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RESUMO 

 

Um dos grandes desafios na concepção de medicamentos é a identificação de compostos com 

potencial toxicidade para as células-alvo e a compreensão do seu modo de ação. Nesta tese, 

foi analisada a propriedade antitumoral do complexo de rutênio mer-[RuCl3(dppb)(VPy)] 

(dppb = 1,4-bis(difenilfosfina)butano e VPy = 4-vinilpiridina) (RuVPy), e os resultados 

mostraram que este composto levou a uma taxa de mortalidade de 50% de células de câncer 

de laringe (HEp-2) com 120 ± 10 µmol L
-1

, indicando sua alta toxicidade. Para a compreensão 

do modo de ação em nível molecular deste complexo, associada à sua interação com 

membranas celulares, monocamadas de Langmuir foram utilizadas como um modelo simples 

de membrana. O RuVPy apresentou um forte efeito sobre as isotermas de pressão de 

superfície, especialmente sobre as propriedades elásticas do zwitteriônico 

dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) e dos fosfolipídios carregados negativamente 

dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG) e dipalmitoilfosfatidilserina (DPPS). Resultados dos 

parâmetros termodinâmicos indicaram que há miscibilidade entre os componentes das 

monocamadas mistas não ideais. Interações preferencialmente atrativas e repulsivas foram 

constatadas entre o RuVPy e os fosfolipídios zwitteriônico e aniônicos, respectivamente, 

sendo a monocamada mista de DPPS/RuVPy energeticamente desfavorável. A interação entre 

o grupo de maior densidade eletrônica do RuVPy, obtido por cálculo de teoria funcional da 

densidade (DFT), e o grupo fosfato dos fosfolipídios foi confirmada por espectroscopia de 

infravermelho de reflexão e absorção de modulo polarizado (PM-IRRAS) realizada na 

interface ar-água. Prova desta interação foi constatada por resultados eletroquímicos dos 

filmes Langmuir-Blodgett da mistura fosfolipídio/RuVPy. A presença do complexo no 

substrato condutor, por ter maior densidade eletrônica, forma “defeitos” na monocamada dos 

fosfolipídios aumentando o acúmulo de elétrons na interface eletrodo/solução tornando o 

material mais permeável. Desta forma, é evidente que além de eventuais contribuições de 

outros receptores ou componentes celulares não poderem ser descartadas, os resultados aqui 

apresentados trazem os efeitos significativos nas membranas celulares que provavelmente 

estão associados à alta toxicidade do RuVPy.  

 

Palavras-chave: complexo de rutênio, anticancerígenos, fosfolipídios, filmes de Langmuir. 

  



 

ABSTRACT 

 

One of the major challenges in drug design is to identify compounds with potential 

toxicity toward target cells, preferably with molecular-level understanding of their mode of 

action. In this study, the antitumor property of a ruthenium complex, mer-

[RuCl3(dppb)(VPy)] (dppb = 1,4-bis(diphenylphosphine) butane and VPy = 4-vinylpyridine), 

(RuVPy) was analyzed. Results showed that this compound led to a mortality rate of 50% of 

human laryngeal carcinoma HEp-2 cell with 120 ±10 mol L
-1

, indicating its high toxicity. 

Toward a better understanding if its mode of action is associated with its interaction with cell 

membranes, Langmuir monolayers were used as a membrane model. RuVPy had a strong 

effect on the surface pressure isotherms, especially on the elastic properties of the zwitterionic 

dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) and the negatively charged 

dipalmitoylphosphatidylglycerol (DPPG) and dipalmitoylphosphatidylserine (DPPS) 

phospholipids. Results of thermodynamic parameters indicated miscibility between the 

components is not ideal mixed monolayers. Preferably attractive and repulsive interactions 

between RuVPy and zwitterionic or anionic phospholipids, respectively, are observed with 

the mixed monolayer of DPPS/RuVPy energetically unfavorable. These data were confirmed 

by polarization-modulated infrared reflection-absorption spectroscopy (PM-IRRAS). In 

addition, interactions between the positive group from RuVPy and the phosphate group from 

the phospholipids were corroborated by density functional theory (DFT) calculations, 

allowing the determination of the Ru complex orientation at the air-water interface. Proof of 

this interaction was confirmed by electrochemical results of Langmuir-Blodgett films of the 

phospholipid/RuVPy mixture. The presence of the RuVPy on the conductor substrate, which 

presents higher electron density, form "defects" in the monolayer of phospholipids increasing 

the accumulation of electrons in the electrode/solution interface making it more permeable 

material. Although possible contributions from receptors or other cell components cannot be 

discarded, the results reported here represent evidence for significant effects on the cell 

membranes which are probably associated with the high toxicity of RuVPy. 

