

realizados, usando como padrão de referência o azul de metileno ( = 0,52) (Apêndice D). A 

Figura 25 ilustra a cinética do consumo de DPBF. 

 

Figura 25 - Curva cinética do consumo de DPBF em função do tempo de irradiação (LED 

vermelho). 
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Fonte: elaborada pelo autor. 

Observa-se um menor Φ para o complexo Ru-biot (Φ= 0,19), resultado esse que 

se mostra consistente com o esperado devido a menor energia da luz vermelha. Entretanto, a 

baixa geração de 1O2 com luz vermelha para o complexo Ru-anth (Φ= 0,031) indica que o 

estado 3MLCT do complexo Ru-biot, localizado na bpy-biot, está atuando como canal de 

transferência de energia para excitar o oxigênio molecular (3O2). Apesar do valor menor, 

quando comparado com a luz azul e verde, é considerada uma produção moderada, abrindo 

oportunidades futuras. 
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Tabela 8 – Valores de rendimento quântico de geração de oxigênio singlete (Φ) sob irradiação 

de luz azul e vermelha. (λexc = 410 nm). 

Composto Δ  (azul) Δ  (vermelha) Δ  (verde) 

Ru-anth 0,96 0,031 0,20 

Ru-biot 0,75 0,19 0,51 

Ru-dppzCl2 - - - 

Fonte: elaborada pelo autor. 

 

4.3 Estudo de interação com DNA 

4.3.1 Constante de ligação (Kb) DNA-complexo medida por espectroscopia de absorção 

eletrônica 

A magnitude da interação entre o complexo metálico com o DNA de timo de 

bezerro (calf thymus, CT DNA) foi determinada por titulação espectrofotométrica 

(MAHADEVAN; PALANIANDAVAR, 1997). As quantidades de DNA foram adicionadas 

sequencialmente e as mudanças provocadas nos perfis espectrais estão ilustrados na Figura 26. 

Com o aumento da concentração de DNA, observa-se que ocorre um efeito de 

hipocromismo de 18% das bandas intraligantes (256, 268, 368 nm) e de transferência de carga 

(437 e 468 nm), além disso há um deslocamento batocrômico de 15 nm nestas bandas. Estas 

observações são indicativas de interações entre o DNA e o complexo metálico (LIU, et al., 

2002; NIKOLIS, et al., 2003). 

A fim de obter a constante intrínseca de ligação (Kb) utilizou-se a equação 3 para o 

tratamento dos dados. O valor calculado para Kb foi de 6,28 (±0,4) x 106, o que corrobora com 

valores de Kb encontrados na literatura para intercaladores similares (Tabela 9). Na Tabela 9 

tem-se diferentes complexos citados na literatura com características intercalativas e suas 

respectivas constantes de ligação. O valor de Kb do complexo sintetizado neste trabalho 

(Ru- biot) mostrou-se bastante similar ao seu análogo sem biotina conjugada, indicando que a 

incorporação de biotina não provocou perturbações expressivas, e manteve sua excelente 

capacidade de interagir com DNA. 

 

 



61 
 

 
 

Figura 26 – Espectro de absorção eletrônica do complexo Ru-biot na ausência de CT-DNA 

(⎯) e na presença de quantidades diferentes de CT-DNA em tampão 0,1 mM Tris-HCl pH 7,5. 

Inset: gráfico de εa-εf/εb-εf vs [DNA]. 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

 

Tabela 9 - Constantes de ligação ao DNA (Kb) para diferentes complexos metálicos de rutênio.  

Complexos Kb 

Ru-biot 6,28 (±0,4) x 106 

Ru-antha 6,04 (±0,2) x 106 

[Ru(bpy)2(dppz)]2+ b 3,20 x 106 

[Ru(phen)2(dppz)]2+ c 2,10 x 106 

[Ru(phen)(dicnq)2]2+ d 3,30 × 104 

Fonte: elaborada pelo autor. a ABREU, et al, 2017. b BURYA, et al., 2011. c CHEN, e al., 2009. d AMBROISE; 

MAIYA, 2000.  

