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RESUMO 

Complexos Do Tipo cis-[Ru(phen-L)2(apy)2]
2+ Com Interesse No Tratamento Do Mal 

De Alzheimer: Propriedades Físico-Químicas E Estudos De Inibição Da Acetil 

Colinaesterase 

 

No seguinte trabalho está relatado a síntese, caracterização e propriedades 

fotoquímicas e fotofísicas do complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+ em que 4apy = 4-

aminopiridina. Este complexo é termicamente estável em solução aquosa ou mesmo 

em solventes orgânicos, o espectro de absorção desta espécie é caracterizado por 

uma banda intensa em 450 nm, e uma banda de emissão bastante intensa em 640 

nm. Este complexo é susceptível a fotólise em solução, determinado por técnicas 

espectroscópicas (UV-Vis, Luminescência e 1H-RMN), em água, o processo de 

fotólise é caracterizado pela liberação do ligante 4apy seguido pela formação de três 

diferentes produtos, cis-[Ru(phen)2(4apy)(H2O)]2+, cis-[Ru(phen)2(H2O)2]
2+ e trans-

[Ru(phen)2(H2O)2]
2+, que também foram sintetizados e caracterizados por técnicas 

espectroscópicas e eletroquímicas (voltametria cíclica e de pulso diferencial), e o 

mecanismo de fotólise envolvido neste sistema foi estudado por meio de cálculos 

computacionais em nível de aproximação TD-DFT. Considerando a hipótese 

colinérgica envolvida no estudo para fármacos aplicados para o tratamento do mal 

de Alzheimer, foram efetuados estudos de inibição da enzima acetil colinaesterase 

AChE usando o método de Ellman e o método fluorimétrico. Em ambos os casos os 

resultados de inibição foram comparados com o inibidor padrão Tacrina (clorohidrato 

de 9-amino-1,2,3,4-tetrahidroacridina). Avaliou-se a citotoxicidade destes compostos 

frente as células do tipo 3T3 e NG97. A atividade inibitória obtida para o complexo 

cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+ foi de IC50= 1,38 µM, determinou-se que a inibição da 

enzima AChE por este complexo ocorre por um mecanismo reversível competitivo, e 

que a atividade citotóxica frente as células do tipo NG97 decai a medida que ocorre 

a substituição dos ligantes 4apy por ligantes aquo. Comprovou-se a atividade 

emissiva in situ do complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+ pelo experimento de 

microscopia confocal. Os resultados obtidos indicam que o fotosistema em estudo 

apresenta um grande potencial como um metalofármaco bastante versátil.     
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ABSTRACT 

Cis-[Ru(L-phen)2(apy)2]
2+ Complexes, With Interest In The Treatment Of Alzheimer‟s 

Disease: Physicochemical Properties And Acetylcholinesterase Enzyme Inhibition. 

 

The photochemical and photophysical properties of the cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+ 

complex where 4apy= 4-aminopyridine are reported. In this work the complexes are 

thermically stable throughout the course of many hours in non-aqueous and aqueous 

solution and highly colored (red solution in the most of solvents). The absorption is 

characterized by two broad shoulders and an intense emission is found at 640 nm. 

Upon photolysis in aqueous solution, accompanied by spectroscopic techniques (UV-

vis, luminescence, 1H NMR, HPLC) cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+ complex loses the 4apy 

ligand to give the aquo complexes: cis-[Ru(phen)2(4apy)(H2O)]2+, cis-

[Ru(phen)2(H2O)2]
2+ and  trans-[Ru(phen)2(H2O)2]

2+. The aquo complexes have been 

synthesized and characterized using 1H NMR, FTIR and UV-vis spectroscopy. The 

photochemical mechanism is confirmed by TD-DFT calculations. Considering the role 

of acetylcholinesterase inhibitors in the Alzheimer disease treatments, the prepared 

complexes were tested for AChE inhibition using the Ellman and fluorimetric 

methods. In these studies Tacrine (hydrochloride-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-amine) 

was used for comparison purposes. The complexes were also evaluated for their 

toxicity towards to 3T3 and NG97 cells. The cis-complex binds with micromolar 

affinity to AChE and display an IC50 of 1.38. The cis-complex is a reversible 

competitive inhibitor while Tacrine gives mixed and uncompetitive inhibition with 

acetylcholine as the substrate. Citotoxicity studies showed that the cis complex 

presents a higher citoxicity against NG97 cells (IC50= 39.84 µmol.mL-1) and a lower 

citotoxicity toward 3T3 cell. We evaluated the in situ emissive activity of the complex 

cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+ through confocal microscopy, obtaining the expected 

contrast as well as the emissive loss resulting from the photolysis process. Overall, 

these results are of particular interest for designing intelligent metallodrugs based on 

photochemical and photophysical processes and offer  promising potentials for the 

treatment of Alzheimer diseases. 
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1.INTRODUÇÃO 
  

 

 O Mal de Alzheimer é uma doença neurodegenerativa que atinge cerca 

de 1 milhão e meio de brasileiros, e afeta uma em cada vinte pessoas acima de 65 

anos, segundo estimativa da ABRAZ1 – (Associação Brasileira de Alzheimer). A 

evolução temporal do Mal de Alzheimer (MA) preocupa cada vez mais a comunidade 

científica. Atualmente o MA gera um custo total de 172 bilhões de dólares com 

pesquisa, gastos previdenciários e investimento em infraestrutura. Para o ano de 

2025, esse montante pode ultrapassar o valor de 307 bilhões de dólares e chegar a 

1,078 trilhões de dólares em 20502,3. 

 Por se tratar de uma doença neurodegenerativa, propor uma cura para 

o MA envolve um processo extremamente complexo uma vez que não é conhecido o 

mecanismo de iniciação, mas apenas os processos fisiológicos e sintomáticos em 

estágio de andamento da doença, o que torna factível apenas o desenvolvimento de 

fármacos e terapias que possam retardar a progressão do MA. Com base em 

diferentes hipóteses, hoje existe uma série de fármacos comerciais e em fase clínica 

de testes que tem mostrado respostas satisfatórias na qualidade de vida de 

portadores da MA, dentre essas hipóteses, tem-se a hipótese colinérgica que 

envolve estratégias de compensação do neurotransmissor Acetil Colina (ACh)4,5, 

inibição das enzimas Acetil Colinaesterase (AChE)6,7,8,9 e Butil Colinaesterase 

(BChE)7,9,10,11, hipótese da agregação do peptídeo Beta Amilóide12,13,14,15, e hipótese 

da proteína Tau16. 

 De todas as hipóteses anteriormente citadas, a hipótese colinérgica 

possui a maior aplicabilidade comercial7,9,10,15, e grande volume de pesquisa e 

investimento. Essa hipótese está baseada no déficit do neurotransmissor ACh 

observado em pacientes portadores do MA17,18,19, este déficit ainda de natureza 

desconhecida pode ser atribuído tanto a deficiência na atividade da enzima Acetil 

Colinasintase (AChS), envolvida na síntese da ACh, ou mesmo, na ação 

descontrolada das enzimas AChE, BChE presentes na fase de degradação do ACh 

após sua atuação nos canais de K+20,21,22,23. 

 Devido à dificuldade em modelar fármacos para atuar como cofatores, 

a melhor estratégia para desenvolvimento de drogas para o MA, segundo a hipótese 

colinérgica, é elaborar compostos que possam manter a concentração média 

temporária do neurotransmissor ACh. Comercialmente, boa parte dos fármacos é 
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dedicada a atuar como inibidores da enzima AChE, dentre esses estão a 

Tacrina23,24, Fisostigmina25, Galantamina26, Rivastigmina27, sendo que só os dois 

primeiros já foram retirados do mercado em muitos países, devido ao baixo tempo 

de vida útil22,23,25, e a alta taxa de pacientes com efeitos colaterais, reforçando assim 

a necessidade da busca por novos fármacos mais eficazes e menos danosas. Uma 

classe de compostos que tem despertado bastante interesse, devido a boa resposta 

em testes clínicos, são as aminopiridinas28,29,30. Em especial a 4-aminopiridina (4apy) 

que já se encontra em fase clínica 328,31,32,33. A 4apy atua como bloqueadora dos 

canais de potássio presentes nas células neurais do sistema nervoso central 

(SNC)34,35,36,37, aumentando assim a concentração de ACh livre na região pré-

sináptica. 

O interesse nas propriedades bioquímicas e reatividade no sistema 

neurológico da 4-aminopiridina esta descrito na literatura desde a década de 80.  Por 

exemplo, vários trabalhos sugerem que muitas desordens neurológicas ocorrem 

devido a mutações na seqüência dos canais de íon K+ bem como a disfunções 

nesse canal29,30. Por exemplo, várias lesões na medula espinhal resultam da 

compressão ou contusão do nervo espinhal, deixando partes variáveis do nervo 

intactas após a lesão. Estas contusões podem levar a destruição da bainha de 

mielina, expondo os canais de K+ paranodais. 

Em 1981, BOSTOCK e colaboradores33 demonstraram que a condução 

poderia ser restaurada usando 4-aminopiridina. Nesta época, a 4apy já estava em 

uso clínico para a terapia da síndrome miastênica de Lambert-Eatone conhecido 

como botulismo. A demonstração experimental que a 4apy poderia restaurar a 

condução dos nervos lesados levou a uma série de testes clínicos em pacientes com 

esclerose múltipla34, lesões graves na medula espinhal35, epilepsia34,36 e Mal de 

Alzheimer34. Melhoras comportamentais atribuídas ao tratamento com a 4apy 

incluem: controle motor e sensorial voluntário, continência, controle respiratório com 

decréscimos da espasticidade e dor idiopática.  

A maioria das aplicações clínicas da 4apy utiliza liberação intravenosa 

ou oral em cápsulas de gelatina contendo este ligante puro ou misturado com 

lactose ou celulose.  Esse método leva ao deslocamento imediato do fármaco com 

picos curtos de tempo/concentração do principio ativo no soro fisiológico (2-3 horas).  

Dessa forma, apesar das melhoras comportamentais expressivas detectadas em 

vários pacientes, em muitos casos a dose máxima permitida não tóxica é insuficiente 
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para produzir o máximo recobrimento benéfico29. Esta estreita janela terapêutica faz 

com que sua administração seja efetuada sob rigoroso controle clínico29. 

 O maior inconveniente encontrado na família das aminopiridinas é o 

baixo tempo de permanência no organismo, exigindo a administração de altas doses 

dessa molécula acarretando em uma série de efeitos colaterais. Uma solução já 

usada a bastante tempo para moléculas com baixo tempo de atividade é utilizar 

moléculas ou matrizes carreadoras38,39,40,41, esses sistemas mantêm o fármaco por 

mais tempo e pode, por consequência, melhorar a ação local. Uma solução para 

entrega de fármacos que vem mostrando bastante aplicabilidade é a coordenação 

do principio ativo a complexos de metais de transição42,43,44,45,46, formando 

compostos de labilidade controlada. 

 O uso de compostos sensíveis à luz para a análise de processos 

neurológicos vem sendo reportado desde a década de 7047,48. Para que um 

composto luminescente possa atuar como um sensor biológico é necessário que ele 

se ligue seletivamente e reversivelmente à substância de interesse resultando na 

alteração da sua luminescência. A luminescência do sensor deve ser intensa e 

acima de 350 nm para facilitar o uso de lentes microscópicas e evitar danos à célula 

devido a luz ultravioleta.  Em particular, emissão acima de 500 nm previne a 

interferência por autofluorescência das espécies nativas nas células.  

A sensibilidade das propriedades luminescentes dos complexos 

polipiridínicos de Ru(II) frente a parâmetros tais como pH, liberação ou alterações 

nos ligantes coordenados, caráter hidrofílico/hidrofóbico ou eletrônico, combinada 

com as funções neurológicas da apy, reforçam esta proposta de trabalho49,50,51.  Em 

geral, os estados excitados de TCML (d*)  dos complexos de Ru(II) são 

sensíveis em relação aos ligantes coordenados, pH, temperatura e presença de 

eletrólitos, enquanto as energias dos estados excitados MC (dd) não são alteradas 

pelo meio. Portanto, neste trabalho buscou-se obter complexos que apresentem os 

estados excitados com características dissociativas MC e os estados excitados 

luminescentes com características de TCML próximos em energia, de forma a 

promover a liberação da apy e mapear as interações da apy pelas alterações na 

luminescência. 

Cabe salientar que vários trabalhos na literatura descrevem as 

propriedades farmacológicas dos complexos de Ru(II) e a baixa toxicidade dos 

mesmos em meio biológico52,53. Os benefícios de explorar complexos de rutênio 
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como carregadores de fármacos incluem: a simplicidade de sínteses, velocidades de 

trocas de ligantes comparáveis às observadas para os complexos de Pt(II) e que 

podem ser sintonizadas por coordenações de ligantes ancilares adequados, 

geometrias octaedrais e estados de oxidação +2 e +3 acessíveis sob condições 

fisiológicas. Os fármacos baseados em Ru(II) são menos tóxicos que aqueles 

baseados na Pt(II)39. Em parte, estas características estão relacionadas à interação 

dos complexos de Ru(II) com as proteínas do soro particularmente albumina e 

transferrina (proteínas em maior porcentagem no soro fisiológico). De acordo com 

estudos farmacológicos, a distribuição, metabolismo e eficiência de muitos fármacos 

podem ser alteradas pela afinidade com essas proteínas53. Esse fato combinado 

com a geometria octaédrica dos compostos de Ru(II) favorecem o transporte dos 

compostos no plasma e a passagem para o interior da célula via endocitose, usando 

transferrina como receptor.  

A espectroscopia de fluorescência é a técnica ideal para observar 

alterações conformacionais em proteínas e em compostos luminescentes, uma vez 

que permite a determinação de baixas concentrações de substâncias sob condições 

fisiológicas por meio de medidas não-invasivas 54,55. Em adição, o uso de fluoróforos 

intrínsecos para essas investigações evita complicações pela adição de corantes 

externos os quais podem interferir nos resultados.  

 Com base no sistema microcontrolado e seletivo para entrega de 

fármacos, nosso grupo de pesquisa iniciou estudos para desenvolver uma forma de 

terapia de ações múltiplas almejando a entrega seletiva e controlada de moléculas 

bioativas e diagnóstico. Nosso laboratório vem trabalhando no desenvolvimento de 

compostos de metais de transição luminescentes para uso terapêutico, buscando 

fármacos menos tóxicos e mais seletivos.  

Nossos estudos iniciaram-se com a obtenção do complexo cis-

[Ru(phen)2(4apy)2]
2+, em que (phen = 1,10-fenantrolina). Este complexo é estável 

termicamente tanto no estado sólido como em solução aquosa (pH 2-10) e em meio 

orgânico. É altamente colorido (solução vermelho alaranjado) e quando excitado 

com luz visível apresenta emissão intensa a 660 nm. Estas propriedades tornam 

este complexo interessante para atuar no sistema fisiológico. 

Os estudos das propriedades fotoquímicas e fotofísicas do complexo 

cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+, em meio aquoso e a diferentes pH‟s, frente a liberação da 

4apy, vem sendo realizados em nosso laboratório. Por exemplo, os experimentos de 
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fotólise contínua, com luz de 420 nm, do complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+, em 

acetonitrila, levam a um consumo continuo do máximo de absorção a 490 nm com 

um deslocamento da absorção para 440 nm (Figura 1b, eq. 1) e na sequência para 

420 nm (Figura 1c, eq. 2) sendo que o produto final apresentou absortividade molar 

muito menor que o complexo precursor coerente com a formação de um produto 

final como sendo cis-[Ru(phen)2(CH3CN)2]
2+ (max = 420 nm; max = 8700 mol-1.L cm-1) 

de acordo com as eqs 1 e 2.  