Keywords: Ruthenium complex, anticancer, phospholipids, Langmuir films. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Segundo o Instituto Nacional de Câncer José Alencar Gomes da Silva (INCA), 

aproximadamente 576 mil novos casos de câncer são estimados para o ano de 2014 no Brasil 

[1]. Segundo a definição deste instituto, Câncer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 

doenças que têm em comum o crescimento desordenado (maligno) de células que invadem os 

tecidos e órgãos, podendo espalhar-se (metástase) para outras regiões do corpo. Esse 

crescimento desordenado só ocorre quando uma célula normal sofre alterações no DNA de 

seus genes, uma mutação genética. As alterações podem ocorrer em genes especiais, 

denominados protooncogenes, que a princípio são inativos em células normais, mas podem 

vir a transformar-se e serem responsáveis pelo surgimento destas células de câncer. Os 

diferentes tipos de câncer correspondem aos vários tipos de células do corpo. Se o câncer tem 

início em tecidos epiteliais, como pele ou mucosas, ele é denominado carcinoma. Se começa 

em tecidos conjuntivos, como osso, músculo ou cartilagem, é chamado de sarcoma. Os termos 

“câncer”, “neoplasia maligna” e “tumor maligno” são sinônimos e distinguem-se dos tumores 

benignos pelo poder de invasão e capacidade de disseminar-se para outras partes do corpo [2]. 

Dentre os tratamentos mais conhecidos desta doença pode-se citar: (i) cirurgia, procedimento 

médico que extrai o tumor cancerígeno quando as condições iniciais são favoráveis, (ii) 

radioterapia, terapia na qual radiação é utilizada para destruir tumores localizados que não 

podem ser removidos por cirurgia, ou ainda, aplica-se nos locais onde se extraiu os tumores 

para evitar o retorno destes e (iii) quimioterapia, onde medicamentos são aplicados no intuito 

de destruir, inibir ou controlar células de câncer, sendo administrados por via oral, venosa ou 

intramuscular [3]. Normalmente altas doses dos quimioterápicos são utilizadas para destruir 

as células neoplásicas e preservar as normais [4], podendo ainda ocorrer terapia combinada, 

onde é associado mais que um tipo de tratamento. Um fator muito importante para o sucesso 

destes tratamentos depende de um diagnostico precoce da doença [5], sendo de grande 

relevância nesta etapa compostos inorgânicos, utilizados no diagnostico como é o caso de 

complexos de Gd3+, como marcador em exames de ressonância magnética, e BaSO4, como 

agente de contraste em exames de Raio-X [6, 7]. 

No tratamento quimioterápico utilizam-se classes de medicamentos variadas, sendo 

estes atuantes nas diferentes etapas de síntese, transcrição e tradução de DNA, o que é muito 
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importante, pois garantem eficácia na ação em células que estão em diferentes etapas da vida 

celular.  

Dentro do conjunto de drogas antineoplásicas conhecidas inclui-se agentes químicos que 

podem impedir o desenvolvimento de tumores através da inibição do crescimento celular ou 

pela morte das células que estão se replicando de forma continuada [8]. Estes medicamentos 

são comumente conhecidos como agentes antineoplásicos ciclo-celular específico (CCS do 

inglês “Cell Cycle-Specific”). Exemplos destes compostos são alguns hormônios, compostos 

naturais e metabólitos. Outro tipo de agentes antineoplásicos conhecidos são os de ciclo-

celular não específico (CCNS do inglês “Cell Cycle-NonSpecific”) que exibem efeito 

citotóxico em células, podendo interagir ou intercalar com DNA, mas também atuam em 

outros sistemas dentro das células. Segundo algumas definições de citotoxicidade esta pode 

ser atribuída a característica de destruição celular ou ainda a mudanças metabólicas ou uma 

alteração de sinalização célula-célula, que poderia promover um aumento inflamatório ou 

uma resposta alérgica[9]. Dentro do grupo CCNS encontram-se alguns antibióticos, 

compostos alquilantes e os complexos de platina [5, 10]. O complexo cis-

diaminodicloroplatina (II) (cis-[PtCl2(NH3)2]), conhecido como cisplatina, foi descoberto em 