 

4.3.2 Constante de associação (Kb) DNA-Complexo metálico via espectroscopia de emissão 

A interação do complexo Ru-biot com o DNA foi também investigada pela técnica 

de luminescência. Após adição do CT-DNA na solução, observou-se um aumento gradativo da 

banda de emissão do complexo (Figura 27). 

O aumento da intensidade de emissão do complexo com o aumento da concentração 

de DNA sugere a interação complexo-DNA. Esta interação ocorre provavelmente no sítio 

hidrofóbico do DNA, protegendo o complexo do meio aquoso, incorporando-o entre as bases 
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nitrogenadas da hélice do DNA (HUANG, et al., 2011). Assim, a estrutura do complexo fica 

também mais rígida e há menor perda de energia por rotas de transferência de energia não 

radiativa. 

O valor de Kb foi calculado a partir da equação 4, resultando em um Kb de 5,8 x 

106. Este valor é comparável com o previamente medido por espectroscopia de absorção 

eletrônica (6,28 x 106), reforçando a característica intercalativa do complexo metálico. 

 

Figura 27 - Espectro de emissão do complexo Ru-biot na ausência de CT DNA (⎯) e na 

presença de quantidades crescentes de CT DNA em tampão Tris-HCl pH 7,5. Inset: gráfico de 

(Ia-If)/(Ib-If) vs [DNA]. 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

 

4.3.3 Competição com Brometo de Etídio 

O brometo de etídio (BE) (Atenção: reagente mutagênico) é conhecido por interagir 

com o DNA por intercalação, estabelecendo-se entre os pares de bases nitrogenadas (TUITE, 

et al., 1997). Este composto apresenta baixa fluorescência em solução aquosa, porém, quando 

intercalado ao DNA, ocorre um forte aumento de fluorescência. BE tem sido empregado em 

ensaios de competição frente a outros agentes intercalantes (MEZLER-NOLTE; 

SCHATZSCHNEIDER, 2009). A fim de confirmar a natureza intercalante do complexo Ru-

biot foi realizado um estudo de competição na presença do brometo de etídio (Figura 28). O 
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deslocamento e intensificação da banda do aduto BE-CT DNA foi monitorado durante titulação 

com o complexo Ru-biot. 

 

Figura 28 - Espectro de fluorescência de BE (λexc = 480 nm) na presença de CT DNA a 

diferentes concentrações de complexo metálico (0-18,7μM) em tampão Tris-HCl pH 7,5. [BE] 

= 1,5μM, [DNA]= 10 μM (A). Gráfico I0/I x [complexo] com R² = 0,9793 (B). 
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Fonte: elaborada pelo autor. 
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De acordo com os espectros de fluorescência da Figura 28, observou-se um 

aumento consistente de intensidade bem como um deslocamento do máximo da banda emissão 

de 600 nm para 596 nm, quando CT DNA é adicionado à solução de BE, confirmando a 

formação do aduto DNA-BE. Após a adição do complexo metálico à solução, observa-se uma 

supressão da banda de emissão, sugerindo que ocorra uma competição pelos sítios do 

biopolímero (SIRAJUDDIN; BADSHAH, 2013). Todavia, observa-se que não há uma 

diminuição total da banda de emissão mesmo após adição de 18,7μM do complexo. Esse 

comportamento pode ser justificado, uma vez que o complexo metálico ligado ao DNA 

apresenta luminescência em comprimento de onda máximo próximo ao de emissão do BE. 

Sendo assim, a luminescência do complexo contribui para a emissão total dos espectros 

(BURYA, e al., 2011).  

Os resultados da titulação espectrofluorimétrica foram posteriormente analisados e 

calculado a constante de supressão de Stern-Volmer (KSV), empregando-se a equação 5. O valor 

de KSV encontrado foi de 6,5 x 104, resultado próximo ao encontrado na literatura para 

compostos com diferentes centros metálicos considerados com boa capacidade intercalativa, 

como Mn, Cu, Zn na ordem de 103 e Ru na ordem de 104 (SIRAJUDDIN; BADSHAH, 2013; 

LÁZIC, et al., 2016). Todavia, convém mencionar que esse valor não deve ser interpretado 

como exato, uma vez que não é possível eliminar completamente a contribuição de emissão que 

o complexo metálico confere nessas medidas.  