 

cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+ + CH3CN  cis-[Ru(phen)2(4apy)(CH3CN)]2+  + 4apy   (1) 

cis-[Ru(phen)2(4apy)(CH3CN)]2++ CH3CN  cis-[Ru(phen)2(CH3CN)2]
2+ + 4apy (2) 

 

Os valores de rendimento quântico para liberação fotoquímica do 

ligante 4apy (Фsubs) calculados com base nas alterações nos espectros de absorção 

eletrônica durante a fotólise foram iguais a 0,23 e 0,012 para a primeira (eq. 1) e 

segunda (eq. 2) fotolabilização da 4apy. 

Quando a fotólise a 420 nm é acompanhada por espectroscopia de 

luminescência observou-se um consumo contínuo do máximo de emissão a 660 nm 

(Figura 1b).  As mudanças espectrais UV-vis desta mesma solução também foram 

avaliadas. O gráfico obtido das alterações no máximo de emissão versus máximo de 

absorção foram lineares, indicando um consumo quantitativo da 4apy com a emissão 

(Figura 1b). Estes dados são relevantes uma vez que indicam a viabilidade do 

complexo atuar como diagnóstico para a liberaçã seletiva e controlada da 4apy56. 
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Figura 1 Fotólise do complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+ em acetonitrila, irradiado em 420 nm; 

(a) mudança no espectro de absorção (destaque para o decaimento temporal da 
absorbância medido em 480 nm); (b) mudança no espectro de absorção referente a primeira 
parte da equação 1; (c) mudança no espectro de absorção (2a parte da equação 2); (d) 
mudança no espectro de emissão (destaque ao gráfico do máximo de absorção contra o 
máximo de emissão medidos durante a fotólise do complexo, R2=0,997). 

 

A liberação fotoquímica de duas moléculas de 4apy da esfera de 

coordenação do centro metálico de Ru(II) sugerem que a substituição fotoquímica da 

4apy ocorre pela população dos estados excitados dissociativos centrados no metal 

ou de um conjunto de estados excitados com energias muito próximas  ou que 

apresentam uma barreira de ativação para dissociação bastante baixa. Um 

candidato provável são os estados excitados centrados no metal (CM) ou a 

população simultânea dos estados excitados (CM/TCML). Cabe salientar que a 4apy 

é um ligante de campo relativamente fraco (pKa ~9,4), portanto, espera-se que esta 

molécula seja bastante lábil em complexos que apresentam estados excitados 

centrados no metal de baixa energia, como é o caso de complexos polipiridinicos de 

Ru(II)56.  
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Para avaliarmos o mecanismo da reação fotoquímica, neste projeto 

pretendemos realizar cálculos computacionais usando a aproximação do método 

DFT e o método Multiconfiguracional TD-DFT, para os estados excitados singleto e 

tripleto dos complexos cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+ e cis-[Ru(phen)2(4apy)(CH3CN)]2+. 

Os resultados obtidos são mostrados detalhadamente neste trabalho. 

Os experimentos de fotólise contínua realizados em meio aquoso não 

levaram a alterações significativas nos espectros de absorção eletrônica uma vez 

que os possíveis produto da fotólise em solução aquosa, os aquocomplexos de 

Ru(II), cis-[Ru(phen)2(4apy)(H2o)]2+ , cis-[Ru(phen)2(H2o)2]
2+ e   trans-

[Ru(phen)2(H2o)2]
2+,     apresentam absorções intensas na mesma região do 

complexo de partida. Este fato dificultou a análise da reatividade fotoquímica destes 

complexos em solução aquosa pela técnica de espectroscopia UV-vis. Para 

avaliarmos o comportamento fotoquímico do complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+ em 

solução aquosa acompanhamos a reação fotoquímica pela técnica de 

luminescência. A Figura 2 mostra os experimentos fotoquímicos do complexo cis-

[Ru(phen)2(4apy)2]
2+  em solução aquosa (Tris/HCl, pH 7.4), em água pura e na 

presença da proteína do soro, soroalbumina acompanhadas por medidas de 

luminescência42. Os resultados obtidos foram similares: o máximo de emissão do 

complexo é continuamente consumido até a formação do fotoproduto, 

aquocomplexo,  que não apresenta luminescência. É interessante notar que a 

mudança de solvente CH3CN para água e as condições do meio: solução 

tamponada ou a presença de albumina não alteraram as propriedades fotoquímicas 

do complexo. Estes dados são relevantes para a possível aplicação deste complexo 

em meio fisiológico e viabilizam a liberação seletiva e controlada da 4apy no meio 

fisiológico57. 

A soroalbumina é a proteína em maior concentração no plasma 

apresentando várias funções fisiológicas e farmacológicas; sendo responsável pelo 

transporte e disposição de ligantes endógenos e exógenos presentes no sangue. 

Esse é um dos motivos pelos quais a indústria farmacêutica tem desenvolvido e 

estabelecido protocolos para os estudos envolvendo a interação dessa proteína com 

as drogas em desenvolvimento já na primeira etapa de desenvolvimento de drogas. 
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Figura 2 Espectro de emissão da fotólise do complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+, em tampão 

Trisma\HCl 0,1M pH=7,4, Exc= 450 nm, contendo 1% de BSA (soroalbumina bovina 
)irradiado em reator fotoquímico de 420 nm. 

  

Para confirmarmos os produtos da fotólise em meio aquoso, neste 

trabalho foram preparados e caracterizados os complexos cis-

[Ru(phen)2(4Apy)(H2O)]2+ , cis-[Ru(phen)2(H2O)2]
2+ e   trans-[Ru(phen)2(H2O)2]

2+ em 

meio aquoso e investigar o comportamento térmico, espectroscópico, eletroquímico 

e fotoquímico destes complexos. O complexo trans-[Ru(phen)2(H2O)2]
2+ esta 

presente no sistema fotoquímico em estudo, devido a reação fotoinduzida de 

isomerização do produto de fotólise em meio aquoso cis-[Ru(phen)2(H2O)2]
2+ com 

comprimento de onda de excitação muito semelhante (fotólise 450 nm e 

fotoisomerização 420 nm), porém o complexo de geometria trans de baixa 

estabilidade, meio aquoso e solvente orgânico, retorma via reação térmica ao 

isômero cis (cerca de 2 horas em CH3CN, N,N‟-DMF e aproximadamente 8 horas em 

água), esse processo de fotosimereziação esta descrito na Figura 3.a com o 
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voltamograma cíclico em acetonitrila e em 3.b espectro de absorção na região do 

UV-Vis. 

  

Figura 3.a Voltamograma cíclico do processo de isomerização do complexo trans-

[Ru(phen)2(H2O)2]
2+ em cis-[Ru(phen)2(H2O)2]

2+(0,1 M de TBAPF6, CH3CN) e 3.b Espectro de 

absorção na região do UV-Vis referênte ao mesmo processo de isomerização. 

 

O processo de fotólise envolvido neste sistema em estudo é de 

fundamental importância, uma vez que, responde pelo processo de entrega das 

aminopiridinas e por este motivo, com o intuito de compreender a natureaza dese 

processo, utilizou-se do grande potencial dos cálculos computacionais para elucidar 

o mecanismo da reação fotoquímica a partir dos cálculos de OM (orbitais 

moleculares) dos estados excitados triplete e singleto para o complexo cis-

[Ru(phen)2(4apy)2)]
2+.  

Outro aspecto fundamental da química da 4apy está relacionado à 

atividade inibidora dos canais de íon potássio: KV, KNa+ e KATP que vem sendo 

demonstrada ser intermediada por suas ligações aos poros dos canais abertos. 

Apesar destas investigações, muitas questões ainda necessitam ser esclarecidas. 

Por exemplo, pouco se sabe sobre os sítios de interação e os mecanismos de ação 

da 4apy  no sistema nervoso central. Essa é uma questão essencial uma vez que ela 

pode contribuir na elucidação das funções neurológicas da 4apy, na sua aplicação 

como fármaco e no mapeamento de várias doenças neurodegenerativas.  

Considerando a hipótese colinérgica, como um possível mecanismo de 

ação da 4apy no sistema nervoso central e em particular, para o tratamento da MA, 

neste trabalho avaliamos os experimentalmente pelo método espectrofotométrico de 
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ELLMAN58, e pelo método de fluorescência desenvolvido por GUILBALT & 

KRAMER59, a atividade inibidora-enzimática do complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+ e 

dos produtos da reação fotoquímica em meio aquoso cis-[Ru(phen)2(4apy)(H2O)]2+ , 

cis-[Ru(phen)2(H2O)2]
2+ e   trans-[Ru(phen)2(H2O)2]

2+ bem como da apy livre. Esses 

estudos serão estendidos para a substância tacrina (9-amino-1,2,3,4-

tetrahidroacrinidina) que é o princípio ativo do fármaco comercial Tacrinal®. 

Os resultados experimentais serão corroborados por cálculos 

computacionais de dinâmica (mecânica molecular) e cálculos quânticos DFT 

(método ONIOM), avaliando a interação da acetil colinaesterase com o complexos 

cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+ e com os produtos da reação fotoquímica em meio aquoso 

cis-[Ru(phen)2(4apy)(H2O)]2+ , cis-[Ru(phen)2(H2O)2]
2+ e   trans-[Ru(phen)2(H2O)2]

2+ 

procurando determinar o sitio de interação complexo/enzima. 

A fim de avaliar as propriedades como protótipo a sonda luminescênte 

foram efetuados estudos de emissão in situ do complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+, 

utilizando a técnica de microscopia confocal, em que o sistema foi previamente 

incubado em células cancerosas de colo de útero, além disso, o sistema foi 

fotolisado utilizando como fonte de excitação o LASER do próprio equipamento, 

sendo irradiado de maneira contínua e sequênciada.   

Espera-se que os estudos propostos neste trabalho permitam o 

acompanhamento da interação/liberação composto/enzima e a análise da dosagem 

do fármaco, bem como uma avaliação da cinética e mecanismo de reação da apy no 

meio fisiológico e nos sítios alvos na enzima acetil colinaesterase. Estes estudos são 

relevantes para a avaliação das funções neurológicas da apy. 
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OBJETIVOS GERAIS 
 

 

 Sintetizar, caracterizar e avaliar as atividades biológicas de interesse 

do complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+ assim como os produtos de fotólise em meio 

aquoso. 

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
 

 

 Preparar e caracterizar o complexo  de Ru(II), cis-[Ru(phen)2(apy)2]
2+, onde phen 

= 1,10‟-fenantrolina-) e apy = 4-aminopiridina e os possíveis produtos da reação 

fotoquímica:  cis-[Ru(phen)2(apy)(H2O)]2+, cis-[Ru(phen)2(H2O)2]
2+, trans-

[Ru(phen)2(H2O)2]
2+. 

 Estudar as propriedades térmicas destes compostos em diferentes meios 

(solvente e pH). 

 Estudar a atividade terapêutica desses compostos da apy livre e da substância 

Tacrina quanto a atividade inibidora-enzimática da enzima acetil colinaesterase .  

 Estudar a citotoxicidade desses compostos cis-[Ru(phen)2(4apy)(H2O)]2+, cis-

[Ru(phen)2(H2O)2]
2+, da 4apy livre e da substância tacrina frente a células 3T3 

(tecido adiposo) e NG97 (células do sistema nervoso central). 

 Realizar cálculos computacionais de orbital molecular, população orbital e 

espectros de absorção eletrônicos para o complexo cis-[Ru(phen)2(apy)2]
2+, nos 

estados excitados triplete para elucidarmos o mecanismo da reação fotoquímica 

e as propriedades luminescentes deste complexo. 

 Realizar os estudos das propriedades emissivas in situ do complexo cis-

[Ru(phen)2(apy)2]
2+ atravéz dos experimentos de microscopia confocal. 
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2.PARTE EXPERIMENTAL 
 

2.1.Materiais e Equipamentos  

        

- Reagentes: RuCl3.3H2O, 1,10-fenantrolina (phen), 4-aminopiridina 

(4apy), hexafluorfosfato de amônio (NH4PF6), hexafluorfosfato de hidrogênio (HPF6) 

60% (v/v), cloreto de tetrabutilamônio (sol. de terc-butanol 86%) utilizados nas 

sínteses dos complexos, todos de procedência Sigma-Aldrich, sem tratamento 

prévio, mantidos sobre atmosfera de nitrogênio (99,999% de pureza) com exceção 

do HPF6. cloreto de lítio (LiCl), dimetil-formamida (N,N‟-DMF), ambos de procedência 

Synth (para síntese) e Tedia teor HPLC (medidas eletroquímicas e 

espectroscópicas). Também foram utilizados nas etapas de síntese sem qualquer 

tratamento. NaCO3 J. T. Baker utilizado em precursor de síntese, foi mantido 48 

horas em estufa a 900. Os demais solventes de síntese; acetona (CH3COCH3) e 

etanol (CH3CH2OH) (Chemis) foram tratados com CaCl2 e previamente destilados. 

Para as medidas eletroquímicas, foi utilizado hefluorfosfato de 

tetrabutilamônio ((But)4NPF6) > 99,9% de pureza) (Aldrich) como eletrólito, mantido 

em atmosfera inerte e previamente recristalizado em metanol (Tedia) teor HPLC. 

Todos os solventes utilizados, acetonitrila (CH3CN) e diclorometano (CH2Cl2) (Tedia) 

grau HPLC, não passaram por processos de purificação. Para medidas em meio 

aquoso, utilizou-se água deionizada Milli-Q/Milli-Pore adquirida nas dependências do 

departamento de química DQ/UFSCar e, neste caso, o eletrólito utilizado foi KCl 

(Synth) mantido 48 horas em estufa à 900. 

Para medidas de absorção na região do UV-Vis, foram utilizados os 

mesmo solventes citados anteriormente: acetonitrila, água e diclorometano. Os 

espectros de absorção no infravermelho foram todos obtidos em pastilhas de KBr 

(Spectrum) mantidos em estufa 700. Nas medidas de RMN de hidrogênio (1H-RMN), 

foram usados os solventes deuterados acetonitrila, diclorometano e água deuterada 

(D2O) (Cambrideg Isotopes Laboratory). 

Nos experimentos de inibição da enzima AChE, utilizou-se enzima 

acetil colinaesterase (AChE) liofilizada, substrato iodeto de acetiltiocolina (AchI) e 

acetato de indoxila (AcOI), reagente de Ellman ácido 5,5‟-ditiobis(2-nitrobenzóico) 

(DTNB), ambos de pureza HPLC e procedência Aldrich, peptídeo soro albumina 
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bovina (BSA) de procedência INLAB. Como padrão de inibição utilizou-se o princípio 

ativo hidrocloreto de 9-amino-1,2,3,4-tetrahidroacrinidina 99% de pureza, conhecido 

comercialmente como Tacrina®. Para a preparação das soluções tampões, utilizou-

se o tampão comercial Trizma® Sigma, MgCl2.6H2O e NaCl de procedência J. T. 