1844 por Peyrone e é atualmente um dos compostos mais utilizados no tratamento do câncer 

[11]. No entanto, sua atuação antitumoral foi descoberta somente em 1964, quando em 

ensaios realizados por Barnet Roserberg com aplicação de um campo elétrico em células 

bacterianas de Escherichia Coli, via eletrodos de Pt, causavam inibição da divisão celular [12, 

13, 14]. Anos posteriores [15, 16] foi descoberto que a administração deste complexo ocorre 

via corrente sanguínea, onde mantém sua neutralidade devido a grande concentração de íons 

Cl
-
 no plasma. A característica neutra do complexo facilita a passagem pela membrana celular 

e nuclear. Contudo ao adentrar a célula, um ambiente com baixa concentração de Cl
-
, este 

complexo pode formar espécies catiônicas que são atraídas eletrostaticamente pelo DNA, o 

qual apresenta grupos carregados negativamente como fosfatos, e se coordenam com as bases 

nucleicas. Com a coordenação, a fita de DNA curva-se e desenrola-se parcialmente, sendo 

alvo de proteínas marcadoras que sinalizam esta célula para morrer em um processo 

conhecido como apoptose. Apesar de reconhecida eficiência, a cisplatina possui sérios efeitos 

colaterais como danos aos rins [17] além de ser mutagênica, genotóxica, tumorogênica em 

outros tecidos e órgãos [18]. Em estudo com cisplatina frente a células VERO, uma linha de 

células do tipo fibroblasto normais, estas sofrem alterações na morfologia e crescimento 

quando são expostas a concentrações de 25, 50, 100 ou 200 g mL
-1

 deste medicamento num 
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período de 24 e 72 [18]. Além da cisplatina, os complexos de rutênio estão entre os mais 

promissores agentes antineoplásicos pelo fato de demonstrarem atividade antimetastática, e o 

câncer metastático ser de difícil controle. Desta forma muitos esforços são realizados na busca 

de novos quimioterápicos baseados em compostos inorgânicos como complexos de rutênio, 

que apresentem menor toxicidade e maior seletividade [6]. Resultados destes trabalhos foram 

organizados em artigos de revisões [19, 20, 21, 31, 42, 44]. Dos trabalhos apresentados, 

alguns mostram a importância dos ligantes fosfínicos, mais especificamente do tipo 

bifosfinico ligados em ponte por grupos como metano, etano, propano ou butano [47, 48, 54, 

56-59], em testes de atividade biológica. Em especialmente envolvendo o estudo de inibição 

de tumores malignos, percebe-se que a toxidade destes complexos variou de acordo com o 

estado redox do metal, do tipo do ligante a ele coordenado, como também necessita de doses 

controladas do metalofármaco. 

Nesta tese explorou-se a atividade biológica do complexo bifosfínico mer-

[RuCl3(dppb)(VPy)], onde dppb = 1,4-bis(difenilfosfina)butano e VPy = 4-vinilpiridina, 

designado como RuVPy, contra a linha de célula de carcinoma de laringe humana, HEp-2 

(ATCC CCL23), e em células controle normais de rim de macaco verde africano, 

denominadas células VERO. Investigou-se o modo de ação deste complexo sobre as 

membranas celulares. As evidências para isto foram obtidas via experimentos onde o RuVPy 

foi exposto aos modelos de membrana constituídas por monocamadas de Langmuir de 

diferentes fosfolipídios, o zwitteriônico dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) e os carregados 

negativamente dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG) e dipalmitoilfosfatidilserina (DPPS). 