A constante aparente de ligação também foi calculada pela equação 6 e o valor de 

Kapp encontrado foi de 1,28 x 106 . Este valor indica que o complexo compete pelos sítios de 

ligação do DNA deslocando o BE. Assim, os resultados obtidos para o Ru-biot indica ser um 

forte agente intercalante de DNA e pode funcionar in vivo através da interação com esta 

biomolécula (MATHUR; TABASSUM, 2008). 

 

4.3.4 Ensaios de dano ao DNA por eletroforese em gel de agarose 

Realizou-se estudos de eletroforese em gel de agarose do DNA pBR322 no escuro 

e sob irradiação de luz (LED azul, λirrad = 463 nm, LED verde, λirrad = 520 nm e LED 

vermelho, λirrad = 693 nm), a fim de verificar a fotodegradação do DNA plasmidial através da 

ligação complexo-DNA e geração de espécies radicalares. O DNA plasmidial pBR322 pode se 

apresentar de três formas diferentes: forma I, forma II e forma III. A forma I apresenta-se 

tensionada sendo chamada de superenovelada, quando sofre quebra em umas das fitas é 

chamada de circular aberta ou relaxada (forma II), estando clivada em um único ponto, quando 

ocorre a quebra nas duas fitas simples, chama-se fita linear (forma III) (NAVARRO, et al, 2003; 
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MEZLER-NOLTE; SCHATZSCHNEIDER, 2009). O controle utilizado sem complexo mostra 

o plasmídeo pBR322 superenovelado não danificado (Figura 29, forma I, linha 2).  

 

Figura 29 - Fotoclivagem do DNA pBR322 (20 µM) na presença do complexo Ru-biot em 

diferentes concentrações no escuro e após 1h de irradiação em LED azul, vermelho e verde. 

Poços 1: DNA marcador (ladder). Poço 2 e 9: apenas DNA pBR322. Poços 3-8 e 10-15: 

complexo + DNA pBR322 nas seguintes concentrações: 0,3, 3,0, 7,0, 10, 15 e 30 µmol L-1, 

respectivamente.  

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

Figura 30 - Fotoclivagem do DNA pBR322 (20 µM) na presença dos complexos Ru-anth em 

diferentes concentrações no escuro e após 1h de irradiação em LED azul, vermelho e verde. 

Poços 1: DNA marcador (ladder). Poço 2 e 9: apenas DNA pBR322. Poços 3-8 e 10-15: 

complexo + DNA pBR322 nas seguintes concentrações: 0,3, 3,0, 7,0, 10, 15 e 30 µmol L-1, 

respectivamente. 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 
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As figuras 29 e 30 mostram as respostas da clivagem do DNA promovida por Ru-

biot e Ru-anth no escuro e sob irradiação. Os complexos foram incubados no escuro e não 

mostraram evidência de clivagem do DNA. No entanto, o complexo Ru-biot mostrou 

fotoclivagem do DNA eficiente sob irradiação com luz azul. A forma II (forma clivada em fita 

simples) foi observada claramente. O complexo também mostrou atividade de clivagem do 

DNA aprimorada sob irradiação de luz verde em comparação ao complexo Ru-anth na presença 

de DNA. É observado uma formação moderada de plasmídeo linearizado (forma III) na 

presença do complexo Ru-biot a 15 uM, mesmo com luz verde, enquanto que o DNA circular 

(forma II) é visto a partir de 3 µM. Quando irradiado com luz vermelha o complexo não causou 

clivagem, mesmo com o aumento da concentração, apesar da moderada produção de oxigênio 

singlete. Assim, podemos confirmar que o complexo Ru-biot ocasiona uma maior clivagem 

sob irradiação quando comparado ao Ru-anth, sendo visto com o aumento das concentrações. 

Esses dados suportam a expectativa que o ligante biotina têm também papel importante no dano 

ao DNA.  

Considerando que o máximo da transição MLCT do complexo Ru-biot (Figura 13) 

seja observada em 468 nm, o fato da fotoclivagem ser mais eficiente sob irradiação a 463 nm e 

520 nm em comparação a 640 nm sugere que para esse sistema, o mecanismo de clivagem do 

DNA envolve a geração de oxigênio singlete (Tabela 8).  Além disso, a fotoativação eficiente 

do complexo poderia ser explicada pela extensão da interação complexo - DNA em que o valor 

encontrado da constante foi na ordem de 106 (Figura 26). 