Baker, mantidos em estufa por 12 horas, KH2PO4 (dihidrogeno fosfato de potássio) 

Chemis, e hidróxido de sódio Synth, para a solução tampão fosfato monobásico e 

por fim solvente Dioxana Sigma-Aldrich 99,8%. 

 - Comportamento Eletroquímico: Todas as medidas eletroquímicas 

(Voltametria cíclica e de pulso), foram feitas utilizando um potenciostato/galvanostato 

µAUTOLAB modelo Type III, com célula eletroquímica de 5 mL e eletrodos, de 

referência de Ag/AgCl saturado em solução de KCl, trabalho de Pt com diâmetro de 

2 mm, e eletrodo auxiliar de 0,5 cm de Pt. 

 - Espectroscopia UV-Vis: Utilizou-se o espectrofotômetro Agilent 

modelo 8453, com cubetas de quartzo Hëllman de cano longo e 1cm de caminho 

ótico, para medidas de caracterização, e cubetas de plástico para medidas de 

inibição enzimática. Em experimentos de fotólise contínua, utilizou-se também 

reatores fotoquímicos UNITEC-LAB de 420 nm de 8 lâmpadas. 

 - Espectroscopia IR: Foram conduzidas em um espectrometro de 

infravermelho BOMEM Michael-102 com transformada de Fourier, em celas de 

suporte para pastilha de KBr. 

 - 1H-RMN: Medidas de ressonância magnética nuclear foram 

executadas em um RMN BRUKER DRX-400MHz e ARX-200MHz, disponível no 

laboratório de ressonância magnética nuclear nas dependências do departamento 

de química DQ/UFSCar. 

 - Espectroscopia de Luminescência: Os estudos de luminescência 

conduzidos neste projeto foram feitos em um espectrofluorofotômetro Shimadzu RF-

5301 pc de banho termostatizado. Foram utilizados cubetas de quartzo de quatro 

faces Hëllmam, com 1 cm de caminho ótico. 

 - Cálculos Computacionais: Todos os cálculos computacionais até o 

momento desenvolvidos foram executados em dois computadores com 2 Gb de 

memória RAM, e processador Pentium Dual-Core E5200 2.50 GHz em plataforma 

Linux Fedora, utilizando o software Gaussian 0360. O visualizador molecular utilizado 

foi o Gabedit 2.2.0.61 para melhor elucidação dos resultados e superfícies de 

contorno. Para os estudos de dinâmica molecular, foram utilizados computadores 
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com processador Pentium Quad-Core Q8200 2.33 GHz, memória RAM de 4 Gb, 

alocados no laboratório do QTEA/UEG Anápolis – GO. 

- Estudos de Citotoxicidade: as culturas de células 3T3 e NG97 

foram preparadas em placas de petri e previamente encubadas em atmosfera de 

CO2 com temperatura constante de 370 C, por 72 horas, para a posterior adição da 

solução tampão pH= 7,4 dos complexos cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+, cis-

[Ru(phen)2(H2O)2]
2+, cis-[Ru(phen)2(4apy)(H2O)]2+ e o ligante 4-aminopiridina, 

deixadas por mais 48 horas. Utilizou-se o método do violeta cristal para a leitura 

epectrofotômetrica dos ensaios, utilizou-se a leitora de placas ASYS UVM 340. 

Todas as medidas foram feitas em triplicata utilizando placas contendo 96 poços. 

- Estudos de Microscopia Confocal: preparou-se uma solução 0,5 

mM do complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+ em meio de cultura livre de corante 

contendo 1% de DMSO, o sistema junto com a cultura de células (células 

cancerosas de colo do útero) foi previamente mantido em uma incubadora de CO2 

por 3 horas. As medidas foram feitas em um microscópio confocal Zeiss modelo: 

LSM 510 Meta com LASER de excitação de Ar (477 nm) do instituto de química 

IQUSP-SP, com a colaboração da Dr. Christiane Pavani. 

 

2.2.Procedimento Experimental 

2.2.1.Síntese do cis-[Ru(phen)2Cl2].2H2O 

 Em um balão de 25 mL, foram adicionados 15 mL de N,N´-DMF 

(dimetil-formamida) mantidos sobre aquecimento brando em atmosfera de N2 e 

refluxo por 15 minutos. Em seguida, adicionou-se 200 mg de RuCl3.3H2O, seguidos 

pela adição de 220 mg de 1,10-fenantrolina, e 240 mg de LiCl (cloreto de lítio 

anidro). O sistema foi mantido sobre refluxo por 8 horas em atmosfera inerte. Ao 

término da reação foram adicionados 250 mL de acetona previamente destilada e o 

sistema foi mantido por 12 horas em 00C até a precipitação do complexo. Essa 

síntese foi adaptada de SULLIVAN et al. 197862.  

O precipitado foi filtrado sob pressão reduzida em um funil de vidro 

sinterizado e lavado várias vezes com água, etanol e éter. A massa de complexo 

final obtida foi de 150 mg, e o rendimento da síntese foi de 35% (Complexo 1). 

Nomenclatura Oficial:  

cis-diclorobis(1,10-fenantrolina)rutênio(II) 
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2.2.2.Síntese do [Ru(phen)2CO3].2H2O 

 O seguinte método foi baseado na síntese adaptada de JOHNSON et 

al. 197763. Adicionou-se 140 mg do complexo cis-[Ru(phen)2Cl2].2H2O em 10 mL de 

água previamente aquecida e desairada sobre atmosfera de N2. O sistema foi 

aquecido e mantido em refluxo por 15 minutos. Em seguida, adicionou-se 428 mg de 

Na2CO3 (carbonato de sódio anidro) e a reação foi mantida nas mesmas condições 

por mais 2 horas. Obteve-se uma solução avermelhada com um precipitado vinho 

que foi filtrado sob pressão reduzida em um funil de vidro sinterizado. O sólido foi 

lavado 3 vezes com água gelada. A massa final do complexo obtida foi de 128 mg e 

o rendimento da síntese foi de 94% (Complexo 2). 

Nomenclatura Oficial:  

carbonatobis(1,10-fenantrolina)rutênio(II)  

 

 

2.2.3.Síntese do cis-[Ru(phen)2(OH2)2](PF6)2 

 A síntese do seguinte complexo foi baseada no método modificado de 

BONNESON et al. 198364. Foram adicionados 120 mg do complexo cis-

[Ru(phen)2(CO3)].2H2O em 3 mL de água e 5 mL de uma solução de HPF6 30%. O 

sistema foi aquecido durante 5 minutos em um balão de reação de 25 mL. A solução 

foi filtrada e o sólido foi lavado várias vezes com água. O filtrado e a água de 

lavagem foram misturados e tiveram seus volumes reduzidos em um evaporador 

rotativo. A mistura foi novamente precipitada e o sólido obtido foi dissolvido em 3 mL 

de água fervente. Em seguida, adicionou-se 0,5 mL de HPF6 60% e o precipitado foi 

filtrado em um sistema a baixa pressão. Obteve-se ao final 87 mg de complexo e o 

rendimento da síntese foi de 51% (Complexo 3). 

Nomenclatura Oficial:  

cis-hexafluofosfato de diaquobis(1,10-fenantrolina)rutenio(II) 
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2.2.4.Síntese do cis-[Ru(phen)2(4apy)(H2O)](PF6)2 

  A síntese do seguinte composto foi realizada com base no método 

modificado de WATSON et al. 199665. Adicionou-se 20 mg do complexo cis-

[Ru(phen)2(OH2)2](PF6)2 em um balão de reação de 25 mL contendo 10 mL de uma 

solução 1:1 água e etanol. Esse sistema foi mantido em aquecimento brando sob 

atmosfera inerte de N2 por 30 minutos. Em seguida, foram adicionados 3 mg de 4-

aminopiridina (4apy), previamente dissolvidos em 5 mL de etanol quente. O sistema 

reacional foi mantido em refluxo e atmosfera inerte por cerca de 6 horas até a total 

precipitação do produto final, posteriormente filtrado a baixa pressão em um funil de 

vidro sinterizado e lavado várias vezes com água Milli-Q gelada. A massa final obtida 

foi de 8 mg e o rendimento final da síntese foi de 34,4%(Complexo 4). 

Nomenclatura Oficial:  

cis-hexafluofosfato de (4-aminopiridina)aquobis(1,10-fenantrolina)rutenio(II) 

 

2.2.5.Síntese Fotoquímica do cis-[Ru(phen)2(4apy)(H2O)](PF6)2 

  A via de síntese fotoquímica para este composto, apresenta uma 

alternativa, mais rápida e seletiva que a síntese convencional, embora apresente a 

limitação na quantidade de matéria que pode ser utilizada como material de partida. 

Metodologia adaptada de BONNESON et al. 198064: em um balão de 50 mL foram 

dissolvidos 80 mg do complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2](PF6)2 em 20 mL de acetona, 

seguido pela adição de mais 10 mL de uma solução saturada de cloreto de 

tetrabutilamônio em acetona, o precipitado foi filtrado em um funil de vidro sinterizado 

sob pressão reduzida e lavado com dietil éter. O sólido obtido foi redissolvido em 30 

mL de H2SO4 0,5 M e irradiado em um reator fotoquímico contendo 6 lâmpadas de 

mercúrio de 86 watt cada com máx= 420 nm, durante um período de 2,5 horas. Ao 

final da reação adicionou-se 2,005 em equivalentes mol de NH4PF6, seguiu-se a 

filtração do sólido, lavado 3 vezes com 2-propanol e posteriormente com dietil éter, 

rendimento final de 48%. 

 

2.2.6.Síntese do trans-[Ru(phen)2(OH2)2](PF6)2 

  A síntese do complexo trans-[Ru(phen)2(OH2)2](PF6)2 também segue 

um roteiro fotoquímico, uma vez que, essa forma é bastante instável em solução, e 
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quando formado, retorna térmicamente a forma isomérica cis. A metodologia 

utilizada foi modificado partindo-se do roteiro original de BONNESON et al. 198064. 

Foram dissolvidos 60 mg do complexo cis-[Ru(phen)2(CO3)].2H2O em 40 mL de 

HPF6 (3%), mantidos sob agitação constante durante 15 minutos e posteriormente 

filtrado. A solução coletada foi irradiada por 3 horas em um reator fotoquímico 

contendo 6 lâmpadas de mercúrio de 86 watt cada com máx= 420 nm, o precipitado 

resultante foi filtrado e lavado 3 vezes com água e 2 vezes com dietil éter, o 

rendimento dessa reação doi de 46% (Complexo 5). 

Nomenclatura Oficial:  

trans-hexafluofosfato de diaquobis(1,10-fenantrolina)rutenio(II) 

 

2.2.7.Síntese do cis-[Ru(phen)2(4apy)2](PF6)2 

  Em um balão de reação de 25 mL contendo 15 mL da solução de 1:1 

água/etanol, foram adicionados 82 mg do complexo cis-[Ru(phen)2(OH2)2](PF6)2 

mantido sob atmosfera inerte e aquecimento brando por cerca de 15 minutos. Em 

seguida, adicionou-se 39 mg do ligante 4-aminopiridina, previamente dissolvido em 5 

mL de etanol quente. O sistema reacional foi mantido em refluxo por 8 horas. Ao 

final do tempo, foram adicionados 12 mg de NH4PF6 para forçar a precipitação do 

produto de reação que foi filtrado a pressão reduzida e lavado várias vezes com 

água Milli-Q gelada, em seguida, seco em vácuo por 12 horas. Ao final do processo 

obteve-se uma massa total de 87 mg e o rendimento obtido foi de 35% (Complexo 

6).  

 

Nomenclatura Oficial:  

cis-hexafluofosfato de bis(4-aminopiridina)bis(1,10-fenantrolina)rutenio(II) 

 

A Figura 4 mostra o esquema das reações envolvidas nas sínteses 

dos complexos de I a III e a Figura 5 mostra a síntese de todos os complexos 

envolvidos no sistema fotoquímico em estudos (complexos de III a VI) incluindo as 

reações fotoquímicas.  
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Figura 4 Descrição simplificada das etapas de síntese envolvidas no trabalho e a estrutura 
dos compostos de I a III obtidos. 
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Figura 5 Figura representativa das reações fotoquímicas e térmicas envolvidas nos 
complexos (III a VI ) envolvidos no sistema em estudo. 
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2.3.Estudos de Inibição Enzimática (AChE) 

2.3.1.Preparo de Soluções e Reagentes 

- Solução de meio: A solução utilizada no experimento consiste de um 

meio aquoso tamponado de pH fisiológico ou o mais próximo do pH ótimo da 

enzima. Para este experimento, o tampão utilizado foi o tampão Trizma® na 

concentração de 50 mM, pH=8,0 contendo 0,1% (m/m) de soro albumina bovina 

(BSA). 

- Reagente de Ellman: O indicador do experimento consiste na 

espécie medida pela técnica espectrofotométrica na região do UV-Vis. A forma 

ionizada do ácido DTNB possui coeficiente de absortividade molar de 13.600 M-1.cm-

1 para um comprimento de onda máximo em 412 nm. Preparado pela dissolução do 

ácido DTNB 1 mM na solução de meio contendo 0,1 M de NaCl e 0,02 M de 

MgCl2.6H2O. 

- Substrato AChI: Este substrato é um tioéster de estrutura bastante 

semelhante ao neurotransmissor acetilcolina, é usado sem restrições pois a enzima 

AChE é seletiva apenas a hidrólise de ésteres, e apenas a forma tioéster ionizada é 

capaz de reagir com o indicador DTNB. É preparado pela dissolução do iodeto de 

acetilcolina em água deionizada Milli-Q, para a concentração final de 1mM. 

- Solução de 5 U/mL de AChE: A enzima liofilizada foi dissolvida até a 

concentração de 50 U/mL em tampão pH=8,0 e as posteriores diluições a 

concentração de 5 U/mL foram feitas com a solução tampão contendo 0,1% de BSA. 

- Solução 0,083 M de Acetato de Indoxila: O substrato utilizado no 

método de emissão foi preparado pela dissolução (145 mg) de acetato de indoxila 

em 10 mL de Dioxana. 

- Solução Tampão K2HPO4/NaOH 0,1M pH = 7,4: Essa solução é o 

solvente utilizado para as medidas de inibição enzimática pelo método de 

fluorescência. 4,3859 g de K2HPO4 dissolvidos em 200 mL de água Milli-Q, e o pH 

da solução foi corrigido até o valor padrão com solução 6,0 M de NaOH, foi 

acrescentado então ácido ascórbico (3,0 mM) a solução então foi mantida na 

ausência de luz.  

2.3.2.Metodologia dos Experimentos de Inibição 

 Os experimentos de inibição enzimática foram executados com base 

no método de Ellman58,66 adaptado uma vez que nos experimentos pioneiros foi 
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usado um fotocolorímetro de limite de detecção e sensibilidade bastante inferior aos 

espectrofotômetros modernos. Este método baseia-se na hidrólise do substrato AChI 

pela enzima AChE. O substrato hidrolisado é capaz de reagir com o indicador DTNB 

por interação de pontes de dissulfeto e gerar uma espécie aniônica com λmáx = 

412nm que deve ser detectada pelo espectrofotômetro. A Figura 6 mostra as 

reações envolvidas neste método de inibição enzimática. 

 

Figura 6 Modelo das reações envolvidas no método de inibição enzimática (método de 
Ellman) utilizado neste trabalho. 

