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RESUMO 
 

Quispe, S. C. M. Estudo de um metalofármaco de dirutênio(II,III) contendo o 

enantiômero (S)-ibuprofeno e sua interação com alvos biológicos 2019. (ex: 88p). 

Dissertação (Mestrado) - Programa de Pós-Graduação em Química. Instituto de Química, 

Universidade de São Paulo, São Paulo. 

Compostos inorgânicos de rutênio têm demonstrado serem bons candidatos para a 

terapia contra o câncer.  O nosso grupo de pesquisa tem desenvolvido metalofármacos 

de dirutênio(II,III) de valência mista contendo como ligantes fármacos anti-inflamatórios 

não esteroides, os quais tem se mostrado promissores para tratamento de gliomas 

humanos. Visando a um melhor entendimento do modo de ação desses compostos, 

nesse trabalho foram realizados estudos de comparação do complexo de dirutênio(II,III)-

ibuprofeno contendo o ligante Ibp racêmico, [Ru2(Ibp-Rac)4Cl], com o seu análogo inédito 

contendo o isômero Ipb-S, [Ru2(Ibp-S)4Cl]. As interações desses dois compostos com 

biomoléculas alvo importantes (albumina de soro humano, HSA, e CT-DNA) foram 

investigadas. Foram também realizados estudos de comparação dos efeitos desses 

compostos sobre a viabilidade celular e a migração celular em células de glioma humano 

da linhagem U87MG in vitro. O complexo [Ru2(Ibp-Rac)4Cl], foi re-preparado por 

metodologia conhecida do grupo e o complexo inédito [Ru2(Ibp-S)4Cl] foi sintetizado 

nesse trabalho pela primeira vez. Ambos foram totalmente caracterizados por meio de 

diversas técnicas. Os estudos com albumina de soro humano e CT-DNA foram efetuados 

utilizando-se espectroscopia de absorção eletrônica no UV-Visível, espectroscopia de 

fluorescência, dicroísmo circular e investigação de desnaturalização. Os resultados 

mostraram que os dois complexos interagem com a HSA com a afinidades similares, sem 

indicações de enantioseletividade. Os dados de parâmetros termodinâmicos e de 

mudanças da estrutura secundária da albumina sugerem interação predominantemente 

hidrofóbica. As interações dos compostos com o CT-DNA também parecem envolver 

forças hidrofóbicas. Ambos os compostos apresentaram efeitos similares nos estudos de 

viabilidade celular frente às células U87MG. No entanto, os resultados dos estudos de 

migração celular mostraram diferenças significativas, o que poderia ser associado a 

mecanismos enantioseletivos envolvidos na interação com os compostos com as 

proteínas encarregadas da mobilidade celular. 

 

Palavras chaves: diutênio, ibuprofeno, metalofármaco, albumina, DNA, anticâncer. 
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ABSTRACT 

Quispe, S. C. M. Study of diruthenium(II,III) metallodrug containing the (S)-

ibuprofen enantiomer and its interaction with biological targets 2019. (ex. 88p.).. 

Master Thesis - Graduate Program in Chemistry. Instituto de Química, Universidade de 

São Paulo, São Paulo. 

Inorganic ruthenium compounds have been shown as good candidates for cancer 

therapy. Our research group has developed mixed valence diruthenium(II,III) metallodrugs 

containing non-steroidal anti-inflammatory drug ligands, which are promising 

metallopharmaceuticals for the treatment of human gliomas. Aiming a better 

understanding of the mode of action of these compounds, in this work a comparative 

study between the diruthenium(II,III)-ibuprofen containing the Ibp racemic ligand, [Ru2(Ibp-

Rac)4Cl], and its inedited analogue containing the Ibp-S isomer, [Ru2(Ibp-S)4Cl] has been 

performed. The interactions of these two compounds with important target biomolecules 

(human serum albumin, HSA, and CT-DNA) have been investigated. A comparative study 

of the effects of these compounds on the cellular viability and cell migration of U87MG 

human glioma cell line in vitro was also conducted. The [Ru2(Ibp-Rac)4Cl] complex was re-

prepared by a methodology previously developed in our group, and the inedited complex 

[Ru2(Ibp-S)4Cl] has been synthesized here for the first time. Both complexes have been 

fully characterized by several techniques. The studies with human serum albumin and CT-

DNA were performed by UV-Visible electronic absorption spectroscopy, fluorescence 

spectroscopy, circular dichroism and denaturalization investigation. The results showed 

that both compounds interact with the HSA with similar affinity, without indications of 

enantioselectivity. The thermodynamic parameters and changes on the secondary 

structure of the albumin suggest predominant hydrophobic interactions. The interactions 

of the compounds with CT-DNA seems also to involve hydrophobic forces. Both 

compounds showed similar effects on the studies of cell viability against the U87MG cells. 

However, the findings from the cell migration studies revealed significant differences, what 

might be associated to enantioselective mechanisms involved in the interactions of the 

compounds with proteins responsible for the cell mobility.  

 

 

Key words: diuthenium, ibuprofen, metallodrug, albumin, DNA, anticancer. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Metais em medicina 

Os metais são uma essencial parte da vida, hoje em dia se conhecem 24 

elementos entre metais e não metais que fazem parte da bioquímica dos 

mamíferos, além disso, se sabe que vários compostos inorgânicos fora dessa 

lista foram, são e serão usados na medicina, inclusive alguns metais que se 

consideram tóxicos como cromo, Cr3+tris(picolinato), como suplemento 

nutricional, como Alumínio, que se adiciona em algumas vacinas como 

adjuvante, como arsênico, As2O3, como droga no tratamento da leucemia, entre 

outros[1]. Os maiores benefícios do uso dos metais ou complexos metálicos no 

desenho de agentes terapêuticos e diagnósticos são: capacidade complexante 

(com diversos números de coordenação, geometrias, estados de oxidação, 

tipos de ligantes), estabilidade térmica, estabilidade cinética, e outras 

características mais específicas. Por tudo exposto anteriormente, a química 

inorgânica medicinal é desenvolvida[1,2], a figura 1.1 mostra as principais áreas 

de ação. 

 

Figura1.1 Principais áreas da química inorgânica medicinal [1] 

 

Elementos Essenciais 
Alimentos 
Suplementos Minerais 
F, Ca, Fe, Co (vitamina 

B12), Zn, Se. 

Agentes 

Terapêuticos 
(Ex. Li, V, As, Ru, 

Ag, Pt, Au) 

Radiofarmacêuticos 
Terapêutico (Ex. 188Re) 

Diagnostico (Ex. 99mTc) 

Metalômicos 

Vias de transporte e 

sinalização   

Código genômico para 

elementos 

Terapia de Quelação  
Doença de acumulação de 

elementos (Ex. Fe, Cu) 

Remoção de radioisótopos  

Reguladores de 
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A partir da introdução da cisplatina na medicina como agente para o tratamento 

de câncer em múltiplos órgãos (em 1960s, mas aprovada para uso clínico a 

partir de 1978) se começou a desenvolver e estudar mais complexos 

inorgânicos como agentes terapêuticos anticancerígenos. [1,2] A seguinte 

geração, a carboplatina, aprovada para uso clinico a partir de 1993, ou a 

oxaliplatina, com aprovação no 2002, têm os inconvenientes de: eles serem 

eficientes só em uma pequena variedade de cânceres, alguns tumores 

desenvolvem resistência e eles frequentemente causam efeitos colaterais 

como supressão da medula óssea e toxicidade renal. [3,5] 

Existem inúmeros compostos alternativos à cisplatina e derivados. Pela 

similaridade entre Pt(II) e Pd(II) na química de coordenação, estudos em 

compostos de Pd(II)  anticerígenos mostraram bons efeitos, mas a velocidade 

de intercambio dos ligantes tem entre 4 a 5 ordens de grandeza a mais que os 

análogos com Pt(II), o que aumenta a chance de reação muito antes de chegar 

ao alvo. Estudos posteriores mostraram que os ligantes escolhidos são 

realmente importantes para a estabilidade do composto. Complexos com Au(III) 

com atividade anticâncer apontam que o alvo desses compostos é o DNA. Os 

compostos de Ru(II) e  Ru(III) também são conhecidos por apresentar uma boa 

afinidade por ligantes com nitrogênio e enxofre, além disso, muitos compostos 

de rutênio não são muito tóxicos e tem mostrado alta seletividade para células 

cancerígenas. Há a hipótese de que eles em alguns mecanismos podem ser 

miméticos ao ferro, incluindo as albuminas e transferrinas. [3] 

 

1.2 Composto de Rutênio com atividade anticâncer 

Nos compostos mononucleares de rutênio, tem-se como principais 

representantes o NAMI-A, [ImH]trans-[RuCl4(Im)(dmso-S)], e KP1019, 

[IndH]trans-[RuCl4(Ind)2], os quais alcançaram a fase de ensaio clínico. Estudos 

demostram que o NAMI-A, que apresenta atividade antiproliférica, interfere na 

regulação do ciclo celular e na matriz extracelular, prevenindo o 

desenvolvimento metastático do câncer[3,22]. No caso do KP1019 causa 

apoptose celular a través da via mitocondrial intrínseca e a formação de 

espécies reativas de oxigênio[22]. Tanto NAMI-A como KP1019 completaram a 

fase I do ensaio clinico em 2004 e em 2008, respectivamente. Para o KP1019 a 
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hipótese é de mecanismo envolvendo redução in vivo, de Ru(III) a Ru(II), 

espécie mais reativa. Pelo lado dos compostos organometálicos, encontramos 

os representativos compostos RAPTA, [Ru(ƞ6-areno)(en)Cl]+, eles não atuam 

sobre o tumor primário mas mostram atividade antimetastática, ligeiramente 

menos efetiva que o NAMI-A. O mecanismo proposto parte da capacidade do 

composto de inibir a enzima catepsina B, enzimas dessa família tem uma 

função importante em vários estágios da progressão do câncer. [3,5,6,22] 

Nas últimas décadas tem crescido o interesse pelos complexos Ru-Polipiridil, 

com estruturas similares à cisplatina, onde há pelo menos uma coordenação 

com um bom grupo abandonador. Eles também podem-se coordenar às bases 

do DNA em processos de duas etapas, como a cisplatina: 1. Liberam o grupo 

abandonador para formar as aqua-espécies, 2. Ligam-se com as bases do 

DNA. 

 

Figura 1.2 Estruturas dos compostos cisplatina, NAMI-A e KP-1019, e esquemas 

gerais dos compostos RAPTA, Ru-polipiridil, e Cl-Rubbn
[3] 

Em compostos dinucleares, os compostos {Ru(tpy)Cl}2{m-bbn}]2+, bbn=bis[4(4'-

metil-2,2'-bipiridil)]-1, n:#alcanos, n=7, 10, 12 e 14, Cl-Rubbn, nota-se que os 

compostos dinucleares apresentam maior atividade que o composto 

RAPTA 

CISPLATINA 

NAMI-A KP1019 

Ru-polipiridil 
Cl-Rubbn 
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mononuclear análogo. Estudos apontam a que a citotoxicidade do composto se 

deve a uma ligação covalente e reversível com o DNA. [3]  

1.3 Complexos de tetracarboxilatos de Rutênio 

Os tetracarboxilatos de Ru2
5+ (figura 1.3) são estáveis, o rutênio dentro da 

gaiola tem valência mista Ru2(II,III). Como os átomos são equivalentes se 

considera como núcleo de Ru2
5+. A estabilidade do estado de oxidação do 

núcleo de atribui ao fato dos orbitais moleculares de mais alta energia estarem 

semi-preenchidos e muito próximos de ser degenerados π* e δ*. Por este 

motivo ele tem uma configuração com 3 elétrons desemparelhados (π*δ*)3  [4,7] 

(figura 1.3). 

 

Figura 1.3. Estrutura de tetracarboxilato de Rutênio[4] 

Dentre os complexos com núcleos de dirutênio, os compostos Ru(II,III) 

apresentam maior estabilidade termodinâmica em comparação aos Ru(II,II) e 

Ru(III,III), a relação de estabilidade entre eles é Ru(II,III) >Ru(II,II)> Ru(III,III). [4] 

A maioria das aplicações dos tetracarboxilatos de rutênio achados na literatura 

são: precursores de outros compostos[4], catalisadores[7,24], cristais líquidos[4,7], 

materiais magnéticos[4,7], e aplicações optoeletrônicas[8] 

O nosso grupo começou a desenvolver há mais de uma década compostos de 

tetracarboxilatos de dirutênio ligados aos FAINEs. Eles mostraram atividade 

anti-inflamatória in vivo com menor efeito ulcerogênico que os ligantes[9], 
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atividade antiproliferativa in vitro[10,11,12,13,14], in vivo[13], interação com 

HSA[14,15,17,18], interação com transferrinas e apo-transferrinas[15].  

Estudos que mostram que a reatividade do precursor com os aminoácidos 

glicina (gli), triptofano (trp), cisteína (cis) e histidina (his) segue a ordem: 

gli<trp<<cis<his, e com os agentes redutores glutationa(glu) e ácido 

ascórbico(HAsc), os quais seguem a ordem de reatividade glu>>HAsc[16,18,19]. 

Os resultados in vitro dos complexos apresentaram atividade antiproliferativa 

tanto na linhagem K562 de células de leucemia[14] e nas linhagens U87MG, 

U138MG e U251MG de células de glioma humano[13]. 

 

1.4 Atividade farmacológica em drogas quirais 

A maioria dos compostos relacionados com organismo vivos têm centros 

quirais ou tem funções enantioseletivas (DNA, enzimas, anticorpos, 

hormônios). Os enantiômeros de uma droga podem mostrar diferentes 

comportamentos nos sistemas vivos. Os efeitos farmacológicos das drogas 

enantioméricas podem ser categorizados da seguinte forma[20]: 

 Os dois enantiômeros agem sobre um mesmo alvo biológico, mas um 

isômero tem uma maior afinidade sobre o outro. 

 Ambos enantiômeros agem sobre o mesmo alvo biológico, mas exercem 

atividades farmacológicas opostas. 

 Os enantiômeros podem ter ação similar, mas não têm efeito sinérgico. 