Cálculos termodinâmicos foram realizados e trazem uma noção qualitativa do tipo de 

interação existente entre o lipídio e o complexo. Além disso, as interações em nível molecular 

entre RuVPy e os fosfolipídios foram também confirmadas pelas mudanças observadas nas 

bandas na região do infravermelho nos espectros de reflexão-absorção modulada de 

polarização (PM-IRRAS) das monocamadas e de filmes Langmuir-Blodgett. Sobre estes 

filmes, quando estes foram caracterizados por técnicas eletroquímicas como voltametria 

cíclica e espectroscopia de impedância, uma compreensão do comportamento de transferência 

de carga do complexo RuVPy na presença dos fosfolipídios foi obtida. Além dos filmes de 

Langmuir de fosfolipídios, obteve-se vesículas lipossomais de DPPC, com o intuito de 

compreender a presença do RuVPy neste modelo de membrana. Resultados da caracterização 

dos lipossomos mostram alteração no tamanho destes devido a presença do RuVPy, o que 
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corrobora com os estudos de Langmuir onde em filmes mistos, o complexo RuVPy também 

causa alteração no formato e tamanho dos domínios dos fosfolipídios. 

 

2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Atividade biológica de complexos de Rutênio 

Os primeiros resultados de atividade biológica e atuação como agente antitumoral de 

complexos de rutênio foram descritos nos trabalhos de Dwyer e colaboradores em meados da 

década de 50 e 60 do século passado [22,23]. Inicialmente estes estudos mostraram a forte 

toxicidade do complexo Ru com n-heterocíclicos frente a animais de pequeno porte, nos quais 

doses letais na ordem de mg por kg. Quando foram realizados testes com tumores, ocorreu um 

significativo efeito de inibição quando o ligante 1,10-fenantrolina e bases correlatas estavam 

presentes [23]. Atualmente complexos metálicos de Ru são atrativos por sua baixa toxicidade 

e eficiência contra tumores resistentes à cisplatina [24]. Normalmente estes complexos 

apresentam uma gama de estados de oxidação acessíveis em condições fisiológicas (+2, +3 e 

+4), com geometria octaédrica que possibilita a interação ou intercalação com DNA devido 

aos sítios de coordenação adicionais. Outra característica dos complexos de Ru é que eles 

podem interagir com o esqueleto de fosfato e apresentam versátil troca de ligantes comparada 

aos complexos de platina [10].  

Dentre os complexos metálicos reconhecidos por sua atuação anticancerígena, 

destacam-se os complexos de Ru (III), tal como o fac-triaminotricloreto de rutênio (III) ( fac-

[RuCl3(NH3)3]), o qual é carregado para dentro das células cancerígenas pela proteína 

transportadora transferrina [25,26]. O transporte via transferrina é facilitado, pois como os 

tecidos tumorais necessitam de maior concentração de ferro, e pelo fato do Ru ser similar a 

este metal visto que ambos são pertencentes ao grupo VIII da série dos metais de transição, 

forma-se um complexo de rutênio-transferrina[27]. Outro exemplo de complexo a ser 

destacado por inibir a proliferação das células cancerígenas (câncer sólido-pulmão) e ter 

chego a etapas de testes clínicos (testado em 24 pacientes humanos) foi o HIm[trans-

RuCl4(DMSO)Im], onde Im = Imidazolium e DMSO = dimetilsulfóxido (NAMI-A), 

desenvolvido por Alessio e colaboradores [28], e o HInd[trans-RuCl4(Ind)2] (Ind = 

  



21 
 

 

 indazolium), denominado KP1019, desenvolvido por Keppler e colaboradores [29]. O 

KP1019 mostrou-se citotóxico para células de câncer por mecanismos de dissociação de 

cloreto, enquanto o NAMI-A apresenta menor toxidade em comparação com a cisplatina, mas 

apresenta atividade antimetastática, ou seja, evita a propagação de câncer [30]. Mesmo que a 

atividade antimetastática não tenha sido elucidada completamente, esta foi relacionada ao 

baixo nível de oxigênio no ambiente do tumor, o qual pode transformar as espécies de Ru (III) 

em espécies mais reativas de Ru (II). Estas espécies de Ru(II) por sua vez, podem ligar-se a 

várias biomoléculas, incluindo o DNA [31] por mecanismos, tais como: (i) ligação 

eletrostática, (ii) ligação externa à fita, (iii) ligação interna, nos entremeios da estrutura 

“groove binding” e (iv) ligação intercalativa (intercalação de grupos volumosos entre a dupla 

hélice de DNA) [32].  