 

 Nestes experimentos utilizou-se cubetas de plástico de 1 cm de 

caminho ótico contendo 3 mL de solução, em que a concentração de substrato e a 

de indicador foram mantidas sempre em 0,16 mM e 0,025 U/mL de enzima AChE, 

para os experimentos sem a presença de inibidor e para os demais 3,7 µM de 

inibidor. Todas as medidas foram feitas em triplicata e acompanhadas a cada 

minuto, variando o tempo total de acordo com o inibidor utilizado. Ao final, todas as 

curvas foram corrigidas com base na taxa de hidrólise não enzimática do substrato 

AChI. 

O segundo método utilizado neste trabalho refere-se ao trabalho 

desenvolvido por GUILBAULT & KRAMER59, baseado na técnica de fluorescência. O 
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substrato acetato de indoxila é hidrolisado enzimaticamente pela AChE gerando o 

íon indoxilato que possui o comprimento máximo de emissão em 470 nm para Exc = 

395 nm. As medidas foram executadas utilizando cubetas de 4 faces transparentes, 

contendo um volume total de 3 mL, e a concentração de 3,7 µM para cada um dos 

inibidores. Foram utilizados fendas de 3 e 5 nm para excitação e emissão 

respectivamente, os espectros foram obtidos em intervalos de 1 minuto. A 

velocidade de reação enzimática foi obtida pelo quociente entre a diferença de 

intensidade de emissão relativa, em função do tempo (descontando a velocidade de 

hidrólise não enzimática). A Figura 7 mostra as reações envolvidas no método de 

fluorescência utilizado neste trabalho. 

 

 

Figure 7 Reações envolvidas no método fluorimétrico de inibição enzimático utilizado no 
trabalho. 

 

Neste experimento o uso do ácido ascórbico é imprescindível, devido a 

formação paralela de dois subprodutos in situ, sendo que o ultimo destes é não 

luminescente e irreversível. A reação de formação destes dois produtos acontece 

pela reação do indoxilato com oxigênio e a presença de ácido ascórbico impede a 

evolução dessas reações.  
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2.4.Estudos Combinados de Inibição Enzimática e Fotoquímica  

 

 De forma a complementar e validar todos os estudos de inibição 

enzimática feitos para os complexos cis-[Ru(phen)2(4apy)2](PF6)2, cis-

[Ru(phen)2(4apy)(OH2)2](PF6)2 e cis-[Ru(phen)2(OH2)2](PF6)2, os experimentos 

combinados de inibição enzimática acompanhados por fotólise contínua foram 

executados seguindo o mesmo protocolo mostrado anteriormente para os ensaios in 

vitro da enzima AChE. Porém, no intervalo entre cada medida obtida pelo 

espectrofotômetro UV-Vis, a amostra foi irradiada em um reator fotoquímico de 420 

nm com duas lâmpadas. O mesmo experimento foi confrontado com testes de 

inibição não irradiados de modo a obter a relação da fotoquímica com a interação 

dos complexos com a enzima AChE. Este experimento procurou mimetizar a melhor 

maneira in vitro e as condições de terapia a qual se pretende obter no final do 

trabalho. 

 

 

3.ESTUDOS TEÓRICOS   
 

3.1.Métodos Teóricos  

  

Todos os estudos teóricos até o momento realizados foram com o 

objetivo de fornecer um maior número de informações estruturais sobre as 

moléculas envolvidas neste trabalho. Com o objetivo final de obter informações 

adicionais sobre a interação do complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+ com a enzima 

AChE, pelos estudos de dinâmica molecular e pelo método ONIOM.  

Primeiramente, as moléculas dos complexos 3, 4, 5 e 6 foram 

previamente otimizados pelo método DFT (Density Functional Theory) utilizando o 

funcional híbrido Becke3 de Lee, Yang e Par B3LYP67,68 e o conjunto de pseudo-

potenciais LanL2DZ69,70 como funções de bases atômicas. Nenhuma condição de 

simetria foi imposta. No final, com as 4 moléculas otimizadas, efetuou-se um 

refinamento dos cálculos iniciais, aplicando um conjunto de pseudo-potenciais 
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DGDZVP e o funcional B3PW91. Assim, foram obtidas as superfícies de contorno 

dos orbitais de fronteira (HOMO-1, HOMO, LUMO e LUMO+1), cargas de NBO 

(Normal Bonding Orbital), análise de população atômica NPA, análise de 

decomposição de cargas (para o estudo da contribuição orbital, e sobreposição 

orbital), valores de ordem de ligação (segundo os índices de Wiberg) e espectros 

vibracionais IR, e para este caso específico, utilizou-se o método ONIOM com o 

funcional B3LYP e conjunto LanL2DZ para o átomo de Ru e o conjunto de bases 

gaussianas 6-31G(d) para os átomos de H, O, C e N. Para os espectros 

infravermelho teórico, utilizou-se o fator de escalonamento 0,9614 referente ao nível 

de aproximação utilizado neste trabalho, sabendo que a teoria do DFT prevê 

superestimativas nos valores de frequência das transições vibracionais71,72. Todo o 

estudo teórico foi conduzido com ferramentas do software Gaussian 0360 e os 

arquivos de input, output e visualizadores foram executados no programa Gabedit 

2.2.061. Para os estudos de análise de decomposição de cargas, utilizou-se o 

software GaussSum 2.073. 

O estudo de dinâmica com a enzima AChE, iniciou-se com a edição da 

estrutura da enzima obtida pelo código pdb 1QTI74, para retirar as moléculas de 

água e o ligante galantamina da estrutura cristalográfica obtida. Foi então construído 

um modelo de caixa cúbica de 10,695 nm de aresta contendo 38145 moléculas de 

água, e 20 átomos de sódio para a neutralização do sistema. A simulação foi 

executada em 2 ns com integração de 0,002 ps. Neste estudo o software utilizado foi 

o GROMACS 4.3.1.75 
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4.RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

4.1.Preparação dos Complexos Polipiridínicos de Ru(II) 

 

A primeira síntese descrita neste trabalho envolve a coordenação de 

dois quelantes bidentados 1,10-fenantrolina bastante favorecida com a saída dos 

ligantes cloretos lábeis. Neste caso a adição de LiCl faz com que não ocorra a 

coordenação de três ligantes phen. A geometria cis é favorecida, uma vez que os 

ligantes cloreto ( doadores  ) estão em posição oposta trans ao N  do ligante phen 

(receptor *). 

A síntese do complexo do intermediário [Ru(phen)2CO3].2H2O leva, 

com maior facilidade, a formação do aqua complexo isolável, já que este é formado 

por um curto período de tempo em solução. Entretanto, raramente pode ser 

separado e, portanto, o ligante bidentado carbonato garante uma forma segura de 

isolar um bom intermediário de reação. 

A etapa de síntese do complexo cis-[Ru(phen)2(OH2)2](PF6)2 é 

relativamente rápida devido à facilidade em retirar o ligante carbonato em meio ácido 

pela formação de água e dióxido de carbono garantindo assim, a entrada de dois 

ligantes aquo nos sítios de coordenação octaédrica do complexo de rutênio. Este 

complexo é bastante interessante para os fins deste trabalho, pois além de ser um 

dos produtos da fotólise em meio aquoso também é um bom precursor para a 

síntese do complexo cis-[Ru(phen)2(OH2)(4apy)](PF6)2, um segundo produto da 

fotólise contínua do complexo bis-piridínico. A viabilidade das sínteses dos 

complexos contendo um e dois ligantes 4apy segue a mesma lógica da primeira 

síntese. O ligante aquo (devido à sua alta estabilidade cinética, porém baixa 

estabilidade termodinâmica) facilita a troca com ligantes * receptores.  

O complexo trans-[Ru(phen)2(OH2)2](PF6)2 foi obtido como síntese 

fotoquímica, por meio da irradiação do isômero cis, em meio aquoso. A forma trans 

possui baixa estabilidade em solução, por isso a síntese fotoquímica apresenta-se 

como uma das únicas alternativas para a obtenção deste complexo.        
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4.2.Espectros de  Absorção na Região do UV-Vis   

 

 O princípio desta técnica consiste na interação da matéria (moléculas 

contidas na espécie da amostra) com a radiação eletromagnética na região de 190 a 

1200 nm (com variações discretas de faixa de energia dependendo do equipamento 

utilizado) essa faixa de energia do espectro é responsável por promover transições 

eletrônicas de uma determinada espécie. Neste trabalho, os espectros de absorção 

no UV-Vis foram obtidos com o intuído de caracterizar os complexos obtidos e 

conhecer informações relacionadas às transições TCML (transferência de carga 

metal ligante), CM (centradas no metal) e TCLL (Transferência de carga 

ligante/ligante). Essas transições são fundamentais para compreender propriedades 

reacionais e estruturais dos complexos de metais de transição63,64. 

 A Figura 8 exibe os espectros de absorção na região do UV-Vis 

obtidos para os seis complexos em solvente N,N‟-DMF (dimetil-formamida) 

sintetizados e estudados neste trabalho. 
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Figura 8 Espectros de absorção na região do UV-Vis dos complexos de I a VI em N,N‟-DMF; 
absortividade molar (103.mol-1.L.cm-1) eixo y em função do comprimento de onda (nm) eixo x. 
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  A maior característica destes espectros de absorção é o alto 

coeficiente de absortividade molar da banda TCML na região visível do espectro 

eletromagnético. Essa propriedade é consequência da transferência de carga do 

centro metálico de Ru(II)76,77 para o sistema conjugado polipiridínico 

(predominantemente 1,10-fenantrolina) e, em termos de orbital, é uma transição 

nd*; A grande mudança no momento de dipolo envolvido nessa transição explica 

o alto ε para estes complexos. As transições dd, nestes compostos. raramente 

podem ser observadas pois a proximidade em energia das transições TCML acaba 

por sobrepor as transições centradas no metal que são todas proibidas por simetria. 

Na Tabela 1 estão descritos os principais valores de λmáx e ε para as principais 

transições dos espectros mostrados anteriormente. 

Tabela 1 Valores de λMÁX (nm) e de ε (M-1.cm-1) em N,N‟-DMF, obtidos pelos espectros de 
absorção UV-Vis para os seis complexos em estudo. 

 

Complexo 

Transição 

Ru(dπ–>π*) 

λMÁX ε 

cis-[Ru(phen)2Cl2].2H2O 552 9412 

Ru(phen)2CO3.2H2O 586 14936 

cis-[Ru(phen)2(OH2)2].(PF6)2 489 13395 

cis-[Ru(phen)2(OH2)(4apy)](PF6)2 486 8714 

trans-[Ru(phen)2(OH2)2](PF6)2 525 11527 

cis-[Ru(phen)2(4apy)2](PF6)2 457 14048 

  

Com base nos dados mostrados na Tabela1, a troca de ligantes de 

caráter predominantemente  doador para ligantes  doador, favore a ligação Ru-

N(phen), como consequência ocorre o deslocamento da banda TCML para maiores 

valores de energia. 

O complexo cis-[Ru(phen)2(OH2)2].(PF6)2 apresenta dois ligantes aquo 

altamente labeis, em solventes coordenantes como acetonitrila, DMSO, piridina e 

entre outros. Outra propriedade do aquacomplexo é a desprotonação do ligante 

aquo em meio básico para a formação do complexo cis-[Ru(phen)2(OH2)(OH)]+. O 

mesmo complexo na forma cis quando irradiado com  450 nm, ocorre a 
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isomerização, tendo como produto o complexo trans que retorna térmicamente a 

forma cis63,65 em cerca de 8 horas em meio aquoso, e pouco menos de 2 horas em 

acetonitrila e DMF. Foram obtidos espectros de absorção na região do UV-Vis em 

CH3CN, N,N‟-DMF, DMSO, tampão 0,1M Trisma pH=12,2; 2,0 e em água Milli-Q. A 

Figura 9.a mostra o espectro UV-Vis do aquacomplexo obtido em água, tampão 

trisma 0,1M pH=12,2 e pH=2,0, e na Figura 9.b os espectros obtidos em CH3CN, 

N,N‟-DMF e DMSO. 
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Figura 9 Em 9.a complexo cis-[Ru(phen)2(OH2)2].(PF6)2 em agua, tampão trisma 0,1M 
pH=12,2; pH=2,0. Em 9.b espectros UV-Vis em acetonitrila, dimetil-sulfóxido e dimetil-
formamida. 

 

O complexo cis-[Ru(phen)2(OH2)(4apy)].(PF6)2 também possui um 

ligante lábil em sua estrutura, no entanto devido a presença do ligante 4-

aminopiridina, a labilidade do ligante aquo só ocorre diante de ligantes básicos como 

acetonitrila, piridina e outros. 

 

4.3.Espectros de Absorção no Infravermelho   

 

Os espectros de absorção na região do infravermelho apresentam uma 

série de informações importantes a respeito de um sistema com base nos 

movimentos vibracionais com mudança de dipolo associada78,79,80. Em complexos de 

metais de transição existem duas diferentes classes de transições vibracionais80,81, 

uma associada aos movimentos vibracionais dos ligantes, e a segunda classe 
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relativa as transições por simetria que dependem diretamente do número de átomos 

e do grupo pontual em que está contido a molécula. 

Os compostos estudados neste trabalho são todos de geometria 

octaédrica distorcida devido à assimetria na disposição dos ligantes. A análise feita 

foi com base no deslocamento e na localização das bandas de estiramento 

simétrico, assimétrico e de deformação angular para os ligantes, além das bandas 

relacionadas aos estiramentos simétrico e assimétrico entre os átomos de Ru e os 

átomos de nitrogênio e oxigênio dos ligantes aquo e 4-aminopiridina.  

A Figura 10 mostra os espectros de absorção no infravermelho (em 

pastilhas de KBr) obtidos para os complexos I e II. 
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Figura 10 Espectros de absorção no infravermelho para os complexos cis-
[Ru(phen)2Cl2].2H2O e [Ru(phen)2CO3].2H2O obtidos em pastilhas de KBr. 
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Figura 11 Espectro de absorção no infravermelho do complexo cis-[Ru(phen)2(OH2)2](PF6)2 
em pastilhas de KBr. 

 

Figura 12 Espectro de absorção na região do infravermelho do complexo trans-
[Ru(phen)2(OH2)2](PF6)2 em pastilhas de KBr.   
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Figura 13 Espectro de absroçãona região do infravermelho do complexo cis-
[Ru(phen)2(OH2)(4apy)](PF6)2 obtido em pastilha de KBr.   

 

Figura 14 Espectro de absroção na região do infravermelho do complexo cis-
[Ru(phen)2(4apy)2](PF6)2 obtido em pastilha de KBr. 
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O espectro de absorção na região do infravermelho do cis-

[Ru(phen)2Cl2].2H2O mostra as bandas referentes a água de hidratação da molécula 

 3500cm-1, assim como, para as outras moléculas hidratadas ou com o ligante aquo 

diretamente ligado no metal Nesse caso, aparece sinal de impurezas muito 

provavelmente do solvente de síntese N,N‟-DMF, comprovado pelo sinal próximo de 

3000 cm-1 para o estiramento simétrico e assimétrico Csp3-H das metilas. As bandas 

com sinal mais pronunciado na região de 1500 cm-1 são referentes aos estiramento 

Csp2=Csp2 da fenantrolina e esses sinais também estão presentes nas demais 

estruturas. 

Para o composto cis-[Ru(phen)2CO3].2H2O, aparecem duas bandas 

entre 15501750 cm-1 para o estiramento da carbonila no ligante bidentado 

carbonato. Esse sinal é bastante característico e mostra um deslocamento 

significativo (100 cm-1) com relação ao ligante carbonato livre63. 