 Ambos enantiômeros têm efeitos independentes sobre diferentes alvos, 

como no exemplo mostrado na figura 1.4. 

 

Figura 1.4. Estrutura do quinina (esquerda, usada no tratamento da malária) e 

quinidina (direita, usado como agente antiarrítmico classe 1A) 

 Um ou dois enantiômeros têm os efeitos desejados, mas um deles pode 

causar efeitos colaterais. 
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 O enantiômero inativo pode remediar os efeitos colaterais da atividade 

da antípoda. 

Uma das questões atualmente discutidas na área de patentes farmacológicas é 

a conversão quiral, pois, quando os fármacos racêmicos são metabolizados no 

corpo usualmente têm atividades diferentes (intensidade ou efeitos), inclusive 

podem ter efeitos colaterais prejudiciais. Exemplos destes fármacos como 

Levobupivacaina, Salbutamol, Omeprazol, Armodafinil entre outras, já estão 

patenteados e são comercializados como fármacos enantiomericamente 

puros[21]. 

Dentro dos FAINEs, compostos com atividade anti-inflamatória, antipirética e 

analgésica de venda livre, sabe-se que o naproxeno-R inibe a atividade do seu 

antípoda, por isso, o naproxeno é vendido só como o enantiômero-S[23]. No 

caso particular do ibuprofeno, o enantiômero-R, que não apresenta atividade 

farmacológica, sofre uma inversão metabólica unidirecional de configuração à 

forma do enantiômero ativo S. [20,23] Resultados clínicos confirmam que o 

ibuprofeno-S inibe a atividade das COX1 e COX2 igualitariamente, e o 

ibuprofeno-R inibe o COX1 com muita menor potência e não apresenta inibição 

da COX2[23].   

A enantioespecificidade da inversão (figura 1.5) é controlada pela enzima 

acilcoenzima A-sintetase que converte o R-ibuprofeno ao correspondente 

tioester coenzima-A, continua com a racemização e subseqüente hidrólise 

produzindo S-ibuprofeno. Em concorrência com a hidrólise, o intermediário 

tioester pode sofrer intercambio acil com outros triacilglicerois endógenos, 

podendo derivar na acumulação de resíduos de ibuprofeno no tecido adiposo, 

pois o enantiômero S não forma o tioester coenzima-A, e este não pode ser 

incorporado com o tecido adiposo. Os efeitos tóxicos da acumulação de 

ibuprofeno no tecido adiposo ainda são desconhecidos [20]. Estudos in vivo 

demostram que a inversão alcança entre 57-71% da dose [23]. 
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Fig.1.5 Mecanismo de inversão metabólica do ibuprofeno (R) [23] 

A inversão metabólica não é um fenômeno associado só ao ibuprofeno, outros 

profenos também sofrem inversão metabólica unidirecional, como fenoprofeno, 

benoxaprofeno, pranoprofeno [23]. 

 

1.5 Albumina e interações com compostos anticâncer de Rutênio 

Albumina de soro humano (HSA) é a proteína carregadora mais versátil no 

plasma sanguíneo e possui múltiplas funções. Ela tem a habilidade de interagir 

com um sem-número de ligantes, incluindo componentes exógenos. Tem 

vários sítios de ligação localizados, os quais possuem diferentes subdomínios 

responsáveis pela ligação de componentes endógenos. O peso molecular da 

proteína é 66,5kDa e a concentração normal no sangue humano está entre 35 

e 50g/L, sendo a proteína mais abundante no sangue[25,26,27]. 

Possui uma vida média de 19 dias e é produzida principalmente no fígado 

humano, em média de ~0,2g de HSA por kg de peso corporal por dia. Dentre 

as funções da HSA está a de ser responsável pelo 80% da pressão osmótica 

coloidal sanguínea[26,27]. 

 Existem no plasma sanguíneo várias proteínas carregadoras, mas só a HSA é 

capaz de ligar-se reversivelmente com uma ampla diversidade de ligantes com 

Acil-CoA Sintetase 

Ibuprofeno-CoA 

Racemato 

(R)-Ibuprofeno-CoA 

Hidrolase 
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alta afinidade. Devido à circulação prolongada e pouca função imunológica, a 

HSA tem sido usada como agente estabilizante para melhorar o potencial das 

proteínas terapêuticas como o interferon, a interleucina-2, moléculas de 

anticorpos e fatores de crescimento endotelial vascular [25]. 

A estrutura secundária da HSA é basicamente uma proteína helicoidal 67% α-

hélices com contribuições de β-folhas e randômica. Tem uma estrutura em 

forma de coração assimétrico com dimensões de 80x80x30Å. A estrutura tem 3 

domínios homólogos α-hélice, I (resíduos 1-195), II (resíduos 196-383) e III 

(resíduos 384-585), que são estruturalmente similares, os 3 domínios 

consistem em 3 hélices antiparalelas que são divididas em 2 subdomínios: 

subdomínio A com 6 hélices (h1-h6) e subdomínio B com 4 hélices (h7-h10). A 

HSA contém principalmente 1 resíduo triptofano (W214), o qual está 

posicionado na cavidade hidrofóbica do subdomínio IIA, rodeando essa área se 

encontram dois sítios de ligação Sudlow I e II, o resíduo serve como sonda 

intrínseca em estudos espectrofotométricos [25,26].  

Os sítios de ligação aos ácidos graxos são de alta relevância pois aqui se 

acomodam uma diversidade de componentes endógenos e exógenos, incluindo 

uma grande variedade de drogas. Estes sítios demostram diferentes 

afinidades. 

 

Fig.1.6 Estrutura tridimensional da HSA, se mostram os subdomínios: IA, amarelo, IB, 

laranja, IIA, azul, IIB, azul claro, IIIA, verde escuro, IIIB, verde. Também se mostram os 

sítios ligação de ácidos grassos (FA). [25] 
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O sitio FA1, localizado no interior do subdomínio IB e rodeado por um cluster 

de 4 hélices, tem um amplo espaço para moléculas como indometacina. 

O sitio FA2, localizado entre os subdomínios IA e IIA, é considerado o menor 

sitio de ligação, o sitio possui uma altíssima afinidade. Estudos sugerem que 

ele estabiliza a conformação B-HSA. [26,27] 

FA3 e FA4. As ligações em FA3 são via interação dos hidrogênios dos grupos 

frontais e hidrogênios presentes nos resíduos do sitio, entre subdomínio IIB e 

IIIA. As ligações em FA4 interagem de forma similar, quando um grupo 

carboxilato interage por ligação de hidrogênio encontrando o exterior do 

subdomínio IIIA. Estudos mostram que o sitio de Sudlow II consiste em duas 

regiões: FA3, de interação apolar e FA4, de interação polar com o grupo 

carboxilato. [27,28] 

O sitio FA7, sitio de Sudlow I, formada por uma cavidade hidrofóbica localizada 

no subdomínio IIA, preferivelmente se liga a aníons heterocíclicos. O exemplo 

mais relevante é a warfarina. Este sítio é menor comparado com o sítio de 

Sudlow II. Além disso, este sítio é considerado de baixa afinidade. [27,28] 

Estudos cristalográficos e de ESI-MS confirmam que 5 moles de cisplatina se 

ligam a 1 mol de HSA, onde 5 sítios foram identificados, a HSA se liga 

preferencialmente nos resíduos de metionina e histidina [26]. 

Resultados experimentais indicam que 98% do total de Ru que é administrado 

por via intravenosa está no plasma sanguíneo ligado com uma proteína, em 

consequência as drogas com base de rutênio poderiam interatuar com várias 

proteínas objetivo [29].  

Estudos eletroquímicos mostraram que o NAMI-A tem maior afinidade pelas 

proteínas séricas que pelo DNA [30].  

Estudos entre KP1019 e HSA mostraram que tem uma alta afinidade pela 

ligação dos sítios I e II de Sudlow, com cinética relativamente rápida, toma 

lugar em alguns minutos, de forma não covalente nos sítios hidrofóbicos, mas 

em tempos de incubação prologados a interação muda à forma coordenada 

[34,37]. O composto não apresenta preferência pelo sitio de ligação. Por métodos 

espectrofluorométricos mostra uma constante de ligação 4,55x105 M-1[31]. 
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Outros estudos por eletroforese capilar mostram constantes de ligação de 

9,9x103 M-1 e eletroforeses capilar acoplado com MS mostrou uma constante 

de 1, 06x103 M-1[32]. Estudos na estequiometria entre KP1019/HSA encontraram 

valores entre 0,3 e 0,5 [33]. 

Estudos baseados em analises de EPR demonstraram que comportamento 

similar ao KP1019 foi encontrado para as interações entre a HSA e NAMI-A, a 

forma coordenada só foi encontrada ao longo do tempo[35,37]. Estudos na 

estequiometria entre NAMI-A /HSA estimaram que está entre 0,58 e 0,87 [36], já 

aplicado na corrente sanguínea. 

Estudos em compostos organometálicos RAPTA-T, em análises de 

cromatografia de exclusão de tamanho ICP-MS e ESI-MS, mostraram que a 

relação estequiométrica com HSA estava ao redor de 0,64[38]. 

 

1.6 DNA e Rutênio 

O DNA preferentemente está associado em duplas fitas, onde cada fita é 

formada da combinação de 4 nucleotídeos adenina, timina, guanina e citosina. 

Dentro da fita os nucleotídeos são conectados a traves de ligações 

fosfodiester. As conformações mais comuns são: A, B e Z (figura 1.6), e dentro 

das sequências de DNA conhecidas a conformação B é a mais frequente (mais 

do 90%), as fitas são mantidas em hélices duplas antiparalelas, e são 

interligadas coaxialmente, devido à formação da hélice se obtém a presença de 

sulcos maiores e menores os quais proveem sítios expostos para a 

ligação/interação de moléculas pequenas [40,41].  
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Fig.1.6 Esquemas idealizadas dos fragmentos das conformações A, B e Z do DNA [39] 

Os sulcos diferem significativamente em tamanho, forma, hidratação, potencial 

eletrostático e posição das pontes de hidrogênio. As diferenças mais relevantes 

das três conformações são: 1. Sentido de rotação da hélice (figura 1.7): A e B, 

direito, Z, esquerdo, 2. Sulco menor: A, largo e raso, B, estreito e profundo, Z, 

estreito e profundo, 3. Sulco maior: A, profundo e estreito, B, profundo e largo, 

C, raso. [39]. 

 

Fig.1.7 Espectros de dicroísmo das conformações (a) RNA, dupla forma A, (b) DNA de 

Micobacterium plei (dupla forma B, linha sólida) e E. coli (dupla forma B, linha 

tracejada), e (c) formas B (baixa força iônica na solução, linha tracejada) e forma Z 

(alta força iônica na solução, linha sólida) [39] 

O DNA é um alvo crítico terapêutico para uma ampla variedade de interações 

intracelulares, sendo o principal objetivo da maioria das drogas antitumorais, 

assim como de muitos agentes antivirais e antibacterianos[41]. Dependendo do 
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modo de interação estas drogas podem se classificar como intercalante, 

ligantes por sulcos, ligações covalentes e por quebra da cadeia de DNA. Eles 

podem distorcer a dupla hélice do DNA, alquilar ou clivar a estrutura de uma 

fita do DNA, inibir a replicação e transcrição do DNA [39]. 

  

Fig.1.8 Esquema da representação dos modos de ligação de complexos de rutênio [40] 

Na literatura se encontram diversas tipos de interações entre compostos de 

rutênio e DNA. Entre as importantes interações temos: 

Dentro das típicas interações covalente (se refere a aquelas ligações 

covalentes irreversíveis, a traves da ligação direta do centro metálico às bases, 

resíduos de açúcar ou ligação fosfodiéster) temos as conhecidas dos 

complexos dimetilsulfóxido de Ru(II) e Ru(III), os adutos formados dos 

compostos trans-[Ru(II)((CH3)2SO)4Cl2] e DNA são capazes de inibir a síntese 

do RNA pois as RNA polimerases são dependentes do DNA, mas no caso dos 

adutos cis não mostraram a mesma resposta. Complexos heterocíclicos de 

rutênio (III) (HB)[Ru(III)B2Cl4], B: base heterocíclica, complexos de Ru(III) são 

menos reativos que os complexos de Ru(II), Os compostos KP1019, 

(HInd)[Ru(III)Cl4(Ind)2], são menos citotóxicos pois eles dependem da redução 

a traves de outras moléculas biologicamente relevantes.  

O composto NAMI-A, (H2Im)[trans-Ru(DMSO)Cl4(Im)], e análogos, os quais 

mostram atividade antiproliferativa, mostraram que se ligam irreversivelmente 

ao DNA e consideravelmente mais rápido que com a cisplatina.  
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Complexos Ru-Arenos também mostram este tipo de interação os quais 

mostram inibição sobre o crescimento das células cancerígenas e formam 

adutos monofuncionais com o DNA, como o [(ƞ6-p-cimeno)Ru(en)Cl]PF6 que 

mostrou se ligar seletiva às bases guanina do DNA. [40,41] 

Por outro lado, as investigações em interações não covalentes também 

encontramos grandes avanços e vantagens. Os modos não covalentes pelos 

quais os complexos metálicos se ligam incluem: intercalação: complexos de 

Ru(II) polipiridil, mostram propriedades interessantes, pois apresentam uma 

alta seletividade, maior que a cisplatina, e interagem em múltiplos genomas em 

células cancerígenas[42]. Interação pelos sulcos menores do DNA: compostos 

[Ru(tBu2bpy)2(2-appt)](PF6)2 tem mostrado maior afinidade pelas regiões 

timina-adenina, mostrando de moderada a severa toxicidade[43]. Por 

condensação do DNA: compostos Ru(II)-arenos com imidazol ou bipiridil, tem 

sido explorados como agentes antitumor e antimicrobianos, ensaios in vitro 

mostram moderada atividade contra severas linhagens de câncer, em alguns 

casos a atividade é próxima à cisplatina[44]. 