Apesar do DNA ser o alvo principal dos complexos de Ru, existe evidências 

químicas e bioquímicas do envolvimento de outras biomoléculas que podem ser alvos dos 

compostos, tais como os aminoácidos, agentes redutores, hormônios, peptídeos e proteínas. 

As interações de complexos de Ru com proteínas e lipídios localizados em superfície celular, 

são do tipo não covalente, as quais dependem do tipo de ligante presente e do estado de 

oxidação do centro metálico [33,34]. Por exemplo, a atividade antitumoral de alguns 

complexos de Ru contendo ligante heterocíclico nitrogenado é atribuída à interação não 

covalente entre os anéis aromáticos do ligante e biomoléculas [35]. Em função disto, estes 

compostos são chamados de “pró-drogas”, pois seus ligantes podem ser substituídos por 

outros presentes no meio biológico, em processos de hidrólise, reações com biomoléculas no 

sangue ou no interior da célula; ou até mesmo o metal sofrer reações de óxido-redução antes 

de alcançar seu alvo biológico[36]. 

Outra classe de complexos de Ru que também tem recebido destaque é a de Ru-areno 

[37] desde os primeiros trabalhos desenvolvidos independentemente por Sadler e Dyson, os 

quais sintetizaram os complexos organometálicos [(ŋ
6
-PhC6H5)Ru(en)Cl]

+
, onde en = 1,2-

diaminoetano [38,39] e [(ŋ
6
-p-MeC6H4Pr

i
)Ru(P-pta)Cl2], onde pta = 1,3,5- triaza-7-

fosfatriciclo[3.3.1.1] decano [27,40]. Neste momento os autores não conseguiram explicar 

exatamente o modo de ação, contudo em um trabalho recente de Giannini e colaboradores 

indicam uma possível correlação entre a elevada atividade anticancerígena in vitro destes 

complexos e seu potencial catalítico para a oxidação de glutationa (GSH) [41]. 
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De forma geral percebe-se que muitos são os trabalhos que relatam a exploração de 

complexos de rutênio como potenciais agentes tumorais com mecanismo de ação diferente 

daqueles estabelecidos para os complexos de Pt [27, 29, 30, 37 ,42, 43, 44, 45, 46,]. Este fato 

estimula os estudos com novas e diferenciadas classes de complexo de Ru.  

 

2.2 Atividade antitumoral de complexos bifosfínicos de rutênio 

Os complexos bifosfínicos têm mostrado relevante atividade contra células 

cancerígenas humanas nas quais a cisplatina tem eficiência limitada [47,48,49]. Este tipo de 

ligante apresenta ampla gama de propriedades estéricas e eletrônicas, uma vez que um par de 

elétrons do P é capaz de formar ligações σ estáveis com o metal além de formar orbitais 

híbridos, do tipo 3pσ*dπ vazios, capazes de receber elétrons do íon metálico, conforme 

ilustrado na Figura 1A. Esse comportamento do P torna as fosfinas adequadas à retrodoação, 

onde a densidade eletrônica é sinergeticamente compartilhada entre o ligante e o metal, 

originando ligações mais estáveis. Em função disto, as fosfinas são capazes de estabilizar os 

metais de transição de valência superior e inferior, e provocar mudanças fundamentais na 

reatividade do centro metálico, devido ao forte efeito trans labilizante.  