 

4.4 Lipofilicidade (LogP) 

A lipofilicidade de um composto tem sido quantificada como o logaritmo de um 

coeficiente de partição de uma molécula entre uma fase orgânica e uma fase aquosa (octanol e 

água). Moléculas lipofílicas possuem logP positivo e moléculas hidrofílicas possuem valores 

negativos.  

É significativa a importância da lipofilicidade no estudo das interações de 

complexos de Ru(II) com células, pois tem grande influência na distribuição do complexo 

dentro das células, a mesma varia de acordo com a hidrofobicidade dos ligantes (GILL; 

THOMAS, 2012). Com o aumento da lipofilicidade do complexo poderá ocorrer um aumento 

da sua absorção pelas células, como também um aumento da probabilidade de sua ligação com 

outros alvos (sítios hidrofóbicos de proteínas) (LEESON, SPRINGTHORPE, 2007; 

SVENSSON, et al., 2010). 
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A quantificação dos compostos na fase aquosa foi realizada através de 

espectroscopia na região do UV-vis utilizando a equação 7. A concentração do composto na 

fase orgânica foi calculada pela diferença entre a concentração inicial e a final na fase aquosa 

(RAMA, et al., 2006). Para a quantificação dos complexos na fase aquosa, foi traçada uma 

curva de calibração (Absorbância x [complexo]).  

A Tabela 10 nos mostra a diferença de log P dos complexos Ru-biot, Ru-anth e 

[Ru(bpy)2(dppz)]2+. Percebe-se que a medida em que há a funcionalização das bipiridinas, o 

logP migra de valores negativos para valores positivos, ilustrando uma evidente redução do 

perfil de hidrossolubilidade.  

Os valores de logP estãos geralmente associados a atividade biológica, indicando 

que há uma boa lipofilicidade quando os valores estão entre 1 – 3, sendo capaz de expressar 

condições farmacodinâmicas e farmacocinéticas ideais. Nesta faixa há uma melhor taxa de 

absorção e biodisponibilidade no organismo (BARREIRO, et al., 2015). A avaliação da 

captação celular por medicamentos tornou-se uma questão essencial durante o desenvolvimeto 

de fármacos. Há casos interessantes da ausência de atividade biológica associada à fraca 

captação celular (ZHANG; SADLER, 2017; BUTLER; SADLER, 2013). 

Uma vez administrado o complexo metálico, sua biodistribuição é fundamental para 

a eficácia e minimização dos efeitos colaterais, assim, é preciso fornecer ao complexo melhor 

acessibilidade celular, sendo necessário proporcionar um equilibrio entre lipofilicidade e 

hidrofilicidade, buscando maior tempo de permanência no corpo, ainda que não excessivo. 

O complexo estudado apresentou logP maior (+1,32) do que o Ru-anth (+0,808), 

apresentando preferência a estar associada à fase lipídica (maior afinidade com octanol) e 

provavelmente permeará pelas membranas biológicas espontaneamente. Esses valores ainda 

são muito melhores do que [Ru(bpy)2(dppz)]2+. Para alcançar uma melhor permeabilidade, é 

preciso ter um valor moderado (1-3) de logP, assim pode-se notar que este complexo 

provavelmente apresentará uma promissora taxa de permeabilidade nas biomembranas 

hidrofóbicas (POYNTON, et al., 2017). 

Tabela 10 - Valores de coeficientes de partição (log P) para os compostos. 

Composto Log P 

Ru-biot 1,32 

Ru-anth 0,808 

[Ru(bpy)2(dppz)]2+a  -2,50 

Fonte: elaborada pelo autor.  a POYNTON, et al., 2017. 
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4.5 Ensaios de concentração inibitória mínima (MIC) e atividade bactericida (MBC) 

em bactérias Gram positivas e negativas. 

Com o objetivo de investigar se o complexo sintetizado apresentaria atividade 

biológica frente a agentes patogênicos, como bactérias Gram positivas e negativas, foram 

realizados ensaios de concentração inibitória mínima (MIC) e concentração bactericida mínima 

(MBC) com as bactérias S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa, E. coli com e sem irradiação 

de luz azul, cujos resultados encontram-se apresentados na Tabela 10. Essas medidas foram 

realizadas em colaboração com o Laboratório Integrado de Biomoléculas - LIBS (UFC) (Dr. 