Todos os outros complexos exibem características semelhantes quanto 

às transições vibracionais mais pronunciadas em 870 cm-1 onde o estiramento 

assimétrico do contra-íon PF6
-1 está presente em ambos os compostos. O sinal 

sobreposto dos estiramentos simétrico e assimétrico aparece nos dois casos 

contendo o ligante aquo e no complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2](PF6)2. Na região de 

3400-3300 cm-1, duas bandas de estiramento simétrico e assimétrico estão 

presentes da ligação N-H do grupo amino ligado ao anel piridínico. Nesse caso, não 

é observado deslocamento significativo devido à grande distância (4 ligações) entre 

o ponto de coordenação e o amino substituído. 

Os sinais que aparecem abaixo de 400 cm-1 serão discutidos 

posteriormente, uma vez que, para a análise e interpretação destes dados, utilizou-

se os dados de infravermelho teórico obtidos pelos estudos teóricos envolvidos no 

trabalho.  

 

4.4.Comportamento Eletroquímico  

 

 Os estudos eletroquímicos efetuados neste trabalho foram baseados 

em medidas de voltametria cíclica e voltametria de pulso diferencial. Todos os seis 

complexos foram caracterizados com base nos valores de E1/2, Eox, Ered obtidos e 
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comparados com o referencial extraído da literatura, além da análise do perfil 

voltamétrico de cada um dos complexos. 

A Tabela 2 contén os valores de Eox e Ered (mV) de todos os sinais 

obtidos, referêntes aos complexos formados em solução de acetonitrila (devido a 

lábilidade do ligante aquo). 

Tabela 2 Valores de Eox e Ered (mV) para os complexos de III à VI em solução de acetonitrila 
e 0,1 M de TBAPF6. 

Complexo Espécies em Solução Eox Ered 

    

 

Complexo V 

cis-[Ru(phen)2(CNCH3)(OH2)]
2+ 

942 859 

trans-[Ru(phen)2(CNCH3)2]
2+ 1319 1272 

cis-[Ru(phen)2(CNCH3)2]
2+ 1569 1482 

    

Complexo III cis-[Ru(phen)2(CNCH3)(OH2)]
2+ 976 886 

cis-[Ru(phen)2(CNCH3)2]
2+ 1555 1477 

    

Complexo IV cis-[Ru(phen)2(4apy)(OH2)]
2+ 1221 1165 

cis-[Ru(phen)2(CNCH3)(4apy)]2+ 1367 1296 

    

Complexo VI cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+ 1147 1078 

  

A Figura 15 exibe os voltamogramas cíclicos determinados para  

complexos de III a VI, obtidos no intervalo de 0 a 1800 mV (eletrodo de referência de 

Ag|AgCl), com velocidade de varredura de 150 mV.s-1. O solvente utilizado foi 

CH3CN e o eletrólito de suporte o sal hexafluorfosfato de tetrabutilamônio. 

Dentre as quatro estruturas mostradas o complexo com dois ligantes 4-

aminopiridina, apresenta o mais baixo, e reversível par redox, essa propriedade é 

consequência direta dos efeitos retirador e doador dos ligantes piridínicos, para os 

outros 3 casos, em solução, ambos apresentam mais que um par redox, devido a 

substituição parcial dos ligantes aquo por moléculas de solvente CH3CN. A medida 

que aumenta a substituição, ocorre um ganho significativo em potencial efeito 

retirador de elétrons altamente pronunciado no ligante acetonitrila, torna mais difícil a 

abstração de um elétron do centro metálico de rutênio, e consequentemente o 

aumento do potencial redox. Com a evolução do tempo, os complexos trans e cis-
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[Ru(phen)2(H2O)2]
2+ tornam-se totalmente substituídos, e o voltamograma destes 

complexos apresentaria o mesmo perfil, relativo ao composto cis-

[Ru(phen)2(CNCH3)2]
2+. 

 

 

Figura 15 Voltamograma cíclico obtido para os complexos de III a VI, com intervalo de 
potencial de 0-1800mV (referência Ag|AgCl), velocidade de varredura de 150 mV.s-1 e 
eletrólito de suporte TBAPF6. 

 

Como observado na Figura 15 , a remoção de um elétron do orbital d 

do Ru(II) para gerar Ru(III) é influenciado pela natureza do ligante. Uma vez que a 

densidade eletrônica localizada sobre o metal está diretamente relacionada as 

propriedade  e  doadora e receptora de elétrons dos ligantes coordenados, a 

natureza dos ligantes coordenados afeta os potenciais Ru(II/III)76,77. Para ligantes da 
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mesma série, a presença de substituintes retiradores de elétrons aumenta o 

potencial de oxidação enquanto o oposto ocorre para substituintes doadores de 

elétrons82. Desta forma a substituição dos íons cloretos, que são ligantes doadores 

π de elétrons pelos ligantes aminopiridinicos, promovem uma diminuição na 

densidade eletrônica sobre o centro metálico, com conseqüente deslocamento do 

potencial do Ru para regiões mais anódicas. Nos voltamogramas cíclicos também 

estão presentes varias reduções que ocorrem a potenciais negativos e todas são 

centradas no ligante fenantrolina (Figura 15). 

 

 

4.5.RMN-1H 

 

Neste trabalho, os estudos de ressonância magnética nuclear de 

hidrogênio (RMN 1H) foram usados com ferramenta para auxiliar na elucidação 

estrutural dos complexos, e como técnica para acompanhamento dos estudos 

fotoquímicos. Neste tópico segue descrito os espectros de RMN de 1H para os 

complexos cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+, cis-[Ru(phen)2(OH2)2]

2+ e cis-

[Ru(phen)2(OH2)(4apy)]2+ que são as principais estruturas envolvidas no processo de 

fotólise contínua no processo terapêutico, alvo do trabalho, neste tópico também 

está descrito a elucidação por espectro de RMN-1H do complexo trans-

[Ru(phen)2(OH2)2]
2+ produto da fotoisomerização do aquocomplexo. Na descrição a 

seguir os valores de deslocamento químico, acoplamento assim como os espectros 

de RMN são referentes aos complexos com o ligante acetonitrila substituído, devido 

a alta labilidade dos ligantes aquo neste meio. Para facilitar a visualização, a Figura 

16 apresenta as estruturas dos complexos que estão com os valores de 

deslocamento químico descritos na Tabela 3 e Tabela 4. 
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Figura 16 Estrutura com hidrogênios enumerados referentes aos valores da Tabela 3 e 
Tabela 4 para os complexos cis-[Ru(phen)2(CH3CN)2]

2+, cis-[Ru(phen)2(4apy)(CH3CN)]2+, cis-
[Ru(phen)2(4apy)2]

2+ e trans-[Ru(phen)2(CH3CN)2]
2+.  

 

Tabela 3 Valores de deslocamento químico δ (ppm), acoplamento (Hz) e multiplicidade para 
os complexos cis-[Ru(phen)2(CH3CN)2]

2+
 e cis-[Ru(phen)2(4apy)2]

2+. 

H cis-[Ru(phen)2(CH3CN)2]
2+ cis-[Ru(phen)2(4apy)2]

2+ 

δ, ppm (multiplicidade; J, Hz) δ, ppm, (multiplicidade; J, Hz) 

3,3‟ 9,73 (d; 5,1) 9,35 (dd; 5,4; 1,1) 

4,4‟ 8,22 (dd; 8,4; 5,2) 8,09 (dd; 8,4; 5,2) 

5,5‟ 8,87 (d; 8,4) 8,67 (dd; 8,4; 1,1) 

6,6‟ 8,30 (d; 8,9) 8,15 (d; 8,9) 

7,7‟ 8,17 (d; 8,9) 8,05 (d; 8,9) 

8,8‟ 8,45 (d, 8,4) 8,32 (dd; 8,4; 1,1) 

9,9‟ 7,43 (dd; 8,4; 5,2) 7,42 (dd; 8,4; 5,2) 
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10,10‟ 7,77 (d; 5,1) 7,97 (dd; 5,4; 1,1) 

‟      - 7,77 (dd; 5,4; 1,1) 

‟      - 6,34 (dd; 5,4; 1,1) 

 

Tabela 4 Valores de deslocamento químico δ (ppm), acoplamento (Hz) e multiplicidade para 

os complexos cis-[Ru(phen)2(CH3CN)(4apy)]2+
 e trans-[Ru(phen)2(CH3CN)2]

2+. 

H cis-[Ru(phen)2(CH3CN)(4apy)]2+ H trans-[Ru(phen)2(CH3CN)2]
2+ 

δ, ppm (multiplicidade)  δ, ppm, (multiplicidade; J, Hz) 

3,3‟ 9,82 (d) 3,10‟ 9,94 (d; 1,2) 

4,4‟ 8,36 (dd) 3‟,10 8,92 (d; 1,2) 

5,5‟ 9,04 (d) 4,4‟ 8,19 (dd; 5,5; 3,0) 

6,6‟ 8,43 (d) 9,9‟ 8,19 (dd; 5,5; 3,0) 

7,7‟ 8,30 (d) 5,8‟ 8,83 (d; 1) 

8,8‟ 8,71 (d) 5‟,8 8,31 (d; 1) 

9,9‟ 7,47 (dd) 6,6‟ 8,29 (s) 

10,10‟ 7,85 (d) 7,7‟ 8,29 (s) 

‟ 6,42 (dd)  - 

‟ 5,34 (dd)  - 

 

 Comparando-se os dois complexos cis-[Ru(phen)2(CH3CN)2]
2+

 e cis-

[Ru(phen)2(4apy)2]
2+, podemos observar que a presença de um ligante básico como 

a 4-apy, desloca os sinais referentes aos prótons do ligante phen para regiões com 

menor deslocamento químico no espectro de 1H. Com isso o centro metálico requer 

uma menor contribuição eletrônica do ligante phen no caso do complexo cis-

[Ru(phen)2(4apy)2]
2+, fazendo com que o ligante phen permaneça com uma maior 

densidade eletrônica e por isso mais blindado. 

 Outra constatação é a geometria cis para os complexos III, IV e VI. 

Como o ligante phen é simétrico, seria esperada a presença de quatro sinais 

referentes aos oito prótons de cada anel, como ocorre  para a molécula trans. Pois 

na geometria trans tem-se apenas N(phen) trans N(phen) com distorção não 

pronunciada que altera a integração dos sinais. No entanto a geometria cis faz com 

que se tenha N(phen) trans N(phen) e N(phen) trans N(4-apy/CH3CN). Essa 

diferença do ligante que está trans ao N(phen), faz com que a molécula perca sua 

simetria e dá origem a oito sinais distintos (H3-H10) referentes aos oito hidrogênios de 
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cada phen. Devido a rápida interconversão do complexo trans em cis, o espectro de 

RMN-1H do complexo trans exibe sinais de baixa intensidade referentes aos 

hidrogênios do isômero que é formado em solução.  

 O complexo IV apresenta o maior número de sinais no espectro sevido 

a formação em equilíbrio de duas diferentes estruturas cis-

[Ru(phen)2(4apy)(CH3CN)]2+ e cis-[Ru(phen)2(4apy)(H2O)]2+ resultando a não 

identificação dos valores de acoplamento, a maior basicidade do ligante acetonitrila 

com relação ao ligante aquo, provocou o deslocamento dos valores de 

deslocamento químico para região de maior blindagem, com uma diferença média 

de 0,2 ppm para cada um dos sinais de hidrogênio. 

 

Figura 17 RMN de 1H para os complexos cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+

, cis-[Ru(phen)2(OH2)2]
2+, 

cis-[Ru(phen)2(OH2)(4apy)]2+ e trans-[Ru(phen)2(OH2)2]
2+ em CD3CN. 
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4.6.Análise dos Estudos Teóricos 

 

4.6.1.Avaliação do Mecanismo da Reação Fotoquímica 

 Para os estudos de avaliação do mecanismo de reação fotoquímica, 

foram calculados estados singletos e tripletos do complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+, 

implementando o modelo PCM para solventes, e neste caso foi escolhido o solvente 

acetonitrila. Todos os cálculos de tripleto foram estudados pelo método não restrito 

UB3LYP\LanL2DZ, e também pelo método multiconfiguracional TD-DFT, em que 

também foi obtido o espectro eletrônico (Figura 18). 

 Para a elucidação da estrutura eletrônica do estado tripleto do 

complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+, efetuou-se a análise da densidade de spin sobre 

os fragmentos da molécula (centro metálico de Ru (II), 1,10-fenantrolina e 4apy), 

para o estado TCML3 e o estado fundamental, assim como, a análise da carga de 

Mülliken. Essa comparação esta descrita na Tabela 5. 

 

 

Figura 18 Comparação entre os espectros eletrônico do complexo VI teórico obtido pelo 
método TD-DFT UB3LYP\LanL2DZ (linha vermelha) e experimental (linha preta). 
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Tabela 5 Valores de ordem de ligação, cargas de Mülliken e de densidade de spin para o 
complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2]

2+, no estado fundamental e no estado excitado TCML3 
(obtidos por UB3LYP/LanL2DZ). 

Ordem de Ligação, cargas de Mülliken, e Densidade de Spin para o estado 
fundamental e o primeiro estado tripleto excitado  

Espécie Ordem de Ligação Carga MPA (Spin) 

Ru-
N(4apy) 

N(phen)-
Ru-
N(phen) 

N(phen)-
Ru-
N(4apy) 

 Ru Phen/ 
 

4apy 

Estado  
Fundamental 

0,932 1,224 0,294  0,90 0,48 0,62 

TCML3 0,496 α 
0,573 β 

0,653 α 
0,742 β 

0,157 α 
0,169 β 

 0,98 
(0,87) 

0,67 
(1,09) 

0,34 
(0,05) 

 

Segundo os dados da Tabela 5 foi observado que os valores de ordem 

de ligação apresentaram uma redução significativa entre os dois estados. Todas as 

ligações mostradas na tabela acima apresentaram uma fragilização quando o 

primeiro estado excitado tripleto é populado, e com relação a carga parcial, o centro 

metálico de rutênio sofre um acréscimo ao mesmo tempo que o ligante 4apy 

apresenta um decréscimo de 50% com relação a carga pontual, isso indica a 

formação de um estado dissociativo, envolvendo o átomo de Ru(II) e o ligante 

piridínico, como consequência o desdobramento da densidade de Spin, localizada 

sobre os dois grupos.  

O espectro de absorção eletrônica no estado fundamental, teórico e 

experimental obtidos para o complexo VI, ambos em CH3CN, são bastante 

concordantes, viabilizando a análise teórica deste complexo que esta descrita a 

seguir. Para analisar a fotosubstituição das duas 4apy, foram otimizadas a geometria 

dos complexos cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+  e  cis-[Ru(phen)2(4apy)(CH3CN)]2+  no 

estado excitado singleto  e realizado o cálculo para restrito TD/DFT considerando o 

solvente CH3CN para 20 estados excitados tripleto, Figura 19.  

As variações na estrutura dos ligantes polipiridínicos pela introdução de 

grupos ζ-doadores e/ou π-receptores são estratégias geralmente usadas para 

sintonizar as propriedades fotoquímicas e/ou fotofísicas de complexos de Ru(II)82,83. 

Estas modificações são realizadas de forma a se obter um complexo com 

propriedades particulares.  