Analises termodinâmicas são um importante acompanhamento às análises 

estruturais para entender e/ou otimizar o desenvolvimento de novos compostos 

terapêuticos. Perfis energéticos podem ser úteis na associação ou atribuição 

no discernimento do tipo de interação de sulcos menores e maiores[45] 

 

1.7 Glioblastomas 

Os glioblastomas são tumores cerebrais com alto índice de mortalidade, menor 

a um ano, eles têm a particularidade de ser tumores malignos intrínsecos ao 

sistema nervoso central, e são caracterizados por ser altamente invasivos, e 

resistentes a qualquer tipo de tratamento. 

A invasão tumoral compreende etapas complexas, dentro das quais, os mais 

relevantes são a adesão da célula tumoral e a migração celular. Ambos 

promovem a interação entre as células tumorais e os componentes ao redor da 

membrana extracelular (Ohnishi 1998) [81].  

 



29 
 

 

2. OBJETIVOS 

 

Esse trabalho teve como objetivo estudar um metalofármaco de dirutênio(II,III) 

contendo o enantiômero S-ibuprofeno como ligante e investigar suas interações 

com alvos biológicos e sua atividade anticancerígena frente a células de glioma 

humano. Todos os estudos foram realizados também para o metalofármaco 

contendo o ibuprofeno racêmico já investigado no grupo, para comparação dos 

efeitos. 

As metas realizadas foram: síntese e caracterização do metalofármaco inédito 

de dirutênio(II,III)-ibuprofeno(S) e re-preparação do análogo de dirutênio(II,III)-

ibuprofeno(Rac); determinação da lipofilicidade dos metalofármacos e dos 

ligantes FAINEs livres; investigação da interação com biomoléculas de 

interesse biológico como albumina de soro humano (HSA) e CT-DNA; 

realização de estudos de atividade biológica in vitro frente a células 

cancerígenas. 

 

3. PARTE EXPERIMENTAL 

 

3.1 Reagentes e solventes 

 Ácido acético, grau de pureza P. A.- Merk. 

 Ácido clorídrico, Synth 

 Ácido desoxirribonucleico Calf Thymus Tipo I, fitas- Sigma Aldrich. 

 Ácido (±)-2-[4-(2-metilpropil)fenil]propanoico, Hibp - Ramus. 

 Ácido(S)-(+)-2-(4-isobutilfenil)propanoico, Hibp-S - Sigma Aldrich. 

 Albumina sérica humana (HSA)-grau de pureza 98%-Sigma Aldrich. 

 Anidrido acético, grau de pureza P.A.-Merck. 

 Brometo de Etidio.-Sigma Aldrich 

 Brometo de Potássio, P. Espectroscópica, Sigma Aldrich. 

 Cloreto de Litio, 99% - Sigma Aldrich. 

 Cloreto de rutênio (III).xH2O – Sigma Aldrich. 
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 Cloreto de Sodio, grau de pureza P. A.  

 Diclorometano, grau de pureza P.A. Synth. 

 Etanol absoluto, grau de pureza P. A. –Merck. 

 Gás nitrogênio, grau de pureza industrial – White Martins. 

 Gás oxigênio, grau de pureza medicinal – White Martins. 

 Hoechst 33258-Sigma Aldrich 

 n-Octanol, grau de pureza P. A. – Merck. 

 Tris(hidroximetil)aminometano-Sigma Aldrich. 

 

3.2 Técnicas usadas 

Análise Elementar 

As medidas foram efetuadas pelo laboratório da Central Analitica do IQ-

USP, no equipamento Elementar Analyser CHN, modelo 2400, Perkin-

Elmer. 

Espectroscopia de Absorção Eletrônica  

As amostras foram colocadas em cubetas de quarzo de caminho ótico de 

1,0 cm e os espectros foram registrados em um espectrofotômetro 

Shimadzu, modelo UV-2600, com controle de temperatura.  

Análises térmicas 

As analises térmicas e calorimétricas foram feitas no equipamento de 

TG/DSC modelo STA PC Luxx, marca Netzsch, acoplado ao espectrômetro 

de massas QMS 403C Aeolos e um injetor de gases Pulse TA, marca 

Netzsch. As curvas foram feitas com uma velocidade de aquecimento de 

10ºC/min até 1000ºC. As massas usadas para as análises foram sempre 

próximas a 8mg.  

Espectroscopia de dicroísmo circular 

As amostras foram colocadas em cubetas de 0,1 e 1,0 cm de caminho 

óptico e os espectros foram registrados no espectropolarímetro JASCO, 

modelo J-815, com controlador de temperatura Peltier.  

Espectroscopia de Fluorescência  

As amostras foram colocadas em cubetas de 1,0 cm de caminho óptico e 

os espectros de fluorescência foram registrados no fluorimetro Varian, 
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modelo Cary Eclipse, acoplado a um banho termostático LMP RP 845. Para 

as correções do efeito de filtro interno nos experimentos de fluorescência, 

foi utilizado um espectrofotômetro modelo UV-2600.  

Susceptibilidade Magnética [10] 

As medidas de susceptibilidade magnética foram realizadas utilizando-se o 

método de Faraday, uma balança CAHN, modelo DTL 7500. O composto 

utilizado como padrão foi o Tetra(tiocianato)cobaltato(II) de mercúrio, 

Hg[Co(SCN)4], que apresenta χ = 16,44x10-6 unidades CGS / Gauss, a 

20°C, e θ = +10°. As medidas das massas das cápsulas vazias, do padrão 

e das amostras, na presença e ausência de campo magnético a 25ºC. 

χ𝑎 = χ𝑃 × (
Δ𝑎−δ𝑎

Δ𝑃−δ𝑃
) (

m𝑃

m𝑎
)                            (Eq.1) 

Sendo: 

χa e χp: susceptibilidade magnética por unidade de massa da amostra e 

do padrão. 

ma e mP: massa da amostra e do padrão. 

Δa: diferença entre as massas da amostra (com campo – sem campo). 

ΔP: diferença entre as massas do padrão (com campo – sem campo). 

δa: diferença entre as massas do porta-amostra da amostra (com campo 

– sem campo). 

δP: diferença entre as massas do porta-amostra do padrão (com campo 

– sem campo). 

Usando a equação 1, se pode calcular a susceptibilidade magnética da 

amostra, e com isso calcular a susceptibilidade magnética molar, χM, da 

equação 2 (onde MM é a massa molar): 

χ𝑀 = χ𝑎 × 𝑀𝑀                                    (Eq.2) 

Para achar a susceptibilidade do composto o valor deve ser corregido 

das contribuições diamagnéticas de ions e ligantes envolvidos na 

amostra, χ’M, usou-se as constantes de Pascal para esses fines: 
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χ𝑀 = χ′𝑀 + 𝐶𝑜𝑟𝑟𝑒çõ𝑒𝑠 𝐷𝑖𝑎𝑚𝑎𝑔𝑛𝑒𝑡𝑖𝑐𝑎𝑠         (Eq.3) 

O momento efetivo, µef, foi calculado com a equação, considerando a 

temperatura, T, de 298,15K: 

µ𝑒𝑓 = 2,84√ χ′𝑀 × 𝑇                           (Eq.4) 

Por conseguinte, o número de elétrons desemparelhados do composto, 

n, se calcula pela equação:  

µ𝑒𝑓 = √𝑛(𝑛 + 2)                              (Eq.5) 

  

3.3 Procedimentos Experimentais 

 

3.3.1 Sínteses 

 

SÍNTESE DO COMPLEXO [Ru2(OAc)4Cl] 

O complexo foi sintetizado de acordo com procedimento já descrito na literatura 

[10]. Em um balão de boca dupla foi adicionado 40 mL de ácido acético e 8 mL 

de anidrido acético. O balão foi aquecido em manta térmica e mantido sob 

refluxo por 1h em atmosfera de N2.  

Após a mistura ser resfriada, foi adicionado LiCl (1,05 g), deixando o sistema 

em agitação por 10 min. Em seguida, foi adicionado RuCl3. nH2O (1,02 g – 5 

mmol). A mistura foi mantida sob agitação, aquecimento e fluxo lento de O2 por 

4h. 

No término das 4h foi observada a formação do complexo marrom. O produto 

foi deixado na geladeira até o dia seguinte, filtrado e lavado com acetona. Por 

fim, o produto foi seco em dessecador sob vácuo com P2O5 e sílica gel. 

O rendimento da reação foi de 66%. 

SÍNTESE DOS COMPLEXOS [Ru2(Ibp)4Cl] com Ibp-Rac e Ibp-S [10] 

Preparou-se uma suspensão contendo 0,3 g (0,6 mmol) de [Ru2(OAc)4Cl] em 

200 mL de água deionizada. A mistura foi agitada por 30 min com agitador 

magnético e depois rotoevaporada a 40 mL. Em seguida, foram adicionados 40 
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mL de uma solução etanólica contendo 0,51 g (2,5 mmol) de ibuprofeno e uma 

solução de 0,36 g de LiCl dissolvido em 5 mL de água deionizada. O sistema 

foi mantido sob agitação, fluxo de N2 e banho maria a uma temperatura entre 

60 e 80 °C por 3h. Ao final das 3h, pode-se observar o produto marrom 

formado nas paredes do balão. O sobrenadante foi retirado e o precipitado foi 

lavado com água destilada. Em seguida, o produto foi redissolvido em etanol 

(cerca de 15 mL) e o solvente foi eliminado posteriormente sob fluxo de N2. O 

produto foi colocado, por fim, em dessecador contendo P2O5 e sílica gel. 

O rendimento da reação foi de 84% com HIbp-Rac e 88% com HIbp-S. 

 

3.3.2 Coeficiente de partição 

O método usado para determinar o coeficiente de partição dos compostos em 

comparação foi o método Shake flask. Seguindo a referência do método usado 

por Takahashi 2002 [46,47]. 

Pesou-se a quantidade necessária do composto para que na solução houvesse 

1mmol/L em 10ml de solução e dissolveu-se aquela massa em 5ml de 1-

octanol, agitou-se a solução manualmente e com vortex até a completa 

dissolução do sólido. Por outro lado, 5ml de 1-octanol e 10ml de tampão buffer 

tris 50mmol/L foram agitados em um funil de vidro, saturou-se esta solução em 

agitação 120rpm, 25ºC e manteve-se por 60min. Depois, saturou-se as fases e 

transferiu-se á solução octanólica com o composto. Posteriormente, a solução 

foi agitada por mais 1h nas mesmas condições de agitação. Por último, 

coletou-se uma alíquota de cada uma das fases para posterior diluição e leitura 

no UV-Vis.  

No caso do RuAc, o sólido dissolveu-se em 5mL de buffer tris-HCl 50mmol/L 

pH 7,4, e a solução pré-saturada foi composta de 5mL de buffer com 10mL de 

octanol, mesmo procedimento anterior. Todas as análises foram feitas em 

triplicata. 

3.3.3 Estudos com HSA 

Nos estudos usou-se tampão Tris-HCl 50mmol.L-1 pH 7,4. Pesou-se 0,606g de 

Tris, dissolveu-se em um pouco de agua e adicionou-se 2mL de solução HCl 

2mol.L-1 e completou-se o volume a 100mL com agua deionizada, resultando 
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em um pH muito próximo de 7,4, só foram necessários de 1 a 2 gotas da 

mesma solução do HCl. 

As soluções de HSA foram preparadas calculando a concentração com o 

coeficiente de extinção da HSA a 280nm ε=35700 mol-1.L.cm-1. 

As incubações foram mantidas nas temperaturas 37 e 45ºC na incubadora 

Tecnal (modelo TE420). As amostras incubadas a 20ºC foram mantidas no 

banho ultratermostático. 

3.3.3.1 Determinação da constante de ligação com HSA 

As constantes de ligação foram determinadas usando a propriedade 

fluorescente dos resíduos da HSA, nos comprimentos de excitação 280 e 

295nm, no intervalo de emissão de 300-450nm, variando as concentrações dos 

compostos.  

Fizeram-se as incubações de 24h nas temperaturas de 20, 37 e 45ºC.  

As soluções incubadas foram preparadas em tampão 50mmol.L-1 Tris-HCl pH 

7,4, usando soluções de concentração 2,05 µmol.L-1, medindo a concentração 

usando o coeficiente de extinção da HSA ε280nm=35700 mol-1.L.cm-1. Em 

paralelo, se preparou as soluções em etanol de 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 

0,8, 0,9 e 1,0 mmol.L-1 dos complexos (tabela 3.1). Por último, se misturaram 

2940µL da solução de HSA e 60µL da solução etanólica e depois do tempo de 

incubação as leituras em fluorescência e absorbância, para corrigir a 

fluorescência, foram feitas.  

Usou-se esta faixa de concentração, pois em proporções maiores de 

composto/HSA a interação perde a linearidade, provavelmente por efeitos de 

absorção da cubeta ou por agregação do composto. 

As cubetas usadas nestes experimentos foram de 1cm de caminho ótico. 

Devido a que o complexo absorbe tanto na região de excitação e emissão, foi 

necessário corrigir os resultados usando a equação de filtro inerte: 

𝐹𝑐𝑜𝑟𝑟 = 𝐹𝑜𝑏𝑠 × 10
𝐴𝐸𝑥+𝐴𝐸𝑚

2                                  (Eq.6) 
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Tabela 3 1 Volumes e concentrações das soluções da HSA e compostos usados nos 
experimentos para a determinação das constantes de ligação na interação entre os 
compostos e HSA 

 

Composto 

Volume da 

solução da 

HSA (mL) 

Concentraçã

o da solução 

HSA  

(µmol.L-1) 

Volume da 

alíquota da 

solução do 

complexo (µL) 

Concentraçõe

s da solução 

do composto 

(mmol.L-1) 

Ruibp-Rac 2,94 2,05 60,0 0-1,0 

Ruibp-S 2,94 2,05 60,0 0-1,0 

 

3.3.3.2 Estudos de dicroísmo circular com HSA 

As soluções foram incubadas a 37ºC por 24h, mantendo fixa a concentração da 

HSA, 15 µmol.L-1, variando as proporções entre proteína-composto de 1:0 a 1:5 

(tabela 3.2). As medidas de dicroísmo foram realizadas no intervalo de 195 a 

260nm, a 37ºC, com velocidade de varredura de 100nm.min-1, com 9 

acumulações, largura da banda 1nm e DIT (data integration time), 0,5s.  