Segundo Basolo e Pearson [50] define-se efeito trans labilizante como sendo o efeito 

do ligante (L), sobre a velocidade de substituição do ligante (Y) oposto a ele, caracterizando-

se como um efeito de natureza cinética. Além disso, existe o fenômeno denominado 

influência trans, o qual se caracteriza por sua natureza termodinâmica, onde o ligante L em 

um complexo enfraquece em certo grau a ligação trans a si no estado fundamental do 

complexo [51]. Um fator significativo na influência trans é o impedimento estérico causado 

pelo aumento do tamanho do substituinte R em compostos do tipo P(OR)3 ou PR3, o que pode 

aumentar os ângulos entre R-P-R (ângulo de cone de Tolman, θ – Figura 1B), variando os 

ângulos de ligações de outros ligantes (L) associados ao metal. Quando se aumenta a distância 

M-P e M-L ocorre uma redução do caráter doador dos pares de elétrons isolados do fósforo, o 

que favorece baixos estados de oxidação do metal M, além disso, essa maior distância 

favorece reações de adição oxidativa e intramolecular, bem como favorece a formação de 

isômeros, nos quais se busca um impedimento estérico menor [52]. No geral pode-se dizer 

que fosfinas tem sua atividade anticancerígena atribuída a sua sutil estabilidade, uma vez que 

pode quebrar ligações em locais específicos, atuando em reações oxidativas, além de seus  
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grupos fenólicos poderem intercalar-se a alvos celulares como DNA, desestabilizando tal 

estrutura. Um exemplo de como isso ocorre é o efeito de troca de substituintes fenil no lugar 

de etil, que reduz a atividade anti-tumoral de complexos difosfínicos de Au (I) e Cu (I). Isto 

foi atribuído, em parte, a reatividade mais elevada de alquil-fosfinas em reações oxidativas in 

vivo, tais como a quebra de ligações dissulfeto, de modo a que estes ligantes têm menos 

probabilidade de alcançar alvos celulares (DNA) que fosfinas fenil. [53]  

 

                   

(A)                                                          (B) 

Figura 1: (A) Representação da interação entre os orbitais dπ do metal (M) e orbitais 3p do ligante (L), onde 1 é 

a ligação σ e 2 é retrodoação π; e (B) Ângulo de cone de Tolman para PR3. Imagens adaptadas da referência 52.  

 

Na literatura encontram-se estudos de atividade biológica, mais especificamente de 

inibição celular, de complexos de rutênio com ligantes bifosfínicos com baixo valor de 

concentração da droga (µmol L
-1

), o que sem dúvida é uma característica desejável quando se 

realiza estudos em busca de uma metalodroga.  

Um dos primeiros trabalhos foi com o complexo nitrosilo fac-[RuCl3(NO)(dppf)], 

onde dppf = 1,10-bis(difenilfosfina)ferroceno (Figura 2A) testado contra a linhagem de 

células de tumor da mama (MDA-MB-231), o qual apresentou uma concentração de 10 ± 3 

µmol L
-1

 para a inibição do crescimento celular (IC50), valor este cerca de 6 vezes menor que 

o encontrado para a metalodroga de referência cisplatina. Segundo os autores a bifosfina dppf 

foi o principal agente citotóxico, pois quando coordenada à unidade “RuCl3NO” a atividade 

do complexo aumentou [47]. Estudos realizados com a mesma linhagem de célula, mas com o 

ligante dppp (1,3-bis(difenilfosfina)propano) coordenado à unidade “RuCl2NO”, mostraram 

que a série [RuCl2(NO)(dppp)(L)]PF6  (L = piridina, 4-metilpiridina, 4-fenilpiridina e 

dimetilsulfóxido) (Figura 2B) apresentou diferentes valores de citotoxidades (19,0 ± 3,0; 7,4 ± 
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3,7; 7,1 ± 1,2; e 12,1 ± 1,4 µmol L
-1

, respectivamente) [54]. Estes nitrosilos complexos foram 

de três a nove vezes mais ativos que a cisplatina, diferente dos ligantes n-heterocíclicos livres, 

os quais não atingiram atividades citotóxicas nas concentrações utilizadas (200 µmol L
-1

). A 

partir de medidas de 
31

P{
1
H}= 33 ppm, os autores propuseram que o mecanismo envolvido 

em meio de DMSO (2%) é provavelmente por intercalação com o DNA a partir da 

dissociação do NO, e que ocorre formação da espécie hexacoordenada catiônica 

[RuCl2(NO)(dppf)(DMSO)]Cl, após a redução da espécie [RuCl3(NO)(dppf)].  