Neste trabalho esta estratégia foi empregada com sucesso. Isto pode 

ser notado quando comparamos as propriedades fotoquímicas e fotofísicas do 

complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+   reativo fotoquimicamente e luminescente, 
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desenvolvidos em nosso laboratório, e o complexo [Ru(bpy)3]
2+ o qual é considerado 

um padrão fotoquímico pela sua inércia quanto a reatividade fotoquímica  e 

luminescência intensa proveniente da população significativa (100%) dos estados 

excitados 3TCML. 

As propriedades ζ-doadoras/p-receptoras dos ligantes phen (pKa 4,68)  

e 4apy (pka 9,4) quando comparadas as propriedades ζ-doadoras/p-receptoras do 

ligante bipiridna (bpy, pKa 3,5) no complexo [Ru(bpy)3]
2+ desestabilizam  os estados 

excitados de 3CM levando a uma diferença de energia entre os estados 3TCML/3CM 

de apenas 0,45 eV.  Desta maneira, os estados emissivos de 3TCML podem ser 

facilmente populados a partir dos estados excitados de 1TCML e os estados 

excitados dissociativos 3CM responsáveis pela fotodissociação da 4apy podem ser 

competitivamente e termicamente ativados a partir do cruzamento dos estados 

excitados de 3TCML para os estados excitados centrados no metal 3CM.  

A energia calculada para os estados excitados 3CM do complexo cis-

[Ru(phen)2(4apy)2]
2+  (3,18 eV) e as energias dos estados excitados   3CM calculadas 

para o complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)(CH3CN)]2+  (3,21  eV) são muito próximas 

favorecendo a dissociação da segunda molécula de 4apy consistente com as 

observações experimentais. 

As transições obtidas a partir do cálculo do espectro eletrônico teórico 

mostram que no estado fundamental, a separação entre as transições CMLT e CM é 

bastante aparente, porém quando levada ao estado tripleto, essa separação 

praticamente inexiste, e então, os estados TCML e CM podem ser igualmente 

populados, sendo que o estado CM apresenta como contribuição dos ligantes 4apy, 

uma interação * que contribui para o déficit na ordem de ligação entre Ru-N(4apy), 

e assim em um processo dinâmico, ocorra a fotólise desse ligante. A Figura 18 

apresenta o diagrama simplificado com as principais transições para os estados 

singlete e triplete do complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+, assim como a superfície de 

contorno ( isovalor=0,02 ), dos orbitais moleculares envolvidos nessas transições. 
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Figura 19 Diagrama de energias simplificado e superfícies de contorno para os estados 
triplete e singlete do complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2]

2+. 

 

 

4.6.2. Cálculos Computacionais  Realizados para os Fotoprodutos 

O foco dos estudos teóricos deste trabalho foram dedicados aos 4 

complexos já mencionados (cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+) e seus derivados da fotólise 

contínua em meio aquoso (monoaqua, bisaqua cis e trans), com o objetivo de poder 

compreender melhor as atividades fotoquímicas e fotofísicas deste sistema, e 
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também para o uso nos estudos de dinâmica com a enzima AChE. Inicialmente 

todas as estruturas foram otimizadas segundo o nível de aproximação 

UB3LYP/LanL2DZ sem quaisquer consideração de simetria e nenhum modelo de 

aproximação para solvente. Em seguida, as moléculas otimizadas foram refinadas 

utilizando um método mais robusto a fim de se obter um melhor detalhamento da 

estrutura eletrônica dos compostos. Para tal, utilizou-se o funcional RB3PW91 com o 

conjunto de pseudopotenciais DGDZVP. 

Para todas as etapas do estudo teórico utilizou-se o software Gaussian 

03 em plataforma Linux, para efetuar os cálculos computacionais. Como visualizador 

e renderizador de superfícies de contorno e estruturas 3D, foi utilizado o software 

Gabedit 2.2.0. 

Foram obtidos também a distribuição de carga parcial por NBO 

(Normal Bonding Orbital) e os dados de população atômica NPA para os três 

complexos. A Figura 20 mostra a estrutura 3D otimizada para as 3 moléculas cis-

[Ru(phen)2(OH2)2]
2+ (complexo III), cis-[Ru(phen)2(4apy)(OH2)]

2+(complexo IV), cis-

[Ru(phen)2(4apy)2]
2+(complexo VI) e trans-[Ru(phen)2(OH2)2]

2+ (complexo V). 
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Figura 20 Estrutura 3D otimizada para as 3 moléculas cis-[Ru(phen)2(OH2)2]
2+ (complexo 

III), cis-[Ru(phen)2(4apy)(OH2)]
2+(complexo IV), cis-[Ru(phen)2(4apy)2]

2+(complexo VI) e 
trans-[Ru(phen)2(OH2)2]

2+ (complexo V). 

 

Na Tabelas 6 estão descritos os valores de contribuição orbital de 

cada fragmento destes complexos para os orbitais moleculares envolvidos nas 

transições eletrônicas (CM, TCML) para os complexos de III à VI em nossos 

estudos. 

 

Tabela 6 Valores de contribuição orbital de cada fragmento destes complexos para os 
orbitais moleculares envolvidos nas transições eletrônicas (CM, TCML) para os complexos 
de III à VI em nossos estudos. 

 

OM 

Complexo 

Complexo III Complexo IV Complexo V Complexo VI 

 Ru phen H2O Ru phen H2O 4apy Ru phen H2O Ru phen 4apy 

H-2 78 21 1 80 18 2 0 85 100 0 83 13 4 

H-1 77 21 2 79 19 0 2 57 97 3 62 10 39 

H 67 31 2 49 13 0 39 80 95 4 53 14 32 

L 4 96 0 3 96 0 1 2 0 95 3 97 0 

L+1 6 93 1 6 93 0 1 5 95 0 6 93 1 

L+2 1 99 0 1 98 0 1 1 99 0 1 98 1 

L+3 0 100 0 0 100 0 0 - - - 0 100 0 
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L+4 20 78 2 1 94 0 5 74 5 20 1 96 3 

L+5 50 40 10 10 84 2 4 3 97 0 4 80 16 

L+7 66 20 14 - - - - 66 34 0 - - - 

L+8 - - - - - - - - - - - - - 

L10 72 0 38 3 95 0 2 84 0 16 - - - 

L11 - - - 65 27 0 8 - - - - - - 

L12 - - - - - - - - - - 66 28 6 

L13 - - - - - - - - - - 72 17 18 

 

Na Figura 21, estão apresentadas as superfícies de contorno dos 

orbitais moleculares de fronteira (HOMO e LUMO), referente aos complexos de III a 

VI. Na figura a superfície azul referente ψ+ e superfície vermelha para ψ- com um 

isovalor de 0.015. 

 

HOMO LUMO 

  

 

cis-[Ru(phen)2(OH)2]
2+ 
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cis-[Ru(phen)2(OH2)(4apy)]2+ 

 

 

cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+ 

 

  

trans-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+ 

 

Figura 21 Superfícies de contorno dos 4 complexos estudados no sistema fotoquímico de 
interesse 

. 
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 Uma característica importante deste sistema fotoquímico, que é 

explicado pela análise de composição orbital, é a localização das transições 

eletrônicas no diagrama de energia e consequentemente, a atividade fotoquímica 

das espécies envolvidas. Os orbitais de fronteira, e os orbitais mais próximos em 

termos energéticos (HOMO-2 até o LUMO+5) são os orbitais em que se localizam as 

transições TCML destes complexos, devido à maior contribuição orbital do centro 

metálico de rutênio nos orbitais moleculares preenchidos, e o caráter predominante 

dos ligantes 1,10-fenantrolina nos orbitais moleculares não preenchidos. Com esse 

mesmo patamar energético também podem ocorrer transições do tipo d-d centradas 

no metal (HOMO-2; HOMO-1) -> (LUMO+7, LUMO+10), ao mesmo tempo essas 

transições d-d são seguidas de uma população de estado em orbitais moleculares 

que envolvem uma contribuição significativa de orbitais ζ*, ocorre então um 

decaimento vibracional de estiramento das ligações Ru-N(anel piridinico) levando a 

quebra da ligação. 

 Na Figura 22 estão representados os gráficos de distribuição orbital 

em função da energia dos orbitais moleculares para cada um dos complexos de III à 

VI, em destaque as regiões envolvidas nas transições TCML, CM e TCLL. 
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Figura 22 Gráficos de distribuição orbital em função da energia dos orbitais moleculares 
para cada um dos complexos de III à VI, em destaque as regiões envolvidas nas transições 
TCML, CM e TCLL. 

 

 

4.6.2.Análise NBO.  

 A análise de cargas parcial por NBO pode fornecer uma série de 

informações indiretas, tais como, efeito dos orbitais moleculares das ligações 

químicas sobre as espécies82,83 e a ordem de ligação. 

 Os dados mostrados na Tabela 7, mostram que a substituição da 4apy 

pela água na esfera de coordenação do centro metálico de Ru(II) diminui a carga 

positiva sobre o metal e como consequência ocorre a diminuição do caráter iônico 

das ligações Ru-L, (L = H2O e 4apy). 

A pequena diferença de cargas entre os átomos do grupo amino, ligado 

aos anéis piridínicos nos complexos III e VI, indicam que a coordenação de um ou 

dois ligantes ao Ru(II), na posição cis, altera significativamente a acidez dos grupos 

NH2. 

No complexo IV, o átomo de nitrogênio do ligante fenantrolina 

adjacente ao ligante aquo está com uma carga parcial mais negativa que o mesmo 

átomo adjacente ao ligante 4apy. Essa assimetria tem implicação direta nos 

espectros de infravermelho e UV-Vis onde a variação do momento de dipolo das 

transições determina se uma transição pode ou não ocorrer. 
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Tabela 7 Dados de carga parcial por NBO para alguns átomos de interesse dos complexos 
III à VI. 

Átomo Complexo 

Complexo III Complexo IV Complexo VI Complexo V 

Ru 0,899 0,842 0,783 0.904 

N(phen)-t(OH2)
Г -0,481/-0.476 -0,463  -0.512 

N(phen)-t(4apy)**  -0,504 -0.481 -0.511 

N(phen)-t(phen) -0,528 -0,517 -0,494 -0.517 

N(phen)-t(phen)* -0,513 -0,495 -0,494 -0.524 

O (aquo) -0,948 -0,946  -0.929 

H (aquo) 0,536 0,535  -0.540 

N(apy)-(Ru)  -0,536 -0,562  

N (NH2)  -0,799 -0,796  

H (NH2)  0,429  0,422  

* „phen‟ adjacente ao ligante aquo para o complexo IV, ** no caso do complexo V, refere-se ao 

N(phen)-tN(phen). 

 

4.7.Experimentos de Inibição Enzimática (AChE)   

 

Nossos estudos de inibição da enzima AChE  pelo complexo cis-

[Ru(phen)2(4apy)2]
2+ e seus fotoprodutos cis-[Ru(phen)2(4apy)(OH2)]

2+, cis-

[Ru(phen)2(OH2)2]
2+ e trans-[Ru(phen)2(OH2)2]

2+ em meio fisiológico tem como 

interesse a obtenção de compostos que sejam inibidores seletivos desta enzima 

para o tratamento da MA, porém evitando os efeitos colaterais indesejáveis do 

fármaco comercialmente já estabelecido Tacrinal®. Esse fármaco foi um dos 

primeiros inibidores da enzima AChE disponibilizados comercialmente, mas 

apresenta uma série de efeitos colaterais e, em muitos países, já foi proibido. 

Por este motivo, usamos nos nossos experimentos, para efeitos de 

comparação, como um inibidor padrão comercial, a Tacrina (hidrocloreto de 9-amino-

1,2,3,4-tetrahidroacridina), que é o princípio ativo do fármaco comercial  Tacrinal®. 

Os experimentos de inibição enzimática foram baseados no método de Ellman58 

descrito para absorção UV-vis usando acetilcolina como substrato. Neste método a 

atividade enzimática é medida pelo aumento da absorção a 412 nm produzida pela 
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formação do ânion amarelo quando a tiocolina presente no meio reacional reage 

com o DTNB ( max = 412 nm)42, equações 3 e 4.  

 

Para o estudo inibitório da reação de hidrólise enzimática mostrada 

acima, considerando o uso de um inibidor reversível, este pode atuar de duas formas 

diferentes, inibição competitiva e não competitiva (sendo que para muitas espécies 

inibidoras, as duas formas ocorrem concomitantemente). As reações hipotéticas 

envolvidas são mostradas na equação 5, 6 e 7. 

E + S             E + P    (5)

E + S             EI    (6)
I

ki

E + S             EIS    (7)
I

ki

 

 

 

Neste esquema o complexo inicialmente formado enzima-substrato 

(ES) pode produzir um intermediário enzima-acila (EA) com uma constante de 

velocidade k2. O inibidor (I) pode ligar-se a enzima livre E ou a EA com constantes 

de equilíbrio KI, os valores para cada constante são crescentes ou decrescentes 

conforme o inibidor, e a forma de interação deste com a enzima.  

Na Figura 23.a todos os espectros foram obtidos para a curva padrão, 

livre de inibidor, e a Figura 23.b apresenta a curva 3D dos mesmos espectros. A 

Figura 23.c mostra o gráfico com o perfil obtido da variação da absorbância em 

função do tempo para o comprimento de onda de 412 nm (λmáx do indicador 

dissociado). 

Os experimentos de inibição enzimática estudados até o momento 

foram baseados no método de Ellman adaptado. Um modelo simples das reações 
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envolvidas nesse método foi descrito na Figura 23, em que descreve as duas 

etapas: hidrólise enzimática e simples dissociação. Na Figura 23.a todos os 

espectros foram obtidos para a curva padrão livre de inibidor, a 23.b apresenta a 

curva 3D dos mesmos espectros e a 23.c o gráfico com o perfil obtido da variação 

da absorbância em função do tempo para o comprimento de onda de 412 nm (λmáx 

do indicador dissociado). 

 

 

Figura 23 espectros individuais, 23.b projeção em 3D e c gráfico em função do tempo para 
λ=412 nm. 

 

A projeção em 3D mostrado em 23.b mostra o decréscimo da banda 

em 315 nm na medida em que ocorre o aumento da banda em 412 nm. Esse efeito é 

consequência do consumo parcial da solução contendo ao mesmo tempo o 

substrato e o indicador, nesse caso, em 315 nm é a banda em que absorve o 
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indicador não dissociado DTNB. Na Figura 23.c, estão plotadas 4 diferentes curvas 

sobrepostas, sendo que cada curva corresponde a uma réplica do experimento e a 

curva média obtida a partir da triplicata. 

Com a curva padrão efetuou-se, em seguida, vários experimentos onde 

foi avaliado o potencial inibidor dos complexos envolvidos no trabalho, dos ligantes 

livres, todos comparados com relação ao inibidor padrão Tacrina. A concentração 

utilizada para cada experimento foi de 3,7 µM que, como será mostrado nos 

próximos tópicos, corresponde à uma atividade enzimática próxima de 20% e 

representa o triplo do valor de IC50 para cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+. Todos os 

experimentos foram realizados em triplicata e o padrão de inibição para cada um dos 

experimentos foi avaliado a partir da curva média. 

Nas Figuras 24.a e 24.b, estão representados os gráficos obtidos dos 

espectros contínuos e a curva média em função do tempo para o ligante livre 4-

aminopiridina. 