Usou-se esta faixa de comprimento de onda para observar as mudanças nas 

bandas das conformações de alfa hélice e folha beta da albumina, bandas em 

comprimentos menores a 300nm.     

Tabela 3 2 Volumes e concentrações das soluções da HSA e compostos usados nos 
experimentos para o estudo nas mudanças da estrutura secundaria da HSA na 
interação entre os compostos e HSA 

 

Composto 

Volume da 

solução da 

HSA (mL) 

Concentração 

da solução de 

HSA   (µmol.L-1) 

Volume da 

alíquota da 

solução do 

complexo (µL) 

Concentrações 

da solução do 

composto 

(mmol.L-1) 

Ruibp-Rac 2,94 15,4 60,0 0-3,75 

Ruibp-S 2,94 15,4 60,0 0-3,75 

Hibp-Rac 2,94 15,4 60,0 0-15,0 

Hibp-S 2,94 15,4 60,0 0-15,0 

As soluções a incubar foram preparadas em tampão Tris-HCl pH 7,4, usando 

soluções de concentração 15,4 µmol.L-1. Em paralelo preparou-se as soluções 

em etanol de: 0,75, 1,50, 2,25, 3,00 e 3,75 mmol.L-1 dos complexos e 3,0, 6,0, 
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9,0, 12,0 e 15,0 mmol.L-1 dos ligantes. Por último, se misturaram 2940µL da 

solução de HSA e 60 µL da solução etanólica.  

As cubetas usadas nestes experimentos foram de 1mm de caminho ótico e o 

volume colocado nelas foi de 380 µL de solução.  

Os espectros foram registrados nas unidades de milidegrees (mdeg), miligraus. 

Com o propósito de normalizar os resultados, eles foram transformados em 

termos de elipticidade molar residual com a equação seguinte: 

[θ]MRW,λ = MRW ×  
θλ

10×d ×c
      (Eq.7) [17] 

Sendo, [θ]MRW,λ, elipticidade molar residual no comprimento de onda λ, θλ, 

elipticidade no comprimento de onda λ, dado pelo aparelho; d, caminho óptico 

da cubeta, em cm; c, concentração da HSA, em mg.mL-1; MRW, massa media 

residual, em Da, é calculado como: 

MRW =  
M

N−1
                      (Eq.8) 

Onde M, massa molecular da cadeia polipeptídica, em Da; N, número de 

aminoácidos da cadeia, e N-1, o número de ligações na cadeia. 

Para achar a mudança em cada uma das frações da estrutura secundaria 

usou-se o programa betsel[48]. O programa pedia a transformação dos 

resultados a unidades de elipticidade molar residual. 

 

3.3.4 Estudos com CT-DNA 

Nos estudos usou-se tampão Tris-HCl 50mmol.L-1 pH 7,4. Pesou-se 0,606g de 

Tris, dissolveu-se em um pouco de agua e adicionou-se 2mL de solução HCl 

2mol.L-1 e completou-se o volume a 100mL com agua deionizada, dando um 

pH muito próximo de 7,4, precisou de 1 ou 2 gotas da mesma solução do HCl. 

As soluções de CT-DNA foram preparadas calculando a concentração com o 

coeficiente de extinção da CT-DNA a 260nm, ε=6600mol-1.L.cm-1 

 

3.3.4.1 Método de variações continuas 
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Para encontrar a relação estequiométrica entre o CT-DNA e os compostos 

usou-se o método de variações continuas (Método de Job).  

Achou-se o coeficiente de extinção do complexo, em 260nm, no buffer 7,4 na 

temperatura de 23ºC, em 2% de etanol na solução, entre a 0 e 24µmol.L-1 

(tabela 3.3).  

Tabela 3 3 Concentrações das soluções de CT-DNA e compostos usados nos 
experimentos do método de variações continuas 

Concentração do 

composto na solução 

(µmol.L-1) 

Concentração do 

CT-DNA na solução 

(µmol.L-1) 

 

Fração molar 

0 24,0 0,0 

2,4 21,6 0,1 

4,8 19,2 0,2 

7,2 16,8 0,3 

9,6 14,4 0,4 

12,0 12,0 0,5 

14,4 9,6 0,6 

16,8 7,2 0,7 

19,2 4,8 0,8 

21,6 2,4 0,9 

24,0 0 1,0 

 

3.3.4.2 Determinação da constante de ligação por UV-Vis 

Com o fim de estimar se existia uma interação entre os compostos e o CT-

DNA, realizaram-se titulações espectrofotométricas, mantendo a concentração 

de complexo na solução, 30,0 µmol.L-1, e variando a concentração do CT-DNA 

nela, de 1:0 a 1:3 com incrementos de aproximadamente 10,0 µmol.L-1 de CT-

DNA (tabela 3.4). Os experimentos foram feitos em triplicata. 

Um volume de 2,940mL de buffer Tris-HCl 50mmol.L-1 pH 7,4, foi adicionado à 

uma cubeta de caminho óptico de 1cm e misturou-se com 60µL de 1,5 mmol.L-1 

da solução etanólica dos compostos, homogeneizou-se invertendo a cubeta 

com movimentos suaves dentro da cubeta, para evitar a aglomeração do 

composto. 
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Para temperaturas as temperaturas de 18, 37 e 43ºC, a cubeta unicamente 

com buffer, foi colocada 10min para alcançar a temperatura do médio, depois, 

colocou-se o composto, homogeneizou-se e se esperou 10min, e registrou-se o 

espectro; as adições foram feitas com 10min de estabilização da temperatura 

depois de cada adição. Nestas proporciones evitou-se a agregação do 

composto. 

Tabela 3 4 . Volumes e concentrações das soluções da CT-DNA e compostos usados 
nos experimentos de titulação na interação entre os compostos e CT-DNA 

 

Composto 

Volume da 

solução 

(mL) 

Concentração 

do composto 

na solução 

(µmol.L-1) 

Volume da 

alíquota da 

solução do 

CT-DNA (µL) 

Concentração 

das adições da 

solução do CT-

DNA (mol.L-1) 

Ruibp-Rac 3,00 30 5 0,6 

Ruibp-S 3,00 30 5 0,6 

 

3.3.4.3 Estudos de competição com o CT-DNA por Fluorescência  

Ensaios de competição por deslocamento do brometo de etídio, composto 

conhecido por se ligar ao DNA por intercalação, por técnicas de titulação é um 

método indireto de determinar as constantes de ligação aparentes de ligantes 

com interação não fluorescentes com DNA e os complexos, os estudos foram 

propostos originalmente por Morgan et. al. em 1979. Estes estudos envolvem 

soluções saturadas de DNA-brometo de etídio (10:12,6) [74]. 

O estudo foi feito nas concentrações de 12µmol.L-1 CT-DNA com 14µmol.L-1 

brometo de etídio, mudando as concentrações do composto 0-14µmol.L-1.  

Este tipo de estudo, baseado no deslocamento de um ligante de mecanismo 

conhecido, tem sido adaptado para outros compostos que interagem de forma 

diferente com o DNA, como no caso do Hoechst, composto que liga ao DNA 

pelos sulcos (groove) menores. O estudo foi feito em concentrações baixas do 

ligante groove, 175µmol.L-1 CT-DNA com 0,25µmol.L-1 de solução de Hoechst, 

mudando as concentrações dos compostos de 0-14µmol.L-1 na solução. Em 

concentrações maiores do ligante, usou-se as concentrações de 30µmol.L-1 

CT-DNA com 10µmol.L-1 com 0,25µmol.L-1 de solução de Hoechst, mudando 

as concentrações do composto 0-14µmol.L-1 dos compostos na solução. 
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3.3.4.4 Fluorescência dos compostos  

De experimentos anteriores observou-se que o composto não é fluorescente 

por si só, mas, incrementando a quantidade do DNA na solução ele apresenta 

um incremento na fluorescência. Com o fim de estimar se existia uma 

interação, entre os compostos e o CT-DNA, ou possível uso como sonda 

fluorescente foram feitas as titulações medindo a fluorescência e absorbância 

das soluções, observando-se que a solução apresenta o máximo de emissão 

fluorescente nos comprimentos de onda λex 350nm e λem 455nm  se 

realizaram titulações medindo a fluorescência em paralelo, mantendo a 

concentração de complexo na solução, 2,0 µmol.L-1, e variando a concentração 

do CT-DNA nela, de 1:0 a 1:40 com incrementos de 10,0 µmol.L-1 de CT-DNA, 

os experimentos foram feitos em triplicata, controlando a temperatura a 23ºC. 

 

3.3.4.5 Estudos de dicroísmo circular na interação com o CT-DNA 

A técnica de dicroísmo circular (DC) é muito sensível e reprodutível. No 

dicroísmo a solução de CT-DNA apresenta a forma de B-DNA com duas 

bandas positivas em 220 e 268nm e duas negativas em 210 e 246nm. O DC se 

usa normalmente para determinar os predominantes modos de interação. As 

intercalações de B-DNA levam tipicamente a incrementos nos sinais elípticas 

associadas com a banda em 246nm e interações de empilhamento nas bases 

pares, 268nm, mas, no caso de interações de sulco menor causam 

decrescimento no sinal elíptico associado com interrupções nas interações de 

ligação de hidrogênio entre os nucleotídeos, em 220nm (Kellet 2019) [74]. 

As soluções foram incubadas a 37ºC por 24h, mantendo fixa a concentração da 

CT-DNA, 15 µmol.L-1, e variando as proporções entre DNA-composto de 1:0 a 

1:5. As medidas de dicroísmo foram realizadas no intervalo de 220 a 300nm, a 

37ºC, com velocidade de varredura de 100nm.min-1, com 9 acumulações de 

espectros, largura da banda 1nm e DIT (data integration time), 0,5s.  

As soluções a incubar foram preparadas em tampão Tris-HCl pH 7,4, usando 

soluções de concentração 81,8 µmol.L-1 de CT-DNA, concentração calculada 

usando o coeficiente de extinção da CT-DNA ε260nm=6600mol.L-1, em paralelo 
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se preparou as soluções em etanol de 0, 1, 2, 3, 4, 5mmol.L-1 dos complexos 

(tabela 3.5). Por último, se misturaram 2940µL da solução de CT-DNA e 60µL 

da solução etanólica. As cubetas usadas nestes experimentos foram de 1cm de 

caminho óptico. 

Tabela 3 5 Concentrações das soluções de CT-DNA e compostos usados nos 
experimentos de dicroísmo circular 

 

Razão 

molar 

Volume da 

solução da 

CT-DNA 

(mL) 

Concentração 

da solução de 

CT-DNA 

(µmol.L-1) 

Volume da 

alíquota da 

solução do 

complexo (µL) 

Concentrações 

da solução do 

composto 

(mmol.L-1) 

1:0 2,94 81,8 60,0 0 

1:1 2,94 81,8 60,0 1 

1:2 2,94 81,8 60,0 2 

1:3 2,94 81,8 60,0 3 

1:4 2,94 81,8 60,0 4 

1:5 2,94 81,8 60,0 5 

 

3.3.4.6 Estudos de desnaturalização do CT-DNA [41] 

A temperatura de desnaturalização TM é definida como a temperatura na qual a 

metade das cadeias de DNA estão no estado de dupla hélice e a outra metade 

em estado de hélice simples. O processo é baseado na perdida das interações 

hidrofóbicas e as interações de empilhamento π- π devido à desnaturalização 

da dupla hélice[74].  

As soluções foram incubadas a 37ºC por 24h, mantendo fixa a concentração da 

CT-DNA, as proporções entre CT-DNA-composto de 1:0, 1:0,5 e 1:1. As 

medidas espectrofotométricas foram realizadas no intervalo de temperatura 40-

90ºC, com velocidade de varredura de 0,4 ºC.min-1, no comprimento de onda 

260nm, as soluções incubadas foram preparadas em tampão Tris-HCl pH 7,4, 

usando soluções de concentração 61,0 µmol.L-1 de CT-DNA, calculando a 

concentração da solução com uso do coeficiente de extinção da CT-DNA 

ε260nm=6600mol.L-1, em paralelo se preparou as soluções em etanol de 0, 1,5 e 

3,0 mmol.L-1 dos complexos. Por último, se misturaram 2940µL da solução de 
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CT-DNA e 60µL da solução etanólica e uma solução que se preparou com 

buffer e 3,0 mmol.L-1. 

 

3.3.4.7 Efeitos fluorescentes como produto da interação 

O DNA apresenta uma leve emissão intrínseca de fluorescência, numerosas 

sondas de emissão que espontaneamente se ligam ao DNA e mostram um 

elevado aumento na emissão, tais são os casos de Hochst e laranja de 

acridina. Outra classe de sondas com longos tempos de vida são os complexos 

de metais de transição, tipicamente achados para Ru(II), Re(I), e Os(II) com um 

ou mais ligantes diiminas, estes compostos apresentam fluorescência 

molecular da transferência de carga metal ao ligante[57].  

Complexos de rutênio (II) com ligantes polipiridil, [Ru(bpy)2dppz]2+é um dos 

mais amplamente estudados, esse composto não apresenta fotoluminescência 

a temperatura ambiente mas na presença de DNA de dupla hélice mostra uma 

intensa fotoluminescência com um fator de melhor >104. Este fenômeno é 

conhecido como efeito “Light-Switch” o qual tem um alto interesse na interação 

de complexos metal-polipiridil com o DNA[78,79]. 

Nos experimentos ambos compostos mostraram aumentos na fluorescência, as 

titulações foram feitas partindo de 2µmol.L-1, e com alíquotas de 5µL, mostrou 

incrementos de fluorescência onde alcançou o máximo com 80µmol.L-1, 

comprimento de onda de excitação 350nm, com máximos de emissão em 

455nm, os máximos não se deslocaram, não tem mudanças batocrômicas nem 

hipsocrômicas. Os resultados são mostrados na gráfica 4.31. Os experimentos 

foram feitos em triplicatas. 

 

A fluorescência pode ser atribuída à hidrofobicidade do meio, como se encontra 

na literatura para compostos de Ru(II)-dipiridofenazinas, as quais não emitem 

em soluções aquosas mas, mostram forte luminescência em ambientes 

hidrofóbicos[82,83]. 