Prof. Edson Holanda).  

Os resultados mostraram que nenhum dos complexos investigados, precursor ou o 

complexo modificado com biotina, foram capazes de apresentar atividade antibacteriana frente 

às cepas Gram-negativas empregadas, mesmo com irradiação de luz azul por 1h. Para as 

bactérias gram-positivas, o S. epidermidis quando tratado com complexo Ru-biot não 

apresentou resposta no escuro e com luz azul. Entretanto, o complexo Ru-biot mostrou-se ativo 

frente o S.  aureus após irradiação com luz azul (MIC = 15 μM), indicando uma ação seletiva a 

luz (Tabela 11). A conjugação com biotina reduziu a MIC e a MBC em 2 vezes, ao mesmo 

tempo que melhorou a seletividade da luz em pelo menos 6 vezes. 

Assim, o complexo Ru-biot comparado ao Ru-anth apresentou menor atividade 

biológica, mas foi mais eficiente do que seu precursor (Ru-dppzCl2) quando irradiado com luz 

azul, apenas para a bactéria S. aureus, sugerindo que o ligante funcionalizado (bpy-biot) confere 

uma atividade antibacteriana específica com luz. Esse comportamento é bastante desejado, cujo 

objetivo em fototerapia é conferir atividade somente com o estímulo luminoso, o que demonstra 

grande potencial para esse complexo sintetizado. Adicionalmente, convém mencionar que 

devido a S. aureus possuir enzimas dependentes de biotina, em que é usada como 

repressor/regulador de transcrição, ainda assim o efeito antibacteriano só foi observado sob 

ação da luz. Assim, percebe-se que o Ru-biot demonstra citotoxicidade seletiva a S. aureus 

(SOARES DA COSTA, et al., 2012). 

A estratégia de biotinilação foi empregada anteriormente para promover a captação 

de grandes peptídeos por Escherichia coli (e outras bactérias Gram-negativas) e também 

trabalhou para melhorar a atividade de alguns complexos metálicos (WALKER; ALTMAN, 

2005; SAUVAGEOT, et al., 2017). No entanto, não funcionou bem para o complexo Ru-biot. 

Isso pode ser devido a uma captação bacteriana mais seletiva e restritiva devido a características 

estruturais adicionais. A razão molecular para esse comportamento ainda não está clara, no 



69 
 

 
 

entanto, estimula novas investigações também com outras bactérias e parasitas patogênicos 

distintos. 

 

Tabela 11 - Atividade antimicrobiana dos complexos de rutênio em bactérias Gram-positivas 

e Gram-negativas [valores em μg/mL (μM)]. 

   Gram-Positiva Gram-Negativa 

Complexos 
LED Azul 

Irradiação 
 

S. aureus 

ATCC 

25923 

S. 

epidermidis 

ATCC 

35984 

P. 

aeruginosa 

ATCC 

10145 

E. coli 

ATCC 

11303 

Ru-biot 

 

 

SIM 

MICa,

* 

15,6 

(13,75) 

ND 
ND ND 

MBCb 

62,5 

(55,1) 

ND 
ND ND 

NÃO  
MIC 

ND ND ND ND 

MBC 
ND ND ND ND 

Ru-dppzCl2 

SIM  

MIC 

62,5 

(84,15) 

ND 
ND ND 

MBC 

125 

(168,31)  

ND 
ND ND 

NÃO  

MIC 

125 

(168,31) 

ND 
ND ND 

MBC 

500 

(673,26) 

ND 
ND ND 

Ru-anth 

SIM 

MIC 
6,4 

(7,75) 

25,6  

(31,03) 
ND ND 

MBC 
6,4 

(7,75) 

25,6  

(31,03) 
ND ND 

NÃO 

MIC 
6,4 

(7,75) 

102 

(123,68) 
ND ND 

MBC 
12,8 

(15,51) 

102 

(123,68) 
ND ND 

aConcentração inibitória mínima. bConcentração bactericida mínima. *MIC e MBC são 

expressas em μg/mL (μM). (ND) Não determinado. 