  

Figura 24 Em 24.a todos os espectros medidos com 3,7 µM de 4apy e em 24.b a curva 
média em função do tempo. 

 

As Figuras 25.a e 25.b apresentam os gráficos para o mesmo 

experimento com teste de protótipo inibidor para o ligante 1,10-fenantrolina. 
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Figura 25 Espectros contínuos em 25.a, e curva média e triplicata em função do tempo em 
25.b. 

 

As próximas Figuras 26, 27, 28 e 29 referem-se aos mesmos 

experimentos, agora para os complexos cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+, cis-

[Ru(phen)2(4apy)(H2O)]2+ e cis-[Ru(phen)2(OH2)2]
2+ respectivamente.  

A fim de avaliar os efeitos dos substituintes ligados diretamente ao 

ligante fenantrolina, efetuou-se experimentos com o complexo cis-[Ru(Cl-

phen)2(4apy)2]
2+ para avaliar o efeito do substituinte Cl no ligante phen sobre a 

atividade inibidora enzimática da AChE. A fenantrolina substituída com um Cl 

apresenta um pka (3,73) mais ácido do que o fenantrolina não substituída, pka 

(4,68). A Figura 29 contém os dois gráficos para esse complexo, seguindo a mesma 

metodologia usada nos compostos anteriores. 

      

Figura 26 Espectros contínuos em 26.a e curva média em função do tempo para o 
complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2]

2+ em 26.b. 
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Figura 27 Espectros contínuos para o teste de inibição com o complexo cis-
[Ru(phen)2(4apy)(OH2)]

2+ em 27.a, medidas em função do tempo, e curva média em 27.b. 

 

    

Figura 28 Espectros contínuos para o composto cis-[Ru(phen)2(OH2)2]
2+ estão 

representados em 28.a e a curva média e triplicata em função do tempo em 28.b. 

 

A fim de avaliar os efeitos dos substituintes ligados diretamente ao 

ligante fenantrolínico, efetuou-se um experimento com o complexo contendo o 

substituinte Cl, que apresenta um pka mais baixo do que o pka da fenantrolina não 

substituída. A Figura 29 contém os dois gráficos para esse complexo, seguindo a 

mesma metodologia utilizada nos compostos anteriores. 
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Figura 29 Espectros contínuos para o complexo cis-[Ru(5Cl-phen)2(4apy)2]
2+ e, em 29.b, 

evolução da absorbância em 412 nm em função do tempo. 

 

Com relação ao padrão usando a Tacrina, a curva 30.b mostra apenas 

os 50 primeiros minutos de reação enzimática. O experimento total foi de 12 horas, 

porém não foi feito o registro total, pois, depois de 3 horas, o efeito da hidrólise não 

enzimática do substrato acetiltiocolina no pH=8,0 sobrepõe os efeitos da hidrólise 

enzimática e, então, os dados coletados não são mais significativos. 

 

Figura 30 Espectros contínuos, em 30.a, usando como inibidor padrão a Tacrina e, em 30.b, 
evolução temporal da absorbância para o comprimento de onda de 412 nm. 

 

Os dados obtidos (Abs vs Tempo) foram tratados em termos de 

velocidade de reação, determinado pelo quociente da variação da absorbância pelo 
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tempo, que então é dividido pelo coeficiente de absortividade molar do indicador 

ionizado (íon TNB), Figura 31. Tomou-se o cuidado para que o intervalo de tempo 

selecionado mantivesse a relação com melhor linearidade possível, uma vez que, 

uma curva não linear pode mascarar efeitos que não são considerados no cálculo da 

velocidade de reação. O intervalo de tempo das medidas também foi minimizado 

para evitar a interferência provocada pela inibição não enzimática. 

 

Figura 31 No gráfico 31.a, as curvas de reação enzimática usando diferentes fragmentos e 
o complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2]

2+, como inibidores em comparação com a Tacrina. Em 
31.b, comparação entre com os 3 complexos estudados como inibidores na curva de reação 
de hidrólise enzimática. 
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Figura 32 Gráfico de barras para a velocidade de reação enzimática para os diferentes 
inibidores comparados com o inibidor comercial Tacrina e com a reação enzimática livre de 
inibidor. 

 

Os resultados obtidos mostram que os complexos inibem a atividade 

da enzima AChE enquanto a molécula bioativa livre  4apy e o ligante phen não 

atuam como inibidores desta enzima (segundo método de Ellman aplicado).  Ainda, 

a inibição enzimática segue a ordem de aquação do complexo precursor: cis-

[Ru(phen)2(4apy)2]
2+ > cis-[Ru(phen)2(4apy)(H2O)]2+ > cis-[Ru(phen)2(OH2)2]

2+ > 

trans-[Ru(phen)2(OH2)2]
2+.   

Esta ordem mostra que a coordenação da 4apy ao fragmento 

[Ru(phen)2]
2+ favorece a inibição da AChE. Ao mesmo tempo cabe relembrar que a 

4apy não inibe a enzima AChE mas atua na MA promovendo o aumento no nível de 

acetilcolina. Estes resultados sugerem que o complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+ 

apresenta características estruturais que são essenciais para a interação com a 

enzima AChE.   
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Nestes estudos avaliamos também o efeito do tempo de incubação do 

complexo com a atividade inibidora enzimática, Figuras 33, 34 e 35. Os resultados 

obtidos mostram que o complexo precursor não apresentou alteração da atividade 

inibidora com o tempo de incubação. Entretanto o complexo III apresentara um 

aumento da atividade inibitória com o tempo de incubação, sugerindo a participação 

direta destes complexos no processo catalítico provavelmente pela troca da água 

coordenada por um sitio de ligação na enzima, o complexo V, não foi testado, pois 

com o tempo de experimento ocorre a conversão total da forma trans para cis. 

 

Figura 33 Gráfico de delta taxa de reação segundo variação no tempo de incubação do 
complexo III com a enzima AChE. 
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Figura 34 Gráfico de delta taxa de reação segundo variação no tempo de incubação do 
complexo IV com a enzima AchE.. 

 

Figura 35 Gráfico de delta taxa de reação segundo variação no tempo de incubação do 
complexo IV com a enzima AChE. 
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Neste contexto determinamos as constantes de velocidade de 

Michaelis-Menten da hidrólise do substrato catalisada pela enzima, para o inibidor, 

cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+seguindo as equações 5, 6 e 7.  

Os resultados estão apresentados na Figura 36 e Tabela 8. Visto que 

o valor de Km aumenta com o aumento da concentração do complexo sugere-se que 

a inibição da atividade da enzima acetil colinesterase pelo complexo ocorre por um 

mecanismo de inibição competitiva reversível. Km = 93,362 µM; Km = 903,342 µM e 

Km = 1382,704 µM para as concentrações de 0; 1,85 e 7,4 µM do complexo VI. No 

Apêndice 1, estão os gráficos de regressão linear, assim como a equação da reta 

obtidos para o complexo VI, referentes ao gráfico na Figura 36.   

 

Figura 36 Gráfico de Linear-Buck para obtenção dos parâmetros de cinética de inibição 

segundo as equações de Michaelis-Menten. 

 

A extensão da inibição da AChE determina se o inibidor é tóxico ou 

farmacológico. A eficiência de inibição da AChE por uma dada substância pode ser 

avaliada pela constante de inibição (kI) que pode ser calculada pelo gráfico kM/Vmax 

VS [inibidor]. 
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A Tabela 8 mostra o valor obtido para a constante de inibição (kI), do 

complexo cis em relação a uma série de compostos descritos na literatura. Espera-

se que um bom inibidor apresente tanto um baixo valor de kI como um baixo valor de 

citotoxicidade. Para maior clareza a Figura 37 contém a estrutura das estruturas 

comparadas na Tabela 8, com exceção do Complexo VI e da Tacrina já exibidas na 

lista de estrutura. 

 

 

Huperzine-A 

 

 

Rivastigmina 

 

F20tetrafenilporfirina 

 

F20TPPFeCl 

Figura 37 Representação das estruturas utilizadas como comparação com relação aos 

valores de constante de inibição KI. 
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Tabela 8 Valores de KI (constante de inibição) para o complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+ 

calculado, em comparação com os valores extraídos da literatura para inibidores 
reconhecidos, e outros derivados de porfirina. 

Inibidor KI (M) 

Tacrina85 0,031 

Huperzina-A85 0,0046 

Rivastigmina86 0,5 

F20Tetrafenilporfirina87 15 

F20TPPFeCl87 2,21 

cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+ 

20 

 

Os resultados da Tabela 8 mostram que tanto a huperzina-A como a 

Tacrina são os mais eficientes inibidores da AChE enquanto o complexo cis-

[Ru(phen)2(4apy)2]
2+ apresenta inibição similar as porfirinas. É descrito na literatura85 

que a Tacrina atua como um inibidor da AChE na presença de  acetilcolina como 

substrato tanto como inibidor competitivo como não competitivo. A constante de 

inibição considerando apenas a inibição competitiva é de 65 µM (três vezes maior 

que o obtido para o complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+ ) o que leva a concluirmos 

que em termos de um mecanismo de ação competitivo e reversível o complexo é 

superior a Tacrina com a vantagem de não levar ao comprometimento da enzima e 

substrato pelo mecanismo de inibição não competitivo, o que pode ser responsável 

pela alta toxicidade da Tacrina. 

Desde a década de 50 vários trabalhos demonstram a habilidade 

inibidora enzimática dos complexos polipiridinicos de Ru(II)88. O complexo 

[Ru(phen)3]
2+ por exemplo liga-se a enzima AChE com afinidade da ordem de 

micromolar da constante de inibição.  

MULCAHY e colaboradores88, por exemplo, reuniram os dados de 

inibição da AChE para 28 complexos polipiridinicos de Ru(II) em um diagrama de 

inibição da atividade enzimática vs complexo, Figura 38. Para localizarmos a 

atividade do complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+ neste diagrama refizemos nossos 

experimentos de inibição da AChE usando as mesmas condições experimentais 

descritas por Mucalhy. Para isso foram realizadas 12 medidas de velocidade de 

reação enzimática pelo método de Ellman utilizando concentrações de 0,025 até 51 

µM do complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+, em uma concentração de 0,3 mM de 
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substrato iodeto de acetilcolina. As velocidades de hidrólise enzimática em função da 

concentração de inibidor estão mostradas no gráfico normalizado de atividade 

enzimática. 
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Figura 38 Valores de atividade enzimática normalizada em função da concentração de 
inibidor (Complexo VI). Os pontos representam os valores obtidos pelo método de Ellman e 
a linha azul representa a regressão logarítmica com limite no intervalo dos pontos traçados. 

 

O complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+ apresentou um valor de IC50 de 

1,38 µ molL-1. A atividade enzimática determinada para 1µM de inibição enzimática 

determinada em termos de porcentagem equivale a 55,92 %. Quando comparado 

aos 28 complexos polipiridinicos de Ru(II), o complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+ 

posiciona-se entre os 8 compostos com menor concentração para atividade 

enzimática (Figura 39). 
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Figura 39 Gráfico adaptado88 da porcentagem de inibição da atividade enzimática (AChE) 
segundo a pequena biblioteca de 28 complexos polipiridínicos, à 1µM de inibição, a linha 
vermelha representa o limite delimitado pela porcentagem de inibição referente ao complexo 
cis-[Ru(phen)2(4apy)2]

2+. 

 

É interessante notar que moléculas grandes e hidrofóbicas como as 

porfirina (Tabela 8 e Figura 37) e complexos de Ru(II) como [Ru(phen)3]
2+ são bons 

inibidores da AChE89.  Sugimoto e colaboradores 1995 propuseram um modelo de 

sitio ativo para AChE. De acordo com este modelo, a enzima apresenta quatro sítios 

ativos: sitio para ligação hidrogênio, um sítio de carga negativa, e dois sítios 

hidrofóbicos. Portanto, o efeito inibitório dos complexos estudados podem ser 

explicados por uma adsorção hidrofóbica do complexo no centro ativo da enzima 

e/ou em termos de similaridades conformacionais que favorecem a interação 

complexo/enzima. O complexo cis tem as características necessárias para interagir 

com estes sítios: a phen pode ligar-se aos sítios hidrofóbicos, a carga positiva total 

do complexo e o grupo amino protonado da 4apy podem interagir com o sitio 

negativo. Estas observações estão de acordo com estudos de lipofilicidade 

realizados recentemente em nosso laboratório para o complexo cis-

[Ru(phen)2(4apy)2]
2+ logP= -1,11 e para o ligante 4apy livre logP= -0,97.  
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Para auxiliar a análise estrutural dos dados plotados na Figura 39 

(adaptado da literatura), a Figura 40 exibe os complexos que apresentaram a 

melhor atividade inibitória (complexos “e” e “t”) com base nos valores de IC50 de 

inibição, assim como os três compostos com atividade inibitória mais próxima do 

valor de IC50 do complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+ (complexos “d”, “p” e “q” ). 

 

 

Complexo D                            Complexo E 

 

Complexo T 
 

Complexo P 

 

Complexo Q 

Figura 40 Complexos com maior atividade inibitória IC50 (estruturas e e t), e complexos com 
valores de IC50 inibitório mais próximo do complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2]

2+ (estruturas p, q 
e d) adapatados da referência Figura 39. 

  

Para efeitos de comparação realizamos estudos de inibição da AChE 

por espectroscopia de luminescência. Este método possibilita maior sensibilidade, 

pois o sistema envolve apenas a reação enzimática e está livre de contratempos 

como a hidrólise não enzimática. Estes experimentos são descritos a seguir. 
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4.7.1.Experimentos de Inibição Enzimática (método de Fluorescência). 

   

 Como citado anteriormente, este método baseia-se, na detecção do íon 

indoxilato, gerado em solução pela hidrólise do substrato acetato de indoxila. 

Primeiramente foram efetuados uma série de testes para adequar as melhores 

condições experimentais as condições dos compostos de nosso interesse. As 

medidas foram realizadas por acompanhamento da reação enzimática em um 

espectrofluorofotômetro, com leituras em intervalos de 60 segundos, ao final da 

reação (cerca de 20 a 30 minutos), a taxa de reação é dada em função do quociente 

do delta intensidade de emissão relativa em função do tempo, estes testes foram 

feitos com e sem a presença dos inibidores, além do uso do inibidor comercial 

Tacrina®. 

 A Figura 41.a e 41.b mostra todos os espectros projetados, e o gráfico 

contendo o máximo de emissão em função do tempo para a medida em triplicata 

respectivamente.  

   

Figura 41 função do tempo (em destaque a triplicata para a reação padrão livre de inibidor, 
e a reação contendo 3,7μM do composto cis-[Ru(phen)2(4apy)2]

2+). 

 

 O mesmo protocolo foi seguido para os demais complexos envolvidos 

no mesmo sistema fotoquímico, na Figura 42.a, 42.b e 42.c, são mostrados os 

espectros obtidos em um tempo de reação para cada um dos complexos testados 

como inibidor, complexo III, IV e V respectivamente. 
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Figura 42 Espectros de emissão obtidos, para a reação de hidrólise enzimática utilizando 
3,7 μM do complexo cis-[Ru(phen)2(OH2)2]

2+ em 42.a. cis-[Ru(phen)2(OH2)(4apy)]2+ 42.b e 
trans-[Ru(phen)2(OH2)2]

2+ no gráfico 42.c. 
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Figura 43 Gráfico de barras, contendo a taxa de reação enzimática obtida pelo método de 
fluorescência, utilizando 3,7 μM para cada protótipo inibidor. 