 

3.3.5 Estudos biológicos com células   

Esses estudos foram realizados em conjunto com a doutoranda Samara R. 

Alves, de nosso laboratório, no Laboratório de Metabolismo de Células 
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Tumorais do Instituto de Ciências Biomédicas da USP (ICB) sob 

responsabilidade da Professora Alison Colquhoun. 

 

Cultivo de células 

Para os experimentos in vitro, foi usado a linhagem de células de glioma 

humano U87MG, as células foram cultivadas em DMEM (Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium) com 10% de soro bovino fetal, 50 U.mL-1 penicilina, e 50 

μg.mL-1 estreptomicina. As células foram cultivadas em frascos em atmosfera 

umidificada com 5% CO2, 95% ar, a 37ºC. Depois de alcançar um considerável 

crescimento celular, as células foram lavadas com PBS (Tampão de fosfato 

salino) e colocou-se a solução de tripsina (tripsina 0.025 % / EDTA (2,2',2'',2'''- 

(ácido etano-1,2-dildinitrilo)tetraacético) 0.02%) para retirar as células do frasco 

e colocá-las na placa. 

Viabilidade celular 

As células foram incubadas em placas de 24 poços em uma densidade de 

3x104 células/poço a 37ºC em 5% CO2 e 95% ar umidificado, por 24h, tempo 

de adesão das células na placa. No dia de aplicação do composto prepararam-

se as soluções de concentração 5,10,15 e 20mmol.L-1. Depois, as células 

foram expostas ao composto, 5uL (1%v/v) da solução etanólica e foram 

adicionados ao meio biológico (495µL), com concentrações finais: 0 (controle), 

50, 100, 150 e 200µmol.L-1 para cada placa com os tempos de incubação de 

24, 48 e 72h, trocando o meio (495µL) e a solução etanólica (5 µL) cada 24h. 

Cumprido o tempo de incubação as células foram lavadas com PBS e 

removidas com tripsina (tripsina 0.025%/EDTA 0.02%)  As células foram 

contadas usando a câmera de Neubauer, depois de colocar 10 µL de solução 

de azul de tripano, contando como viáveis as células que não absorveram o 

corante, com a seguinte equação: 

 

#𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠/𝑝𝑜ç𝑜 =
#𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 (𝐶𝑜𝑛𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠 𝑛𝑎 𝑐â𝑚𝑒𝑟𝑎 𝑁𝑒𝑢𝑏𝑎𝑢𝑒𝑟) 𝑥 𝐹𝑎𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜 

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑑𝑎 𝐶â𝑚𝑒𝑟𝑎
     (Eq.9) 

Os experimentos foram realizados três vezes e cada um deles foi realizado em 

triplicata para cada concentração. 
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Ensaio de migração celular “Wound Healing” 

As células de glioma humano foram incubadas em placas de 24 poços em 

uma densidade de 7x104 células/poço a 37ºC em 5% CO2 e 95% ar 

umidificado, por 24h. No dia de aplicação do composto, preparou-se as 

soluções de concentração 20mmol.L-1. Depois, as células foram expostas ao 

composto, 5 µL (1%v/v) da solução etanólica foram adicionados ao meio 

biológico (495 µL), com concentrações finais: 0 (controle) e 200µmol.L-1 para 

cada placa com o tempo final de incubação de 60h, trocando o meio (495µL) e 

a solução etanólica (5 µL) cada 24h. Cumprido o tempo de incubação, a ferida 

foi feita raspando delicadamente a placa em forma de uma cruz, com um tip 

para pipeta de 200µL, sobre a monocamada da confluência celular. As células 

foram lavadas com PBS, para retirar as células que estiveram boiando no meio, 

e tratadas novamente com meio (495µL) e a solução etanólica (5 µL). As 

células foram incubadas por um tempo de 12h, permitindo o tempo e o espaço 

livre para a migração celular em uma área livre de células. Depois das 12h, 

tirou-se uma foto de cada uma das placas no microscópio. A diferencia entre as 

áreas finais e inicias foi calculada usando o software Image J. Os experimentos 

foram feitos em triplicata. 

Analise estatística de dados 

Os resultados foram apresentados como a média e o desvio padrão de três 

resultados obtidos de três ensaios independentes. A significância estatística 

dos resultados foi testada pelo test de Student. Nos experimentos de 

viabilidade celular, a significância estatística foi comparada entre o controle e 

cada uma das concentrações. As diferenças foram consideradas com P<0,05. 

 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

4.1 CARACTERIZAÇÃO DOS COMPLEXOS 

Os complexos foram sintetizados de acorda com a literatura e caracterizados 

pelas técnicas de analise elementar, susceptibilidade magnética, 

espectroscopia vibracional no infravermelho, espectroscopia de absorção 
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eletrônica no UV-Visível em solução, espectroscopia de dicroísmo circular, e 

analise termogravimétrica.  

 

4.1.1 Analise elementar 

Os resultados dos analise elementar se encontram na tabela 4.1, os resultados 

foram coerentes com o calculado para as formulas propostas. 

 

Tabela 4 1 Resultados do Analise elementar para C e H 

Composto %C, 

calculado 

%C, 

experimental 

%H, 

calculado 

%H, 

experimental 

[Ru2(OAc)4Cl] 20,2 20,3 2,6 2,6 

[Ru2(Ibp-

Rac)4Cl] 

59,1 59,6 6,5 6,4 

[Ru2(Ibp-

S)4Cl] 

59,1 59,7 6,5 6,5 

 

4.1.2 Medidas de Susceptibilidade Magnética  

Os resultados do momento magnético efetivo por unidade dimetálica [Ru2]5+ 

calculado a partir dos dados de susceptibilidade magnética molar estão dentro 

do intervalo esperado 3,8 – 4,4 M.B. (tabela 4.2). Por conseguinte, são 

consistentes com a existência de três elétrons desemparelhados e com a 

configuração eletrônica de estado fundamental σ2 π4 δ2 (π* δ*)3[4,15] 

Tabela 4 2 Cálculos para a determinação da Susceptibilidade Magnética dos 
compostos a 25ºC 

Composto µeff (M.B.) 

[Ru2(OAc)4Cl] 4,1 

[Ru2(Ibp-Rac)4Cl] 3,9 

[Ru2(Ibp-S)4Cl] 3,9 

  

4.1.3 Espectroscopia Eletrônica de Absorção UV-Visível 

Os espectros eletrônicos dos compostos são apresentados nas figuras 4.1 a 

4.3. Esses espectros estão de acordo com a literatura e trabalhos de nosso 
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grupo [4,7,10]. A principal banda na região do visível é atribuída à transição π(Ru-

O, Ru2)  π* (Ru2). 
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Figura 4 2 Espectro eletrônico de absorção do [Ru2(OAc)4Cl] em água, 1mmol.L-1 
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Figura 4 3 Espectro eletrônico de absorção do [Ru2(Ibp-S)4Cl] em etanol,1mmol.L-1 

350 400 450 500 550

0,0

0,5

1,0

1,5

Ab
so

rb
an

cia

Comprimento de onda (nm)

 Absorbancia

424nm

Figura 4 1Espectro eletrônico de absorção do [Ru2(OAc)4Cl] em água, 1mmol.L-1 
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Estudos teóricos e experimentais de espectroscopia eletrônica para os 

tetracarboxilatos de rutênio[3,4,7] afirmam que eles apresentam uma banda na 

faixa de 420 – 480 nm (figuras 4.1, 4.2, 4.3) a qual é atribuída à transição 

π(Ru-O, Ru2)  π* (Ru2). A qual está evidenciada nos experimentos. 

 

4.1.4 Espectroscopia Vibracional no Infravermelho  

O espectro do [Ru2(OAc)4Cl] (figura 4.4) apresenta bandas que estão de 

acordo com as bandas anteriormente atribuídas na literatura e em trabalhos de 

nosso grupo. A banda em 2936 cm-1 corresponde ao estiramento simétrico de 

C-H do CH3 e em 2853 cm-1 corresponde ao estiramento assimétrico de C-H do 

CH3
[49]. As bandas em 1449 cm-1 e 1394 cm-1 correspondem aos modos de 

estiramento assimétrico e simétrico do grupo COO, respectivamente. A 

diferença de frequência dessas bandas tem uma peculiaridade que podem dar 

evidencias do tipo de ligação com o metal. No caso, ∆= (a-s) = 1449-1394 = 

55 cm-1. Esse valor para carboxilatos dimetálicos de rutênio corresponde a um 

ligante carboxilato coordenado em ponte aos dois centros metálicos [50].  
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Figura 4 4 Espectro vibracional no infravermelho do [Ru2(OAc)4Cl] 

O espectro do [Ru2(Ibp-Rac)4Cl] (figura 4.5) apresenta bandas que estão de 

acordo com as bandas anteriormente atribuídas em trabalhos de nosso grupo. 

Na região de 2951 a 2846 cm-1 observam-se as bandas de estiramento C-H[49].  
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As frequências de estiramento do anel benzênico para-disubstituído aparecem 

em 1614, 1578, 1515 cm-1[49] 

As bandas em 1461 cm-1 e 1408 cm-1 correspondem aos modos de estiramento 

assimétrico e simétrico do grupo COO, respectivamente. A diferença de 

frequência dessas bandas, ∆= (a-s) = 1461-1408 = 53 cm-1, corresponde ao 

ligante ibuprofenato coordenado em ponte aos dois centros metálicos [50].  

Em 1373 cm-1 corresponde à freqüência da deformação simétrica do CH3, e as 

bandas nas regiões de 1300-1000 cm-1 correspondem às deformações de CH 

do anel aromático no plano, embora, se encontram bandas características do 

anel em 1169, 1119, 1020 cm-1[49] 

As frequências 847 e 810 cm-1 correspondem às deformações tipo wagging C-

H com 2 hidrogênios adjacentes e em benzenos para–disubstituídos, 

respectivamente. [10,49] 

Em 741 cm-1 temos a banda de deformação do carboxilato (COO) [49] 
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Figura 4 5 Espectro vibracional no infravermelho do [Ru2(Ibp-Rac)4Cl] 

O espectro vibracional no infravermelho do complexo inédito [Ru2(Ibp-S)4Cl] 

(figura 4.6) é similar ao espectro do complexo análogo contendo ibuprofeno 

racêmico. 
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Em 2955 cm-1 o estiramento simétrico de C-H do CH3 e em 2864 cm-1 

corresponde ao estiramento assimétrico de C-H do CH3. A banda em 2929 cm-1 

corresponde ao estiramento assimétrico de C-H do CH2 e em 2846 cm-1 

corresponde ao estiramento assimétrico de C-H do CH2. [49] 

As frequências de estiramento do anel benzênico para-disubstituído aparecem 

em 1616, 1576, 1510 cm-1[49] 

As bandas em 1456 cm-1 e 1409 cm-1 correspondem aos modos de estiramento 

assimétrico e simétrico do grupo COO, respectivamente.  A diferença de 

frequência dessas bandas ∆= (a-s) = 1456-1409 = 57 cm-1, corresponde ao 

ligante ibuprofenato coordenado em ponte aos dois centros metálicos. [10,50] 

Em 1371 cm-1 corresponde à frequência da deformação simétrica do CH3, e as 

bandas nas regiões de 1300-1000 cm-1 correspondem à deformações de CH 

do anel aromático no plano, embora, se encontram bandas características do 

anel benzênico para-disubstituído em 1170, 1117, 1022 cm-1[10,49] 

As frequências 847 e 804 cm-1 correspondem às deformações tipo wagging C-

H com 2 hidrogênios adjacentes e em benzenos para–disubstituídos, 

respectivamente. [49] 

Em 740 cm-1 temos a banda de deformação do carboxilato (COO) [49] 
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Figura 4 6 Espectro vibracional no infravermelho do [Ru2(Ibp-S)4Cl] 

4.1.5 Comportamento óptico em solução 

Em termos de dispersão de rotação de luz, quando nos acercamos a uma 

banda de absorção desde comprimentos de onda longos, o ângulo de rotação 

aumenta, passando por um máximo, é chamado efeito Cotton positivo. O efeito 

Cotton negativo acontece quando o ângulo de rotação se torna menor ao 

passar de comprimentos de onda longos aos mais curtos. Em dicroísmo 

circular, que estuda a variação do coeficiente de extinção molar respeito a um λ 

(comprimento de onda), frente a feixes de luz polarizada contrários (horário e 

anti-horário). Se εantihorario – εhorario >0, apresenta um máximo no comprimento de 

onda mais distante, apresenta efeito Cotton positivo, e se εantihorario – εhorario <0, 

apresenta um mínimo no comprimento de onda mais distante, se dize que tem 

efeito Cotton negativo [4]. 

Fizeram-se os espectros dos complexos para achar e/ou comparar as 

atividades ópticas: Pelo observado no espectro (figura 4.7) do [Ru2(Ibp-

Rac)4Cl], ele não apresente nenhum máximo ou mínimo na região de absorção 

(300-900nm), como se esperava, pois, seu ligante é uma mistura racêmica, que 

produzem complexos misturados [Ru2(Ibp-S)x(Ibp-R)4-xCl]. No caso do 

complexo [Ru2(Ibp-S)4Cl] segundo o observado no espectro de dicroísmo 
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circular (na figura 4.7), o complexo [Ru2(Ibp-S)4Cl] apresenta efeito Cotton 

positivo.  

 

Figura 4 7 Espectro de dicroísmo circular dos [Ru2(Ibp-Rac)4Cl] e [Ru2(Ibp-S)4Cl] em 
etanol, 1mmol.L-1. 

No espectro (fig. 4.7) três bandas são observadas para o composto [Ru2(Ibp-

S)4Cl], a banda em 333nm de acordo aos valores achados para o composto 

racêmico na tese de Sanches[15] dos compostos em solução aquosa, pode-se 

atribuir por tentativa à transição π(Cl) → π*(Ru2)  e a banda em 436nm se pode 

atribuir π(Ru-O,Ru2) → π*(Ru-O), pois, são as mais próximas às transições no 

espectro de absorção no UV-Vis do composto, a transição π(Ru-O,Ru2) → 

σ*(Ru-O) é frequentemente observada no dicroísmo circular. A banda em 

722nm não se encontra nas transições conhecidas, ela poderia ser uma 

transição permitida magneticamente σ(Ru2) → π*(Ru2) como sugere Cotton nos 

tetracarboxilatos de dirutênio de ligantes enantiomericamente puros Ru2(L-

mandelato)4.H2O [4,52] 

 

4.1.6 Análise termogravimétrica dos compostos  

As curvas TG dos compostos são apresentadas nas figuras 4.8 e 4.9.  