Fonte: elaborada pelo autor. 
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4.6 Ensaios em células cancerígenas 

Foram realizados dois ensaios: (a) sem luz (após a adição do composto as placas 

foram incubadas por 48 horas a 37°C) e (b) com luz (após a adição do composto as placas foram 

submetidas à ação de led azul durante uma hora e posteriormente incubadas por 48 horas), a 

fim de avaliar a viabilidade celular. Foram testados em células sadias (Hacat) e em células 

cancerígenas da mama (MCF-7), pulmão (A549) e colorretal (LS174T) na presença dos 

complexos: Ru-biot e Ru-anth, em diferentes concentrações. Os resultados obtidos estão 

apresentados nas Figuras 31 e 32. Essas medidas foram realizadas em colaboração com o 

Laboratório Integrado de Biomoléculas - LIBS (UFC) (Dr. Prof. Edson Holanda).   

 

Figura 31 - Efeito do Ru-biot na viabilidade celular. A: Hacat (queratinócitos humanos); B: 

A549 (carcinoma de pulmão); C: LS174T (adenocarcinoma colorretal); D: MCF-7 

(adenocarcinoma de mama). Complexo de Rutênio em µg/mL. 
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Fonte: elaborada pelo autor. 
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Figura 32 - Efeito do Ru-anth na viabilidade celular. A: Hacat (queratinócitos humanos); B: 

A549 (carcinoma de pulmão); C: LS174T (adenocarcinoma colorretal); D: MCF-7 

(adenocarcinoma de mama). Complexo de Rutênio em µg/mL.  
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Fonte: elaborada pelo autor.  

Para o complexo Ru-anth não apresentou toxidade para Hacat e não mostrou 

atividade antiproliferativa promissora sem ou com irradiação nessas linhagens (Figura 32).  

Por outro lado, o composto Ru-biot apresentou inibição de crescimento celular 

frente as linhagens de pulmão (A549) e mama (MCF-7), particularmente quando tratados e 

expostos a luz o efeito do complexo é potencializado e apresenta inibição próxima a 50% (Figura 

31), mas para a linhagem de colorretal (LS174T) não se mostrou suficientemente ativo, 

indicando especificidade na sua ação citotóxica. O resultado é esperado, devido a maior 

presença de receptores de biotina para essas linhagens de células cancerígenas (KALLUS; 

UHLIK, 2018; MUHAMMAD, et al., 2017; MAITI; PAIRA, 2018). Nessas células, a 

irradiação com luz azul promoveu efeito citotóxico significativo, que não foi perceptível no 

escuro mesmo em concentrações elevadas. Para células normais da pele e LS174T (cólon) não 

apresentou citotoxicidade no escuro ou mesmo com irradiação de luz azul. Tais resultados 

sugerem, portanto, que o complexo sintetizado apresenta potencial antineoplásico seletivo, 

podendo avançar para testes que permitam elucidar os mecanismos envolvidos em sua ação. 
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4.7 Ensaios com Avidina 

Conforme descrito anteriormente, a biotina exibe uma afinidade muito forte com a 

avidina (Kd ~ 10-15), o que torna essa interação muito eficiente. Com o objetivo de validar que 

o Ru-biot pode, de fato, se ligar à avidina, foi realizado medições usando duas estratégias: 

exclusão de gel e luminescência. Na primeira tentativa de mostrar que Ru-biot se liga 

seletivamente à avidina, empregou-se uma coluna de exclusão de gel muito eficiente (micro 

bio-spin® 6), feita de poliacrilamida com tamanho de exclusão acima de 6 kDa. Foram 

preparadas três amostras contendo A: Ru-biot, B: Ru-biot + avidina e C: Ru-biot + avidina + 

biotina (excesso de 10 vezes), as quais foram aplicadas nesta coluna, e a amostra excluída 

coletada e analisada por espectroscopia eletrônica (Figura 34). A amostra contendo Ru-biot e 

avidina foi a única em que as bandas do complexo de rutênio foram vistas, indicando que foi 

transportado após a ligação à avidina. A adição de biotina evitou que o complexo de rutênio se 

ligasse à avidina, conforme indicado pela falta de bandas correspondentes a esse complexo de 

metal, o que favorece a competição com os locais de ligação da biotina. 