P

P

Cl

NO

Ru

Cl
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X

        
A      B 

 

    
C      D 

 

Figura 2: Estruturas propostas para os complexos (A) fac-[RuCl3(NO)(dppf)], onde dppf = 1,10-

bis(difenilfosfina)ferroceno representado por X na estrutura; (B) da série [RuCl2(NO)(dppp)(L)]PF6, onde dppp= 

1,3-bis(difenilfosfina)propano e L = piridina, 4-metilpiridina, 4-fenilpiridina e dimetilsulfóxido; (C) mer-

[RuCl3(dppb)H2O] aqui denominado Ruaquo, onde dppb=1,4 bis(difenilfosfina)butano e (D) da série 

[RuCl(dppb)L]Cl, onde L = 2-benzoilpiridina tiosemicarbazona (H2Bz4DH), N(4)-metil (H2Bz4M) e N(4)-fenil 

(H2Bz4Ph).  
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A bifosfina 1,4 bis(difenilfosfina)butano (dppb) foi estudada no complexo precursor 

mer-[RuCl3(dppb)H2O] (nesse trabalho denominado Ruaquo – Figura 2C) e na série de 

complexos de Ru(II), [RuCl(dppb)L]Cl (L = 2-benzoilpiridina tiosemicarbazona (H2Bz4DH), 

N(4)-metil (H2Bz4M) e N(4)-fenil (H2Bz4Ph)) - Figura 2D, contra as linhagens de células 

cancerígenas humanas UACC-62 (câncer de pele), TK-10 (câncer renal) e MCF-7 (câncer de 

mama). Dentre estes complexos, apenas o Ruaquo, o complexo [RuCl(dppb)(H2BzDH)]Cl e 

o ligante H2Bz4Ph exibiram atividade antitumoral contra as três linhagens celulares, sendo o 

[RuCl(dppb)(H2BzDH)]Cl o complexo mais ativo em relação a seus derivados 

tiosemicarbazonas contras estas três linhagens. Contudo, a atividade dos derivados não 

superou a do aqua complexo precursor. Os ligantes H2BzDH, H2Bz4M e complexo 

[RuCl(dppb)(H2Bz4M)]Cl mostraram efeito citotóxico seletivo contra a linhagem de células 

UACC-62, mas não houve relatos que explicassem tal fato e foi observado unicamente que a 

presença do H2Bz4M favorece a atividade do complexo precursor. Estes resultados mostram 

que os compostos analisados são promissores na área de controle de proliferação de células 

cancerígenas humanas, uma vez que suas ordens de magnitude são as mesmas e até superiores 

a observadas pelas drogas comerciais utilizadas, como a Etoposida e Colchicina, agentes 

neoplásicos naturais de ciclo celular específico, com inibição de crescimento de 35 e 41%, 

respectivamente, ativos somente para células do tipo UACC-62. A respeito do mecanismo 

envolvido nestes sistemas, os autores mencionaram que pode ser baseado na atuação como 

agentes neoplásicos ciclo não específico, similares aos complexos de Pt, podendo interagir 

com o DNA e também com outro alvo biológico desconhecido[48]. 

Tratando-se ainda de complexos com ligante dppb, relata-se o estudo com os 

complexos catiônicos com mercaptopirimidina (SpymMe2), do tipo 

[Ru(SpymMe2)(dppb)(N–N)]PF6 (N–N = 2,2-bipiridina (bipy) ou 4,4’-dimetil-2,2´-bipiridina 

(Me-bipy)), testados contra as células de câncer de mama MDA-MB-231. Os valores de IC50 

destes complexos são apresentados na Tabela 1. Neste estudo propôs-se que os complexos 

precursores cis-[RuCl2(dppb)(N–N)], atuam como pró-drogas, uma vez que ao serem 

expostos a soluções de DMSO formam espécies catiônicas do tipo [RuCl(DMSO)(dppb)(N–

N)]Cl pela rápida labilização de um ligante cloreto. O mesmo não ocorre para os complexos 

com mercaptopirimidina, pois são mais estáveis devido à presença de ligantes bidentados (S-

N e N-N), os quais possibilitam a interação com outros componentes do meio de cultura. É 

reportado na literatura [55] que o mecanismo de ação dos complexos com ligante cloro em 

posição cis está associado às interações com o DNA, já que os complexos com 
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mercaptopirimidina, por serem coordenativamente saturados e rígidos, são capazes de 

interagir de forma não covalente com esta biomolécula, tal como ocorre com complexos 

Ru(II) contendo ligantes diiminas[56]. 