Podemos observar que têm um padrão diferente de perda de massa; os 

experimentos foram feitos em triplicata confirmando o mesmo comportamento. 



51 
 

Na tabela 4.3 se mostram os valores das perdas de massa para cada evento. 

No primeiro evento, se observa que o composto [Ru2(Ibp-Rac)4Cl] tem uma 

perda de 19% equivalente à perda de 1 ibuprofenato, mas, o [Ru2(Ibp-S)4Cl] 

tem uma perda de 36%, equivalente à perda de, aproximadamente, 2 

ibuprofenatos. No segundo evento, o [Ru2(Ibp-Rac)4Cl] perde 43%, equivalente 

a 2 moléculas de Ibuprofenato mais 1 ligante cloreto, e o [Ru2(Ibp-S)4Cl] perde 

22% equivalente a, aproximadamente, 1 molécula de Ibuprofenato mais 1 

ligante cloreto. No terceiro evento, os compostos [Ru2(Ibp-Rac)4Cl] e [Ru2(Ibp-

S)4Cl] perdem 18 e 17%, respectivamente, equivalente a, aproximadamente, 1 

ibuprofenato para ambos casos. Do gráfico de DSC (fig. 4.11) se observa que a 

decomposição do ibuprofeno é um evento endotérmico (fig. 4.10), no intervalo 

entre 200 e 340ºC se observa pequenos processos endotérmicos, atribuído à 

decomposição das moléculas de Ibuprofenato e, em paralelo entre 200 e 

420ºC, processos altamente exotérmicos, atribuídos à oxidação do rutênio, o 

oxigênio da atmosfera reage com o rutênio, formando Ru2O [10,51,67], equivalente 

aos 20% e 25% de massa residual total dos [Ru2(Ibp-Rac)4Cl] e [Ru2(Ibp-S)4Cl], 

respectivamente. Das gráficas DTG (figuras 4.12 e 4.13) dos compostos, se 

observa que a massa m/z 44 atribuído à massa procedente da liberação de gás 

CO2 é menor no intervalo do primeiro evento que no segundo para o [Ru2(Ibp-

Rac)4Cl] e no[Ru2(Ibp-S)4Cl] acontece o contrário, resultados que concordam 

com as atribuições. Os resultados sugerem que nas estruturas de ligantes 

enantiomericamente mistos [Ru2(Ibp-S)x(Ibp-R)4-xCl] o composto apresenta 

uma maior estabilidade térmica que com ligantes enantiomericamente puros. 

 

Figura 4 8 Curvas TG/DTG do [Ru2(Ibp-Rac)4Cl] sob atmosfera de ar comprimido 
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. 

 

Figura 4 9 Curvas TG/DTG do [Ru2(Ibp-S)4Cl] sob atmosfera de ar comprimido 

 

Figura 4 10 Curvas TG/DTG do HIbp-S sob atmosfera de ar comprimido 

Tabela 4 3 Resultados do TG e Porcentagem de perda de massa por evento 

 

Composto 

1ro Evento 

Intervalo (ºC) / 

%Perda de 

Massa 

2do Evento 

Intervalo (ºC) 

/ %Perda de 

Massa 

3ro Evento 

Intervalo (ºC) / 

%Perda de 

Massa 

%Massa 

Residual 

Total 

[Ru2(Ibp-

Rac)4Cl] 

200-270 / 19 270-308 / 43 308-400 / 18 20 

[Ru2(Ibp-S)4Cl] 200-270 / 36 270-308 / 22 308-400 / 17 25 

HIbp-Rac 160-240 / 100 - - 0 

HIbp-S 160-240 / 100 - - 0 
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Figura 4 11 Curvas DSC dos compostos [Ru2(Ibp-Rac)4Cl], [Ru2(Ibp-S)4Cl], HIbp-Rac e 
HIbp-S sob atmosfera de ar comprimido 

 

Figura 4 12 Curvas DTG-Massa dos compostos [Ru2(Ibp-Rac)4Cl] sob atmosfera de ar 
comprimido 
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Figura 4 13 Curvas DTG-Massa dos compostos [Ru2(Ibp-S)4Cl] sob atmosfera de ar 
comprimido 

 

4.1.7 Lipofilicidade dos compostos  

Para a análise do coeficiente de partição dos compostos de [Ru2(Ibp)4Cl] e o 

Hibp se construiu uma curva de calibração tomando uma alíquota de 200uL da 

amostra dissolvida em 1-octanol, levando para um balão volumétrico de 10mL 

completando o volume com metanol.  

Para a análise do coeficiente de partição do composto de [Ru2(Acetato)4Cl] se 

construiu uma curva de calibração tomando uma alíquota de 2mL da amostra 

dissolvida em tampão buffer tris-HCl 50mmol/L pH 7,4 levando para um balão 

volumétrico de 10mL completando o volume com o mesmo buffer. 

Tabela 4 4 Resultados dos Log(P) dos compostos analisados 

Composto Log(P) Desvio Padrão 

RuIbpRac,221nm 2,08 0,16 

RuIbpS,221nm 1,90 0,16 

IbpRac,220nm 2,36 0,15 

IbpS,221nm 2,34 0,10 

RuAc*,428nm -0,85 0,02 

*Alíquota tomada da fase aquosa 
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Comparando os resultados para o ibuprofeno com valores encontrados na 

literatura apresenta certa diferença, pois algumas das amostras foram tratadas 

com ácidos (Phillips 1995, logP=3,51)[53], usando técnicas de determinação pH-

métricas (Avdeef et al. 1998. logP= 2,48)[54], usando cálculos teóricos (Stuer-

Lauridsen 2000. logP=3,5)[55], mudando a temperatura a 32ºC por 24h 

(Takahashi 2002, logP=2,89) [56], usando CG (SCHEYTT 2005. logP= 2,48) [46] , 

usando o método de shake-flask (Costa, logP= 2,35) [47] 

Tendo valores próximos de Log(P) do composto racêmico e o enantiômero S, 

as diferenças não são significativamente relevantes. Comparando com os 

resultados mostrados na tese de Costa [47], os resultados do composto 

racêmico são realmente próximos, -0,87 para o RuAc e 2,03 para o Ruibp, 

confirmando a robustez do método para estes complexos. 

Os ligantes livres apresentam uma ligeiramente maior lipofilicidade em 

comparação com os compostos em gaiola, isto pode ser de benéfico pois tem 

um caráter relativamente mais hidrofílico em comparação com os fármacos 

livres, favorecendo o transporte no corpo.  

 

4.2 INTERAÇÃO COM HSA 

4.2.1 Constantes de ligação  

Como já se descreveu anteriormente, a HSA tem resíduos com fluorescência 

intrínseca, com λexc em 280 e 295nm, na figura 4.14 se amostram a supressão 

da fluorescência no comprimento de onda de excitação de 295nm, onde a 

fluorescência intrínseca é exclusiva do resíduo de triptofano. Devido a que o 

composto absorve no UV-Vis os dados passam por um cálculo de correção de 

correção de filtro interno, onde a fluorescência aumenta, [57], além de que, por 

efeito de aumento na turbidez da solução como resultado da mistura em faixas 

maiores de concentrações, o intervalo de concentração usado é inferior à 

concentração da proteína. 

Na figura 4.15 se mostram os gráficos de Stern-Volmer, com um 

comportamento linear, sem desvios óbvios no eixo Y, o que indica que os 

processos de supressão são predominantemente ou estáticos ou 

dinâmicos[57,58]  
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Das gráficas de Stern-Volmer nas temperaturas 20, 37 e 45ºC, figura 4.16, se 

mostra que com o aumento da temperatura aumenta o Ksv, coeficiente angular 

da reta, sugerindo que se tem um mecanismo de interação dinâmico, mas, os 

valores das constantes de supressão da macromolécula biológica, kq, foram 

calculados pela equação: 

𝑘𝑞 =
𝐾𝑠𝑣

𝜏𝑜
                                       (Eq. 10) [57]  

Onde τo é o tempo de vida média da HSA sem o supressor, da literatura o valor 

é 10-8 s[58]. Sabendo que em uma supressão dinâmica o supressor se difunde 

até o fluoróforo, e que o valor máximo possível é provocado pelo oxigênio [57] 

com kq=2x1010 L2.mol-1.s-1, mas, os valores estão na ordem de 1012 L2.mol-1.s-1, 

o que indicaria que deve de ser um mecanismo estático, similares casos são 

vistos com composto de cobalto[59] que apresentam interações hidrofóbicas 

com a HSA.  

Para achar as constantes de ligação aparentes, resultados mostrados nas 

tabelas 4.7 e 4.8 usou-se a equação da constante aparente modificada: 

𝑙𝑜𝑔
𝐹𝑜−𝐹

𝐹
= 𝑛𝑙𝑜𝑔𝐾𝐴 −  𝑛𝑙𝑜𝑔 (

1

[𝐷𝑡]−(𝐹𝑜−𝐹)[𝑃𝑡]/𝐹𝑜
)        (Eq. 11) [60] 

Por outra parte, das gráficas de temperatura, gráfica 4.18, podemos observar 

que o processo é mais espontâneo com o aumento da temperatura, e, dos 

valores dos parâmetros termodinâmicos da equação de Van´t Hoff: 

𝑙𝑛𝐾𝑎 = −
ΔH

𝑅𝑇
+

ΔS

𝑅𝑇
                                     (Eq. 12) [59] 

As forças intermoleculares entre o ligante e a proteína podem ser por: ligação a 

múltiplos hidrogênios, forças eletrostáticas, forças de Van der Waals e 

interações hidrofóbicas que podem ser identificadas de acordo aos parâmetros 

termodinâmicos [62]. Dos resultados, tabelas 4.9 e 4.10, sabemos que ΔH>0, 

ΔS>0 e ΔG<0, o que indica que o processo é endotérmico, espontâneo, e das 

três características em conjunto, o tipo de interação é por interações 

hidrofóbicas. Esse resultado está em concordância com estudos feitos em 

drogas anti-inflamatórias não esteroides de ácidos arilpropionicos que sugerem 

que elas interagem com a HSA com forças hidrofóbicas[61]. 
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Dos resultados podemos observar, que não se acharam diferenças 

significativas entre os complexos com ligantes de ibuprofeno racêmicos ou com 

o enantiômero tipo S, a interação entre a HSA e o complexo não é 

enantioseletiva. Dos resultados reportados no grupo, os resultados achados 

aqui são mais próximos aos reportados na tese de Renata dos Santos[14] 

(1,4x104) em comparação com os reportados na tese de Rodrigo Santos [18] 

(2,0x104). 

 

Figura 4 14 Espectro da supressão da Fluorescência da HSA, cHSA: 2µmol.L-1, 
mudando as concentrações dos compostos Ruibp-Rac (esquerda) e Ruibp-S (direita), 
0-10 µmol.L-1, soluções incubadas a 37ºC por 24h.Exc295nm 

 

Figura 4 15 Gráfica de Stern-Volmer, cHSA: 2µmol.L-1, mudando as concentrações 
dos Ruibp-Rac (esquerda) e Ruibp-S (direita), 0-10 µmol.L-1, soluções incubadas a 
37ºC por 24h. λExc.:295nm, λEm:339nm 
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Figura 4 16 Gráficas de Stern Volmer, cHSA: 2µmol.L-1, mudando as concentrações 
dos compostos Ruibp-Rac (esquerda) e Ruibp-S (direita), 0-10 µmol.L-1, soluções 

incubadas nas temperaturas 20,37,45ºC por 24h. λExc.:295nm, λEm:339nm 

  

Tabela 4 5 Resultados das constantes de Supressão de Ster Volmer, λExc:280nm a 
310K 

 Ksv R2 kq (L2.mol-1.s-1) R2 

Ruibp-Rac 1,0x104±1,9 x103 0,9842 1,0x1012±1,9 x1011 0,9842 

Ruibp-S 9,9x103±3,0 x103 0,9753 9,9x1011±3,0 x1011 0,9753 

 

Tabela 4 6 Resultados das constantes de Supressão de Ster Volmer, λExc:295nm, 
λEm.:339nm a 310K 

 Ksv R2 kq (L2.mol-1.s-1) R2 

Ruibp-Rac 1,2x104±1,4 x103 0,9701 1,2x1012±1,4 x1011 0,9701 

Ruibp-S 1,2x104±9,2 x102 0,9929 1,2x1012±9,2 x1010 0,9929 

 

Figura 4 17 Gráfica de log((Fo-F)/F) vs log(1/([Q]-((Fo-F)/Fo)x[P])) , cHSA: 2µmol.L-1, 
mudando as concentrações dos compostos Ruibp-Rac(esquerda) e b) Ruibp-S 
(direita), 0-10 µmol.L-1, soluções incubadas a 37ºC por 24h. λExc.:295nm, λEm:339nm 
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Tabela 4 7 Resultados das constantes de ligação calculadas e números de ligação do 
supressor, λExc:280nm a 310K 

 Kb(mol-1.L) n R2 

Ruibp-Rac 1,1x104±1,1 x103 1 0,9908 

Ruibp-S 1,1x104±2,6 x103 1 0,9888 

 

Tabela 4 8 Resultados das constantes de ligação calculadas e números de ligação do 
supressor, λExc:295nm, λ(Em.):339nm a 310K 

 Kb(mol-1.L) n R2 

Ruibp-Rac 1,4x104±1,0 x103 1 0,9976 

Ruibp-S 1,3x104±2,6 x103 1 0,9959 

 

Figura 4 18 Grafica de Van’t Hoff cHSA: 2µmol.L-1, variando as concentrações dos 
compostos Ruibp-Rac(esquerda) e b) Ruibp-S (direita), 0-10 µmol.L-1, soluções 

incubadas nas temperaturas 20,37,45ºC por 24h λExc.:295nm, λEm:339nm 

Tabela 4 9 Resultados das constantes de ligação do Ruibp-Rac calculadas a 
diferentes temperaturas, números de ligação do supressor, λExc:295nm, λEm:339nm 

Temper

atura 

(K) 

Kb 

(mol-

1.L) 

n R2 ΔH 

(J.mol.L-1.K-1) 

ΔS 

(J.mol.L-1.K-1) 

ΔG 

(J.mol.L-1) 

293 9,8x103 1 0,9996  

1,4x104 

±1,1x103 

 

1,3x102 

±3,5x101 

-2,2x104 

310 1,4x104 1 0,9784 -2,5x104 

318 1,5x104 1 0,9984 -2,6x104 

Tabela 4 10 Resultados das constantes de ligação do Ruibp-S calculadas a diferentes 
temperaturas, números de ligação do supressor, λExc:295nm, λEm:339nm. 