Além disso, uma titulação de Ru-biot em uma solução contendo avidina foi 

realizada e monitorada por luminescência. Curiosamente, a ligação de Ru-biot à avidina em 

baixa concentração exibiu um grande aumento na luminescência, que após a saturação dos 

locais de ligação, há um processo de extinção adicional até a saturação (Figura 35). Uma vez 

que a luminescência não mudou, biotina livre adicional foi adicionada causando um aumento 

dependente da dose na luminescência, consistente com uma competição para os locais de 

ligação da avidina (inserção da Figura 35B). Esses estudos sustentaram que Ru-biot pode se 

ligar de forma bastante eficiente à avidina, sugerindo seu papel nos efeitos biológicos 

observados em células cancerosas específicas. 
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Figura 33 - Ligação à avidina medida usando coluna de exclusão de gel. A: Espectros 

eletrônicos das amostras excluídas após aplicadas em uma microcoluna Biospin 6, as amostras 

coletadas eram de uma mistura contendo apenas Ru-biot (aplicado como 100 μM) (Blue trace), 

Ru-biot (100 μM) com avidina (100 μM) (traço preto) e Ru-biot (100 μM) com avidina (100 

μM) mais biotina (1 mM) (traço vermelho). B: Resina com a amostra incluída logo após a 

centrifugação, onde a cor observada indica a presença de Ru-biot. 

 

 

Fonte: elaborada pelo autor.  
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Figura 34 – Titulação de avidina usando Ru-biot. A: Perfil de luminescência durante a adição 

de Ru-biot em uma solução contendo avidina (4 μM), traço preto é o espectro de emissão de 

1,6 μM de Ru-biot adicionado, enquanto os traços cinza são adições adicionais até o último (19 

μM) (traço azul). O traço vermelho é o espectro de luminescência para Ru-biot (18 μM) sem 

avidina. B: conjuntos de dados, um para a titulação de Ru-biot em uma solução contendo 

avidina (círculos) e outro sem avidina (quadrados) monitorado por luminescência (a 656 nm). 

Insert: gráfico de barras das mudanças na luminescência após a adição de um excesso de biotina 

logo após a titulação da avidina com Ru-biot. 

 

Fonte: elaborada pelo autor.  
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5 CONCLUSÃO 

A partir dos resultados obtidos foi possível constatar que o complexo em estudo foi 

sintetizado satisfatoriamente e sua caracterização realizada com sucesso através das técnicas: 

espectroscopia na região do UV-Vis, infravermelho, voltametria cíclica, RMN e análise 

elementar. O complexo Ru-biot gerou 1O2 de maneira satisfatória com luz azul (=0,75) e luz 

verde (=0,51) quando comparada com os padrões [Ru(bpy)3]
2+ (=0,84) e rosa bengala 

(=0,52), já com luz vermelha apresentou  (=0,19) e seu padrão azul de metileno (=0,64), 

indicando ser potencialmente aplicável em terapia fotodinâmica.  

O valor da constante de associação ao DNA (Kb) para o complexo em estudo foi na 

ordem de 106, valor superior a complexos similares citados na literatura, e equivalente à de 

moléculas intercalantes, o que demonstra excelente afinidade destes compostos com o DNA, 

abrindo a perspectiva de outros estudos de interação e degradação do DNA. 

No estudo de competição com brometo de etídio foi confirmado a natureza 

intercalante do composto Ru-biot, através da diminuição da banda de emissão do BE, com 

valor de Kapp = 1,28 x 106 (afinidade aparente). Esse valor reforça o perfil de ligação aparente 

entre DNA-complexo por via intercalativa. 