 

 Ambos os métodos de inibição utilizados neste trabalho mostraram 

uma concordância quanto ao padrão de inibição, frente aos diferentes substratos e 

as condições exigidas para cada experimento. No geral o complexo de partida no 

sistema fotoquímico foi o que apresentou o maior padrão de inibição, e na medida 

em que ocorre a troca dos ligantes piridínicos pelos ligantes aquo, ocorre a perda na 

eficiência da interação do complexo (produto formado) com a enzima AChE. O 

próximo experimento idealizado mostra resultados do estudo de inibição enzimática 

acompanhado da liberação dos ligantes piridínicos por meio da fotólise contínua, a 

fim de verificar se essa liberação dos ligantes in situ apresenta o mesmo padrão 

observado anteriormente. 
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4.8.Experimentos Combinados (Fotoquímica e Inibição Enzimática)  

 

Estes experimentos combinados de fotoquímica e de inibição 

enzimática visam simular da melhor maneira as condições de terapia in vitro dos 

compostos estudados. Os experimentos foram conduzidos da mesma forma que os 

estudos de inibição anteriormente mencionados, porém a cada intervalo de medida a 

amostra foi irradiada em um reator fotoquímico de 420 nm. 

Para melhor visualização dos resultados utilizou-se uma concentração 

de 0,03 mM de inibidor e foram efetuadas medidas com e sem fotoquímica (para 

revalidar as curvas de hidrólise enzimática para novas concentrações). Foram 

efetuadas também as medidas de inibição enzimática usando apenas a fotoquímica 

sem qualquer inibidor, a fim de avaliar se a fotoquímica não altera a natureza da 

reação. 

Na Figura 44, estão plotados os gráficos de inibição enzimática com 

fotoquímica para o complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+. 

 

 

Figura 44 Em a, curva média para as medidas de inibição enzimática acompanhados 
fotoquimicamente e, em b, comparação da curva média com e sem fotoquímica (método de 
Ellman). 

 

Segundo os dados referentes aos gráficos da Figura 44.a e 44.b, o 

processo de fotólise contínua altera de maneira significativa a forma de interação da 

enzima AChE com o complexo e os dados acima estão de acordo com os dados de 
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inibição no item 4.7, onde os produtos da fotoquímica possuem uma inibição menor 

que o complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+. 

Na Figura 45, são apresentados os gráficos de inibição acompanhados 

pelo processo de fotólise contínua para o complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)(OH2)]
2+ 

com e sem fotoquímica e também os gráficos de fotoquímica e inibição comparados 

para estes dois complexos. 

 

 

 

Figura 45 Curvas do experimento combinado para o complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)(OH2)]
2+ 

em a. Curva média comparada com e sem o processo de fotólise em b. Comparação dos 
experimentos com fotoquímica entre os complexos cis-[Ru(phen)2(4apy)2]

2+ e cis-
[Ru(phen)2(4apy)(OH2)]

2+ em c e comparação com e sem a fotoquímica para os mesmos 
complexos em d. 

 

 Com base nos gráficos mostrados na Figura 45, o processo de fotólise 

também minimiza a interação do complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)(OH2)]
2+ com a 
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enzima AChE e, quando comparado com os dados da reação enzimática para o 

complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+, observou-se que a medida que a fotólise atua 

sobre o complexo VI o perfil da curva para reação de hidrólise enzimática se 

aproxima dos dados obtidos para o complexo IV sem a fotoquímica, reforçando os 

resultados obtidos para o experimento anterior. 

 

4.9.Experimento de Citotoxicidade e IC50 

 

As culturas de células 3T3 e NG97 foram preparadas em placas de 

Petri e previamente encubadas em atmosfera de CO2 com temperatura constante de 

370 C, por 72 horas, para a posterior adição da solução tampão pH= 7,4 dos 

complexos cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+, cis-[Ru(phen)2(H2O)2]

2+, cis-

[Ru(phen)2(4apy)(H2O)]2+ e o ligante 4-aminopiridina, deixadas por mais 48 horas. 

Utilizou-se o método do violeta cristal para a leitura espectrofotométrica dos ensaios, 

utilizou-se a leitora de placas ASYS UVM 340. Todas as medidas foram feitas em 

triplicata utilizando placas contendo 96 poços. 

Todas as medidas obtidas foram confrontadas com o controle celular, a 

Figura 46 exibe os gráficos e viabilidade celular em função da concentração da 

espécie no meio de cultura (complexos III, IV e VI) para as células do tipo 3T3 e na 

Figura 47 os gráficos obtidos para as medidas de viabilidade celular em função da 

concentração dos complexos III, IV, VI e do ligante 4-aminopiridina livre para células 

do tipo NG97. Para obter os valores de IC50 de citotoxicidade para cada uma das 

espécies estudadas, foram obtidos gráficos com a viabilidade celular em função da 

concentração das espécies seguido pela regressão polinomial de segunda ordem. 

Estes gráficos assim como a função obtida por meio da regressão polinomial são 

exibidos no Apêndice 2. 
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Figura 46 Gráficos e viabilidade celular em função da concentração da espécie no meio de 
cultura (complexos III, IV e VI) para as células do tipo 3T3. 
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Figura 47 Gráficos e viabilidade celular em função da concentração da espécie no meio de 
cultura (complexos III, IV, VI e o ligante 4-aminopiridina livre) para as células do tipo NG97. 

 

A Figura 48 traz as fotos tiradas do meio de cultivo das células 

contendo a espécie em estudo (complexos III, IV, VI e o ligante 4-aminopiridina livre) 

em placas de 96 poços utilizado na medida espectrofotométrica. 

 

 

 

Figura 48 Fotos tiradas do meio de cultivo celular contendo a espécie em estudo 
(complexos III, IV, VI e o ligante 4-aminopiridina livre) em placas de 96 poços utilizado na 
medida espectrofotométrica. 

 

Para melhor visualização dos dados de citotoxicidade, a Figura 49, 

contém o gráfico dos valores de IC50 obtidos pelas curvas de regressão polinomial 

de segunda ordem (Apêndice 2). 
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Figura 49 Gráfico contendo os valores de IC50 de citotoxidade para os complexos (III, IV e 
VI) e o ligante 4-aminopiridina, frente às células 3T3 e NG97. 

 

Estes valores de citotoxicidade IC50= 39,59; 39,84 para o complexo VI, 

IC50= 23,3; 60,83 para o complexo IV, IC50= 54,18; 40,13, para o complexo III 

mostram que os produtos de fotólise IV e III, apresentam em média uma toxicidade 

mais baixa que o composto cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+. O valor mais alto de IC50 do 

ligante livre 4-aminopiridina, associado à variação dos complexos, indica que a 

fotólise neste caso também pode ser usada em terapia como proposta a regular a 

toxicidade do sistema como tudo, aliando a atividade inibitória do complexo VI, com 

a atividade bloqueadora da 4-aminopiridina, e redução dos efeitos citotóxicos. 
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4.10 Experimentos de Emissão in situ 

 

 

Preparou-se uma solução 0,5 mM do complexo cis-

[Ru(phen)2(4apy)2]
2+ em meio de cultura livre de corante contendo 1% de DMSO, o 

sistema junto com a cultura de células (células cancerosas de colo do útero) foi 

previamente mantido em uma incubadora de CO2 por 3 horas. As medidas de 

emissão in situ foram obtidas em um microscópio confocal Zeiss modelo LSM 510 

Meta, com comprimento de onda de excitação de 477 nm (LASER de Ar) e faixa de 

leitura de emissão de 600-700 nm. Na primeira etapa foram feitas apenas duas 

leituras inicial e após 1 minuto de irradiação contínua com o LASER Ar (477 nm), em 

decorrência do perfil qualitativo da perda de emissão do complexo VI em meio 

celular, efetuou-se um segundo experimento acompanhando o decaimento emissivo 

de dois diferentes pontos da lâmina de leitura, neste caso utilizou-se um tempo total 

de leitura de cerca de 7 minutos com excitação em intervalos de 5 segundos. Na 

Figura 50 as fotografias obtidas para o primeiro experimento, em destaque uma 

única célula aderente marcada pelo contraste da emissão do complexo VI (em 

ambas as figuras, destaque para a fotografia da emissão, transmitida e a 

sobreposição das duas imagens). 
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Figura 50 Imagens de microscopia confocal obtidas com o contraste emissivo do complexo 
cis-[Ru(phen)2(4apy)2]

2+. Em 50.a contraste emissivo antes da irradiação e em 50.b perda do 
contraste após 1 minuto de irradiação contínua. 

Na Figura 51 as imagens do contraste emissivo do complexo VI para 

uma fração da lâmina contendo 2 células aderentes, com irradiação contínua total de 

1 minuto. 

   

Figura 51 Imagens com o contraste do complexo VI em vermelho. 51.a imagem sem 
irradiação, em 51.b após 40 segundos de irradiação contínua, e em 51.c ao final de 1 minuto 
de irradiação, sem o contraste emissivo do complexo VI. 

 

A Figura 52 apresenta o gráfico de intensidade de emissão relativa em 

função do tempo para duas diferentes áreas da lâmina utilizada no experimento, a 

mesma figura exibe em destaque a imagem com o contraste em vermelho para as 

áreas de leitura. Neste experimento o decréscimo em emissão do complexo cis-

[Ru(phen)2(4apy)2]
2+ intracelular é bastante expressivo, seja pela irradiação contínua 

como observando a irradiação em pulsos. Antes do início da irradiação do sistema, é 
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possível observar o forte contraste do complexo por toda a extensão da célula, com 

menor intensidade no núcleo, e maior intensidade na região extranuclear devido a 

maior facilidade em permear essa extensão das células. Apesar do coeficiente de 

partição em n-octanol (logPoct) já obtido para este complexo indicar um sistema com 

caráter hidrofílico acentuado, com um baixo tempo de incubação (3 horas), foi 

possível obter uma distribuição detectável do complexo em meio celular, com um 

forte contraste emissivo. 

Todos esses indícios (experimentos in vitro comprovados com os 

estudos de emissão in situ) reforçam o potencial em aplicação deste sistema como 

uma sonda emissiva, somando assim um sistema útil no controle e administração do 

fármaco  em meio biológico.  

 

 

Figura 52 Gráfico de Intensidade de Emissão Relativa em função do Tempo, em destaque o 
decaimento da emissão do complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2]

2+ em meio celular, para dois 
diferentes pontos da lâmina fotografados e acompanhados da irradiação em pulsos de 5 
segundos. 
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5.CONCLUSÃO 
 

Foram preparados e caracterizados o complexo cis-

[Ru(phen)2(4apy)2]
2+ e os produtos de fotoquímica em meio aquoso cis-

[Ru(phen)2(OH2)(4apy)]2+, cis-[Ru(phen)2(H2O)2]
2+ e trans-[Ru(phen)2(OH2)2]

2+, as 

estruturas e propriedades físico-química destes compostos foram estudados por 

técnicas eletroquímicas (voltametria cíclica) e técnicas espectroscópicas (absorção 

na região do UV-Vis, Infravermelho, espectroscopia de luminescência e RMN-1H). 

As propriedades fotoquímicas deste sistema foram estudadas a nível 

teórico por meio de cálculos computacionais, implementando como nível de 

aproximação o método do funcional de densidade DFT, para o estado singleto de 

menor energia, e o primeiro estado tripleto excitado. Observou-se neste caso a 

degenerescência entre os níveis de energia que compreendem as transições TCML 

e CM (quando o complexo VI passa do estado singleto para o estado tripleto), e que 

o estado CM3 possuí uma grande contribuição do orbital ζ* no eixo de ligação, tal 

fato em um processo dinâmico (solvente básico e temperatura ambiente) leva a 

fotólise dos ligantes 4-aminopiridina, comprovando assim seu potencial em atuar 

como veículo destes ligantes. 

Os experimentos de inibição enzimática efetuados por dois diferentes 

métodos (método colorimétrico de Ellman e método de emissão) revelaram que 

dentre as estruturas do sistema em estudo, apenas o complexo VI possui uma 

atividade inibitória apreciável (IC50= 1,87 μM) por um mecanismo de inibição do tipo 

competitivo, e que, à medida que ocorre a troca dos ligantes 4apy pelos ligantes 

aquo ocorre consequentemente uma redução da atividade inibitória. Com isso duas 

diferentes hipóteses podem ser aplicadas em uso terapêutico: inibição da enzima 

AChE (hipótese colinérgica) e bloqueio dos canais de potássio (estratégia 

compensatória). 

Os estudos de citotoxicidade mostraram que o complexo VI apresenta 

em média a maior citotoxicidade frente as células (NG97 e 3T3), e que ocorre um 

decréscimo na atividade citotóxica a medida em que são liberados os produtos de 

fotólise em meio aquoso (devido a menor citotoxicidade tanto dos fotoprodutos como 

do ligante 4-aminopiridina livre). Essa relação entre as atividades citotóxicas indica 
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que essa propriedade também pode ser considerada para fins terapêuticos, 

utilizando como controle de dosagem a regulação toxica do sistema. 

A diminuição regular e significativa da emissão do complexo VI (em = 

640 nm) com a liberação da aminopiridina (detectada por voltametria cíclica e por 

luminescência, assim como nos experimentos de emissão in situ) nos fornece 

indícios da viabilidade de uso destes complexos como sondas biológicas 

luminescentes. Estes experimentos mostram também que é possível o controle da 

dosagem do fármaco a ser liberado e a seleção do local de entrega no organismo. 

Em síntese, uma análise quantitativa das atividades biológicas 

estudadas, observou-se que com a concentração de 0,5 mM o complexo VI 

apresentou atividade emissiva in situ, sem que isso implicasse em qualquer dano ao 

cultivo celular, essa mesma concentração equivale a uma viabilidade celular próxima 

de 100% (segundo os estudos de citotocixidade para ambas as células NG97 e 3T3) 

e com relação a atividade inibitória, essa concentração é cerca de 250 vezes 

superior a concentração do IC50 inibitório obtido para o mesmo complexo. Essa 

relação sustenta o potencial promissor deste sistema metalofármaco multifuncional. 

Do nosso conhecimento esta é a primeira vez que se observa um 

complexo de metal de transição atuando simultaneamente como sistema de entrega 

de fármaco e sonda luminescente. Para que isto fosse possível a energia da ligação 

e a cinética da reação deve estar em “sincronia”. Potencialmente esta tecnologia 

pode ser usada para acompanhar a associação das proteínas nos sistemas vivos em 

tempo real. Além do mais, a luminescência não é uma técnica invasiva nem 

destrutiva pelo menos nos comprimentos de onda em que estamos trabalhando. 
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APÊNDICE 1 

Segue abaixo o gráfico de regressão linear obtido para o experimento 

de determinação de parâmetros de Michaelis-Menten, para 0; 1,85 e 7,4 µM do 

complexo cis-[Ru(phen)2(4apy)2]
2+ respectivamente. 
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APÊNDICE 2 

Os gráficos a seguir exibem os valores de IC50 obtidos para os 

complexos III, IV, VI e 4-aminopiridina, a partir das medidas de regressão polinomial 

de segunda ordem. Respectivamente os complexos III, IV, VI para as células do tipo 

3T3, e para os complexos III, IV, VI e 4-aminopiridina livre com células do tipo NG97. 
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