Temper

atura 

(K) 

Kb   

(mol-

1.L) 

n R2 ΔH 

(J.mol.L-1.K-1) 

ΔS 

(J.mol.L-1.K-1) 

ΔG 

(J.mol.L-

1) 

293 9,1x103 1 0,985

8 

 

1,6x104 

±2,4x103 

 

1,3x102 

±7,7 

-2,2x104 

310 1,3x104 1 0,990

7 

-2,4x104 

318 1,5x104 1 0,995

6 

-2,6x104 
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4.2.2 Estudo da estrutura secundaria do HSA na interação 

 

Os espectros são mostrados nas gráficas das figuras 4.19 e 4.20. 

Os espectros de HSA mostram duas bandas negativas importantes no 

dicroísmo circular em 208nm (π→ π*) e em 222nm (n→ π*), as quais são 

caraterísticas da hélice alfa da proteína, as mudanças, em porcentagem, são 

mostradas nas gráficas 4.21 a, b, c, para a hélice-alfa, folha beta e o fragmento 

randômico, respectivamente.  

Se observa a diminuição da porcentagem da hélice alfa, de 59 a 56%, e o 

aumento na folha beta,24 a 28%, este comportamento também é achado na 

literatura com outros compostos que apresentam interação hidrofóbicas as 

quais sinalam que, a proteína induz algum desdobramento dos polipeptídeos 

de HSA, o que leva ao aumento da exposição de algumas regiões hidrofóbicas 

profundas  [59, 63]. Os resultados são coerentes com os resultados das outras 

teses de doutorado do nosso laboratório[14,15,18], mas, não na quantificação.  

 

 

Figura 4 19 Espectro de Dicroísmo circular da HSA, cHSA: 15µmol.L-1, mudando as 
concentrações dos compostos Ruibp-Rac (esquerda) e Ruibp-S (direita), 0-75 µmol.L-

1, soluções incubadas a 37ºC por 24h. 
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Figura 4 20 Espectro de Dicroísmo circular da HSA, cHSA: 15µmol.L-1, mudando as 
concentrações do composto Hibp-Rac (esquerda) e Hibp-S (direita), 0-300 µmol.L-1, 
soluções incubadas a 37ºC por 24h 

 

 

Figura 4 21 Gráficos das porcentagens da a) hélice-α, b) β-folha e c) porção 
randômica da estrutura secundaria da HSA, variando a concentração de composto 
Ruibp, 0-75 µmol.L-1, Hibp, 0-300 µmol.L-1, soluções incubadas a 37ºC por 24h. 

a b 

c 
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4.3 INTERAÇÃO COM CT-DNA 

4.3.1 Estabilidade na solução com DNA 

O composto em solução tampão não é estável sozinho, ele começa a 

precipitar, dependendo da concentração no que foi feita a solução, para 

20µmol.L-1, espectrofotometricamente se tem observado que demora mais de 

1h, ainda assim, a precipitação acompanhada de agitação é muito mais rápida, 

em consequência não seria útil para titulações sem algum componente 

estabilizante. Por outro lado, se observou que o complexo é estável na solução 

de CT-DNA, mas depende da concentração da solução do DNA, mostrando, na 

figura 4.22, que a partir da concentração de 5µmol.L-1 o composto permanece 

estável ainda agitando continuamente, quando se observa em 221nm uma 

diminuição da banda indica que o complexo esta precipitando, este resultado 

indica que a partir da proporção de 4:1 (composto:CT-DNA), a solução pode 

ser usada na titulação. Resultados idênticos se acharam para o Ruibp-Rac. 

 

Figura 4 22 Gráfica de A/Ao vs número de agitações, a 221nm, com espaços de 8min 
depois da agitação, dos compostos Ruibp-S 20µmol.L-1, mudando as concentrações 
de CT-DNA:0,1,2,3,4,5,10 µmol.L-1 

 

4.3.2 Gráfica de Job 

Usando os resultados de coeficiente de extinção dos compostos da tabela A1 

em anexos, se fez os cálculos para as gráficas de Job[64], da qual se pode 

achar as relações estequiométricas onde o composto e o CT-DNA apresentam 

uma maior resposta espectrofotométrica usando o gráfico χ vs Aobs-

ε310DNAx(cDNA)-ε310Compostox(cComposto), sendo 

χ=c(composto)/(c(composto)+c(DNA)). 
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Figura 4 23 Gráficas de Job em 310nm, dos compostos esquerda) Ruibp-Rac, direita) 
Ruibp-S. X: fracção molar do composto, Volume total: 3,0mL, c(CT-DNA)+c(Ruibp)= 
24µmol.L-1 

Das gráficas de Job se encontrou que os compostos e o CT-DNA têm uma 

relação estequiométrica de 4:1, para ambos compostos, ainda assim, dos 

resultados desse analise se pode ter noções da estequiometria, mas não 

afirmações da estequiometria pois na literatura se encontraram estudos sobre 

esse analise, onde os resultados podem mudar em concentrações totais 

diferentes, para certos compostos [65]. 

 

4.3.3 Constantes de ligação  

Com o objetivo de quantificar as constantes de afinidade dos compostos e o 

CT-DNA fizeram-se as titulações das soluções, partindo do composto na 

solução e adicionando concentrações conhecidas, 10 µmol.L-1, de CT-DNA. 

 

Figura 4 24 Espectros de Absorção na interação Ruibp e CT-DNA, c(composto): 
30µmol.L-1, mudando as concentrações de CT-DNA, 0-80 µmol.L-1.  A 23ºC.  
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Como se mostra na figura 4.24 com o incremento na concentração de CT-DNA 

se observa uma diminuição nas bandas, hipocromismo em 310nm foi 18% e 

em 450nm foi 11%, atribuídas aos complexos, comprimentos de onda maiores 

a 300nm, se fizeram as diferenças entre as curvas sem CT-DNA e com CT-

DNA, onde não se achou deslocamento batocrômico (deslocamento para 

comprimentos de onda maiores), nem hipsocrômico (deslocamento para 

comprimentos de onda menores). Devido a que o ligante absorbe em faixas 

menores a 300nm e com o propósito de atribuir as mudanças de absorbância à 

interação com o complexo, se fizeram os cálculos para comprimentos de onda 

maiores a 300nm. Se escolheu 310nm, atribuída à interação como 

comprimento de onda de absorção, pois apresentava uma maior diminuição da 

banda e estava dentro da faixa de uso da lei de Lambert-Beer em 

espectrofotometria. 

Usou-se as equações para estimar as constantes: 

1

𝐴−𝐴𝑜
=

1

[𝐶][𝐷𝑁𝐴]𝜀𝑏𝐾𝑏
+

1

[𝐶]𝜀𝑏
                            (Eq. 13) 

[𝐶] + [𝐷𝑁𝐴] =
𝜀𝑏[𝐶][𝐷𝑁𝐴]

𝐴−𝐴𝑜
−

1

𝐾𝑏
                          (Eq. 14) 

[𝐷𝑁𝐴]

𝐴−𝐴𝑜
=

[𝐷𝑁𝐴]

[𝐶]𝜀𝑏
+

1

[𝐶]𝜀𝑏𝐾𝑏
                               (Eq. 15) 

𝐴−𝐴𝑜

[𝐷𝑁𝐴]
= −𝐾𝑏(𝐴 − 𝐴𝑜) + [𝐶]𝜀𝑏𝐾𝑏                     (Eq. 16) 

Sendo, [DNA]: Concentração da adição do CT-DNA, [C]: Concentração do 

composto, εb: coeficiente de extinção do produto (composto- CT-DNA), e Kb: 

Constante de ligação calculada. Usou-se as equações de: Benesi-

Hildebrand(13), Benesi-Hildebrand modificada(14), Scott(15), Scatchard(16). 

Todas as equações são usadas para interações estequiométricas de 1:1, e as 

curvas são mostradas na figura 4.25.  

Todas as curvas mostram linearidade (figura 4.25), a interação sugere ter uma 

estequiometria 1:1. Os resultados das constantes de ligação e coeficientes de 

extinção do produto são mostrados na tabela 4.11 e 4.12. 
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Figura 4 25 Gráficas das equações 13,14,15,16 para a interação Ruibp-S e CT-DNA, 
c(composto): 30µmol.L-1, mudando as concentrações de CT-DNA, 0-80 µmol.L-1.  A 
23ºC 

Tabela 4 11 Constante de ligação e coeficiente de extinção do produto formado a 
23ºC, com o composto Ruibp-S 

Kb ε R2 Equação 

1,13x104 6,34x103 0,9977 13 

1,15x104 7,30x103 0,9837 14 

8,35x104 7,42x103 0,9837 15 

8,62x104 7,25x103 0,9633 16 

Tabela 4 12 Constante de ligação e coeficiente de extinção do produto formado a 
23ºC, com o composto Ruibp-Rac 

Kb ε R2 Equação 

1,16x104 5,11x103 0,9996 13 

1,61x104 5,36x103 0,9881 14 

1,07x104 5,42x103 0,9874 15 

1,09x104 5,34x103 0,9813 16 
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Os resultados das constantes de ligação resultantes, ainda não sendo 

semelhantes, apresentam a mesma ordem de grandeza. 

Fizeram-se os mesmos cálculos para as temperaturas de 18, 37 e 43ºC, com a 

equação 13, os resultados são apresentados na tabela 4.13. 

Tabela 4 13 Constante de ligação e coeficiente de extinção do produto formado a 18, 
37 e 43ºC, com os compostos 

T(K)/Composto Kb R2 ε 

291 /Ruibp-Rac 8,79x103 0,9843 4,00 x103 

291/Ruibp-S 8,51x103 0,9658 4,01 x103 

310 Ruibp-Rac 2,58x104 0,9824 2,33 x103 

310/Ruibp-S 2,49x104 0,9961 2,58 x103 

316 Ruibp-Rac 3,19x104 0,8536 1,89 x103 

316/Ruibp-S 3,06x104 0,9136 1,92 x103 

Para o cálculo dos parâmetros termodinâmicos usou-se as equações 

(Tomando como referência os resultados na temperatura de 316K): 

𝑙𝑛
𝐾𝑎2

𝐾𝑎1
=

1

𝑅
(

1

𝑇1
−

1

𝑇2
) 𝛥𝐻                                    (Eq. 17) [17] 

𝛥𝐺 = −𝑅𝑇𝑙𝑛𝐾𝑎 = 𝛥𝐻 − 𝑇𝛥𝑆                               (Eq. 18) [68] 

Tabela 4 14 Parâmetros termodinâmicos da interação da interação CT-DNA-Composto 

 T 

(K) 

ΔH (J.mol-1) ΔS (J.mol-1.K-1) ΔG (J.mol-1) 

 

Ruibp-Rac 

291 3,94x104 1,05 x102 -2,20x104 

296 3,92x104 9,32 x101 -2,30x104 

310 2,91x104 1,08x101 -2,62x104 

316 - - -2,72x104 

 

Ruibp-S 

291 3,92x104 1,05x102 -2,19x104 

296 3,88x104 9,29x101 -2,30x104 

310 2,78x104 9,20 -2,61x104 

316 - - -2,71x104 

Dos resultados da tabela 4.14 se resume que ΔH>0, ΔS>0 e ΔG<0, o processo 

é endotérmico, espontâneo, e as interações predominantes são hidrofóbicas 
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nas condições testadas, o qual tem o mesmo perfil termodinâmico o Hoechst 

[45,71], mas não os valores. 

4.3.4. Incrementando a força iônica 

 

 

Figura 4 26 Gráficas de Ln(Kb) vs Ln [Na+], mudando a concentração de NaCl no 
meio, na titulação de Ruibp e CT-DNA.  Na temperatura 23ºC 

As constantes de ligação foram calculadas nas titulações em soluções tampão 

com diferentes concentrações de cloreto de sódio (40, 150, 250 µmol.L-1), se 

observaram as diferencias: 1. Aumento da turbidez nas soluções, 2. Houve a 

necessidade de aumentar a concentração de partida da adição de CT-DNA de 

10 a 20 µmol.L-1, pois acontecia a mesma precipitação que na figura 4.22.  

Na figura 4.26 pode-se observar um aumento na constante de ligação com o 

incremento da concentração de NaCl, no artigo de O’Brien et al. [66] 

encontraram o mesmo fenômeno em concentrações elevadas de sais, eles 

estudaram as interações entre a proteína de união ao TATA e o DNA, onde se 

explica que este fenômeno pode ser provocado por dois efeitos 1. Alto 

diferencial de desidratação na formação da interface do ligante-DNA. Onde 

propõe que ao aumentar a concentração do sal diminui a concentração efetiva 

de agua na fase bulk (solido estendido) e decresce a atividade da agua. A agua 

em contato de resíduos hidrófobos adoptam uma conformação ordenada. 

Dando como resultado que, nos sítios de ligação altamente hidrofóbicos do 

ligante livre ou DNA um grande número de moléculas de água serão restritos. 

No momento de formar a ligação se produz a liberação dessas aguas à fase 

bulk, com uma atividade de agua reduzida, isso, causa um aumento na 

entropia contribuindo favoravelmente para a energia livre do sistema[68,69].  
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Por outro lado, se sabe que o composto é lipofílico e precipita em meio aquoso. 