O complexo Ru-biot apresentou ainda log P = +1,32, caracterizando-o como 

lipossolúvel, com promissor perfil para permear membrana plasmática e dispor de satisfatória 

biodisponibilidade. Além disso, apresentou promissora atividade antibacteriana frente a 

bactéria S. aureus, o que somente ocorreu na presença de luz azul, indicando seletiva ativação 

luminosa. A fotoclivagem de DNA pBR322 na presença do complexo é, aparentemente, mais 

eficiente após irradiação do complexo com luz azul e verde, notadamente influenciada pela 

geração de espécies oxidativas e a interação DNA-complexo. Além disso, verificou-se a 

importância da biotina para terapia seletiva de câncer, sendo observado que o complexo não 

biotinilado não mostrou atividade citotóxica frente às células cancerígenas. Esse perfil é 

bastante curioso considerando que esse composto apresentou excelente interação com DNA, 

geração de espécies radicalares e fotoclivagem in vitro, as quais foram tão eficientes ou até 

melhores do que o Ru-biot. Entretanto, somente com a incorporação da biotina foi possível 

conferir maior citotoxicidade e seletividade ao complexo, demonstrando a promissora atividade 

frente às células que possuem receptores de biotina. Assim, os resultados obtidos ilustram o 

potencial desse composto, reforçando a importância crítica da captação celular durante o 

desenvolvimento de medicamentos.  
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Fonte: elaborada pelo autor. 
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APÊNDICE A – ESPECTRO DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR DE 1H 

PARA O LIGANTE DPPZ EM CLOROFÓRMIO DEUTERADO, OBTIDO NA 

FREQUÊNCIA DE 300 MHz. 

 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 
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APÊNDICE B – ESPECTRO DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR DE 1H 

PARA O RU-BIOT EM DMSO DEUTERADO NA REGIÃO DE 1,8 ppm A 4,55 ppm, 

OBTIDO NA FREQUÊNCIA DE 300 MHz. 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 
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APÊNDICE C – ESPECTRO DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR DE 1H 

BIDIMENSIONAL PARA O COMPLEXO RU-BIOT EM DMSO DEUTERADO, 

OBTIDO NA FREQUÊNCIA DE 300 MHz. 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 
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APÊNDICE D – ESPECTRO DE EMISSÃO DO DPBF EM FUNÇÃO DO TEMPO DE 

IRRADIAÇÃO NA (A) AUSÊNCIA E (B) PRESENÇA DE AZUL DE METILENO; (C) 

RU-DPPZCL2; (D) RU-BIOT E (E) RU-ANTH, NA CONCENTRAÇÃO DE 16 µM EM 

ACETONITRILA. FENDAS:0,3 MM, EXC= 410 NM E EMISSÃO DE 420-550 NM. 

TEMPO DE IRRADIAÇÃO= 3 MINUTOS. AMOSTRA IRRADIADA EX SITU 

USANDO LED VERMELHO. 
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Fonte: elaborada pelo autor. 
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APÊNDICE E – ESPECTRO DE EMISSÃO DO DPBF EM FUNÇÃO DO TEMPO DE 

IRRADIAÇÃO NA (A) AUSÊNCIA E (B) PRESENÇA DE ROSA BENGALA; (C) RU-

DPPZCL2; (D) RU-BIOT E (E) RU-ANTH, NA CONCENTRAÇÃO DE 16 µM EM 

ACETONITRILA. FENDAS:0,3 mm, EXC= 410 nm E EMISSÃO DE 420-550 nm. 

TEMPO DE IRRADIAÇÃO= 3 MINUTOS. AMOSTRA IRRADIADA EX SITU 

USANDO LED VERDE. 
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Fonte: elaborada pelo autor.  



90 
 

 
 

APÊNDICE F – VOLTAMOGRAMA CÍCLICO DO COMPLEXO [RU(BPY-

ANTH)(BPY-BIOT)(DPPZ)]2+ OBTIDOS EM MEIO DE ACETONITRILA 

CONTENDO PTBA 0,1 MOL L−1 (ELETRÓLITO DE SUPORTE) COM 

VELOCIDADE DE VARREDURA DE 100 mv s-1, UTILIZANDO ELETRODO DE 

CARBONO VÍTREO, PLATINA E Ag|AgCl COMO ELETRODOS DE TRABALHO, 

AUXILIAR E REFERÊNCIA, RESPECTIVAMENTE.  UTILIZOU-SE FERROCENO 

COMO PADRÃO INTERNO. 

0,8 0,9 1,0 1,1 1,2 1,3 1,4 1,5 1,6 1,7 1,8

 Potencial em V Ag/AgCl/Cl-

E
1/2

= 1,31 V

 

Fonte: elaborada pelo autor. 

 