Nos resultados se observa que com o aumento na concentração de cloreto de 

sódio, incrementa a constante de interação, isso pode ser explicado pelo efeito 

de salting out, que se base em que com o incremento na forca iônica da 

solução aumentam as interações hidrofóbicas entre solutos não polares. 

Este teste foi feito como tentativa de analisar a natureza da ligação, pois em 

interações predominantemente eletrostáticos, o aumento de concentração de 

sais no meio leva a uma diminuição das forças eletrostáticas da ligação 

composto-DNA. Um efeito contrário se tem visto nas soluções testadas. 

 

4.3.5 Estudos de dicroismo na interação CT-DNA e compostos  

Dos resultados das curvas da figura 4.27, parece ser que produto da turbidez 

associada à solução se tem sinais parecidas ao ruído, porém, em um estudo 

sobre a interação DNA-Rodamina B, conhecido ligante por sulco menor, sinala 

a existência de pontos isoelipticos nos comprimentos de onda 256 e 287nm é 

característico em ligações por ligante ponte e de sulco menor[72], no caso de 

nossos compostos são encontrados em 253 e 291nm (Figura 4.27). 

 

Figura 4 27 Espectro de Dicroísmo circular do CT-DNA, c(CT-DNA): 80µmol.L-1, 
mudando as concentrações dos compostos a)Ruibp-Rac b)Ruibp-S, 0-100 µmol.L-1 

 Por outra parte, nos comprimentos de onda próximos a 221nm o composto 

absorbe fortemente, por ser onde o anel do ibuprofenato absorbe, as 

perturbações maiores aos limites do aparelho HT>800V[75], medida de 

saturação do multiplicador, e nas concentrações usadas as bandas são 
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realmente significativas, devido a isso, se fizeram as análises em cubetas de 

1mm de caminho ótico, onde se achou o decrescimento na banda de 

221nm(figura 4.28), banda atribuída a interação da ligação por pontes de 

hidrogênio entre os nucleotídeos, um decrescimento sinala uma alteração 

nesta região, típico de ligantes de sulco menor, mesmo perfil de 

comportamento da interação DNA-netropsina, de interação por sulcos menores 

[73,74]. 

 

 

Figura 4 28 Espectro de Dicroísmo circular da interação com CT-DNA, c(CT-DNA): 
1,2mmol.L-1, mudando as concentrações do Ruibp-Rac, 0-100 µmol.L-1 

 

4.3.6 Desnaturalização do CT-DNA 

Os resultados da figura 4.29, experimentos feitos em concentrações em 

relações baixas [Ru]/[DNA]máx. =0,1, mostram que as temperaturas de 

desnaturalização não mudam significativamente, em outras palavras, na 

presencia do composto o DNA não incrementa a capacidade de estabilizar a 

dupla hélice significativamente (nas interações intercalantes ao DNA, acontece 

o fenômeno contrário) [76].  

Dos resultados da figura 4.30, experimentos feitos em concentrações em 

relações altas [Ru]/[DNA]máx. =1, mostram que as temperaturas de 

desnaturalização mudam significativamente até 4%, em outras palavras, na 

presencia do composto o DNA aumenta a capacidade de estabilizar a dupla 

hélice significativamente [77]. O que apontam que nestas concentrações as 

interações mostram certo grau de intercalação. 
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Figura 4 29 Gráfica de desnaturalização do CT-DNA de 40-90ºC por absorção no UV-
Vis, c(CT-DNA): 120µmol.L-1, concentração dos compostos Ruibp, 10 µmol.L-1, 

soluções incubadas a 37ºC por 24h 

 

Figura 4 30 Gráfica de desnaturalização do CT-DNA de 50-90ºC por absorção no UV-
Vis, c(CT-DNA): 60µmol.L-1, concentração dos compostos Ruibp, 60 µmol.L-1, soluções 

incubadas a 37ºC por 24h 

 

4.3.7 Efeitos fluorescentes como produto da interação 

Como experimento adicional, se adicionou de NaCl, 10umol.L-1 na solução, 

depois de ter alcançado o máximo de emissão, se observou incrementos na 

fluorescência.  

Isto pode ser explicado, nas interações predominantemente eletrostáticas, 

quando todos os sítios de ligação do DNA ao complexo foram preenchidos ao 

adicionar sais iônicas o cátion do sal (Na+) toma o lugar do cátion do complexo 

e as bandas de fluorescência apresentam um comportamento decrescente, 

quer dizer, que com aumento da força iônica no médio a fluorescência da 

interação diminui, pois, os grupos fosfatos do DNA trocam o cátion do 

complexo pelos cátions de sódio. O comportamento oposto foi observado nos 
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resultados, daqui se pode inferir que aumentos na força iônica no meio 

incrementam a hidrofobicidade da interação[68].  

 

Figura 4 31 Espectro de fluorescência na interação Ruibp e CT-DNA, c(composto): 
2µmol.L-1, mudando as concentrações de CT-DNA, 0-80 µmol.L-1 

 

4.3.8 Estudos de competição com o CT-DNA 

Os estudos feitos seguindo o procedimento mostraram que a florescência não 

é diminuída nem aumentada em concentrações de 12µmol.L-1 e 14µmol.L-1, 

mudando as concentrações dos compostos de [Ru]/[DNA]=0-1,2, os resultados 

não são mostrados. 

Ensaios com o mesmo princípio se encontram na literatura, mas pela 

competição de Hoechst, e são achados com diferentes proporções de 

[Hoechst]/[DNA], estudos encontrados na literatura sobre a interação de 

Hoechst e DNA, mostram que ele tem múltiplos sítios de interação e o número 

de sítios depende da razão entre eles [Hoechst]/[DNA], onde se encontrou que 
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com um incremento na concentração diminui o número de bases por sitio 

diminui, e decresce a constante de ligação de associação [64].  

Nos resultados em razoes baixas de [Hoechst]/[DNA] não se acharam 

diferenças significativas na fluorescência. (Resultados não mostrados). 

Nos resultados em razoes altas de [Hoechst]/[DNA], observou-se o perfil 

mostrado na figura 4.32, a fluorescência, este fenômeno somado à florescência 

presentada pelo composto com CT-DNA, se pode interpretar que apresenta 

interação com o DNA mas não se pode quantificar quanto foi o deslocamento 

do composto em competição com o  Hoechst 33342. Os dois apresentam 

comprimentos de emissão e excitação máximos, muito próximos. 

 

Figura 4 32 Espectro de fluorescência na interação Ruibp e CT-DNA-Hoechst 33342, 
c(CT-DNA): 30µmol.L-1, c(Hoechst 33342): 10µmol.L-1, mudando as concentrações de 

composto, 0-14 µmolL-1 

4.4 ESTUDOS IN VITRO 

4.4.1 Viabilidade celular 

Os estudos foram feitos in vitro em células de gliobastoma humano na 

linhagem celular U87MG, nas concentrações de 50 a 200mol L-1, vendo 

inicialmente que nas concentrações de 50 e 75mol.L-1 o composto não 

apresentaria diferença relevante na atividade celular, se apresentam os 

resultados no intervalo de 100 a 200mol.L-1. Com o propósito de comparar a 

atividade dos compostos os estudos foram testados nas mesmas condições 

(mesmo dia, solvente e manipulador).  

Como se mostra na figura 4.33, a atividade do composto é dose-dependente, 

onde na maior concentração de 200mol L-1 ele apresenta maior atividade, e 

para todas as concentrações testadas do composto a concentração celular foi 

estatisticamente diferente em relação ao controle, e também o composto é 

mais efetivo quanto maior é o tempo de incubação, alcançando seu máximo em 

72h. Porém, não se observaram diferenças significativas no número de células, 
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o qual indica que a quiralidade dos ligantes não afeta na citotoxicidade nem 

nas propriedades de antiproliferação celular do composto. Na figura 4.33, se 

mostra que em ambos compostos o decrescimento celular é só observado em 

48 e 72h, período no qual se dá o incremento da concentração celular.  

A atividade antiproliferativa é mostrada na tabela 4.15, devido a que não 

decresce a porcentagem de células viáveis (número de células viáveis per 

células totais), em consequência, a droga não provoca morte celular mas tem 

atividade antiproliferativa. 

 

Figura 4 33 Concentração celular (célula/mL) x tempo (h) para RuIbp(Rac) e RuIbp(S) 
por ensaio de azul de tripano para U87MG. [* p < 0.05; ** p<0.01; *** p<0.001] 

Tabela 4 15 Viabilidade celular (%) para 200 µmol.L-1 RuIbp(Rac) e RuIbp(S) por 
ensaio de azul de tripano 

Viabilidade Celular (%) para 200 mol.L-1 

 24 h 48 h 72 h 

RuIbp(Rac) 93.1 ± 3.3 96.9 ± 1.2 96.3 ± 0.6 

RuIbp(S) 93.7 ± 2.9 96.6 ± 1.6 97.5 ± 0.8 
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4.4.2 Ensaio de migração celular 

Os efeitos sobre o processo de migração na linhagem de células U87MG em 

contato com os compostos foi investigado RuIbp(Rac) e RuIbp(S). Pois como já 

se explicou, os gliomas são tumores altamente invasivos, com características 

de alta progressão e recorrência da doença nos pacientes. De anteriores 

estudos se sabe que o composto racêmico inibe a migração celular (Tese 

Freitas 2017), e nesse teste foi feito com fins comparativos. Na figura 4.34, se 

mostra a capacidade das células de fechar a “ferida” depois de estar exposta 

aos compostos por 6 e 12h, onde se observa que as células tratadas com o 

composto RuIbp(S) migraram menos que no composto RuIbp(Rac). Além 

disso, se observa a presença de pontos escuros, o que significa que na célula 

ou na superfície externa dela acumula uma grande parte dos compostos, como 

resultado peculiar parece ser que os pontos escuros são mais notáveis nas 

células tratadas com o RuIbp(Rac) que com o RuIbp(S). A porcentagem da 

área que “fechou” é mostrada na figura 4.35 e os dados na tabela 4.16, onde 

os resultados indicam que as células tratadas com RuIbp(S) migraram em 

menos que aquelas tratadas com RuIbp(Rac), com diferenças estatisticamente 

significativas(figura 4.35) 

 

Figura 4 34 Imagens da Migração celular para U87MG para o controle, RuIbp(Rac) e 
RuIbp(S) nos tempos 0 e 12h. 
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Figura 4 35 Ensaio de migração celular para U87MG. Gráfica das percentagens da 

migração celular para o controle RuIbp(Rac) e RuIbp(S). [* p < 0.05 (em referência ao 
controle); ** p<0.01 (em referência ao controle); * p<0.05 (entre ambos compostos) ] 

Tabela 4 16 Migração celular (%) para 200 mol.L-1 RuIbp(Rac) and RuIbp(S) 

Migração Celular (%) para 200 mol.L-1  

 6h 12 h 

Controle 51,4 ± 16,1 87,2 ± 2,2 

RuIbp(Rac) 53,8 ± 17,7 80,4 ± 2,6 

RuIbp(S) 53,1 ± 7,1   68,3 ± 5,8 

 

Os ensaios mostraram que os dois compostos têm atividade anti-proliférica 

sem diferenças estatísticas significas, isso, significa que os mecanismos de 

interação dos compostos com as células não são enantioseletivos. Os quais 

podem ser por interações eletrostáticas ou hidrofóbicas.  

No entanto, na migração celular se achou diferenças significativas no tempo de 

migração de 12h, 80,4% a 68,3% (P<0,05), a diferença na migração, pode ser 

por mecanismos enantioseletivos que só estão envolvidos na interação entre 

as proteínas encarregadas da mobilidade celular com os compostos, como no 

caso do o,p′-diclorodifeniltricloroetano (DDT), pesticida organoclorado, que em 

células de câncer de mama MCF-7, mostrou propriedades de migração celular 

diferenciadas, explicadas pela indução de propriedades de adesão celular 

diferentes e porque um dos enantiômero promove maior invasão celular por ter 
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maior afinidade com um componente endógeno, promotor de crescimento de 

células cancerígenas de mama (He 2015) [80].  

 

 

5. CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

O objetivo principal do trabalho foi contribuir à linha de pesquisa de nosso 

grupo respeito ao desenvolvimento de conhecimentos relacionados com as 

interações com albumina de soro humano e o CT-DNA, para assim estudar 

possíveis mecanismos de ação, dos complexos de dirutênio com ligantes 

quirais ou racêmicos, derivados de FAINEs. 

O complexo precursor e os complexos análogos foram sintetizados de acordo 

às metodologias desenvolvidas do grupo. As análises de caracterização 

confirmaram o produto formado. Analises comparativos das medições 

termogravimétricas foram feitos para ambos compostos.  

Estudos termodinâmicos foram realizados para os compostos e a HSA, os 

quais indicaram que ambas interações são espontâneas ΔG<0 e endotérmicas 

ΔH>0, com ΔS>0, em resumo, apresentam contribuições principalmente 

hidrofóbicas. Fenômeno evidenciado também no analise das mudanças da 

estrutura secundarias da HSA em presença dos compostos. Os resultados 

mostraram que os dois complexos interagem com a albumina de soro com a 

mesma afinidade sem que fosse observado alguma enanteoseletividade.  

Os resultados das interações com CT-DNA sinalam que os compostos têm 

uma boa afinidade com o CT-DNA Kb>104 e dos resultados dos parâmetros 

termodinâmicos se sabe que as interações são principalmente hidrofóbicas, 

ambas interações são espontâneas ΔG<0 e endotérmicas ΔH>0, com ΔS>0, 

apresenta contribuições principalmente hidrofóbicas. As interações também 

foram analisadas no dicroísmo circular onde apresenta características de sulco 

menor, além disso analises de desnaturalização térmica mostram que só em 

altas razoes do composto/DNA ele apresenta características de intercalação ao 

CT-DNA. 
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 Foi observada a fluorescência na interação com o CT-DNA, fenômeno que é 

reconhecido em compostos mononucleares de Ru(II).  

Nos estudos de viabilidade celular não se achou atividade diferenciada entre os 

compostos. Porém, nos resultados dos estudos de migração celular se 

acharam diferencias significativas e isso pode ser devido a mecanismos 

enantioseletivos que só estão envolvidos na interação entre as proteínas 

encarregadas da mobilidade celular com os compostos. 
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