A importância do ligante dppb em relação ao dppp foi constatada nos ensaios 

biológicos contra as células de câncer de mama (MDA-MB-231), uma vez que o complexo 

cis-[RuCl2(dppb)(5,5’-p-[Me-bipy)] teve menor valor de IC50 em relação aos complexos cis-

[RuCl2(dppp)(5,5’-Me-bipy)] (Tabela 1). Outros três complexos também foram testados, os 

cis,trans-[RuCl2(PPh3)2(5,5’-Me-bipy)] e o cis-[RuCl2(dppp)(4,4’-Me-bipy)], e se mostraram 

mais ativos que a cisplatina com valores de IC50 cerca de 4 a 10 vezes menores. [57]  

Os ligantes bifosfínicos também tem recebido destaque quando coordenados aos 

complexos organometálicos de rutênio contendo em sua estrutura anéis benzênicos, tal como 

o η
6
-areno, denominados como Ru-arenos do tipo “piano stool”. Esta classe de compostos tem 

sido considerada como uma alternativa promissora de agentes antitumorais e antimetastaticos, 

devido à sua baixa toxicidade, elevada atividade antitumoral, forte afinidade de ligação e 

capacidade de perturbação no processo de replicação do DNA [27, 38]. Exemplo disto tem-se 

os compostos catiônicos e neutros de fórmula geral [(ŋ
6
-cimeno)RuCl(X)(Y)], onde para os 

catiônicos X e Y são ŋ
2
 ligantes de fósforo como a 1,1-bis(difenilfosfina)metano (dppm) e 

1,2-bis(difenilfosfina)etano (dppe) ou os ligantes parcialmente oxidados monóxido 1,2-

bis(difenilfosfina)metano (dppmO) e o monóxido de 1,2-bis(difenilfosfina)etano (dppeO). 

Nos complexos neutros, X é cloro e Y é um doador fósforo monodentado. Estes compostos 

organometálicos tiveram suas atuações testadas para diferentes tipos de células de câncer, 

dentre elas câncer de pulmão (H460), cervical (SIHA), mama (MCF7), próstata (PC3), ovário 

(A2780) e fígado (HEPG2). Os complexos de Ru(II) contendo os ligantes dppm e dppmO 

mostraram-se mais ativos, como pode ser observado pelos valores de IC50 apresentados na 

Tabela 1. Nos estudos do mecanismo de ação destes complexos observou-se que a inibição do 

crescimento de células cancerígenas envolve a interrupção do ciclo celular, o que leva a morte 

celular por apoptose. Estes complexos também se mostraram potentes inibidores de metástase, 

conforme avaliado por testes com células de câncer de mama semeadas. Com relação ao 

DNA, medidas de viscosidade, desnaturação térmica e ensaios de desvio de mobilidade em 

gel, mostraram que estes complexos se ligam de forma a desenrolar esta biomolécula não 

ocorrendo intercalação [58]. 
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Além de complexos fosfínicos mononucleares de rutênio, os complexos 

multinucleares têm chamado atenção. A série de complexos, [Ru3(CO)8(2L-2H)], 

[Ru3(CO)7PPh3(2L-2H)] e [Ru3(CO)7(2L-2H)]2, com dppm ou dppe em ponte onde L= 

Maltol, um composto flavorizante, foi testada para sete diferentes tipos de células de câncer, 

sendo estas de mama (MCF-7), próstata (DU-145), pulmão (H460), colón (HT-29), Leucemia 

mielóide crônica (K562), Leucemia mielóide aguda (HL-60) e Leucemia de células do manto 

(GRANTA-519). A citotoxidade destes complexos (Tabela 1) com ligantes bifosfínicos em 

ponte tiveram uma redução da atividade em comparação às duas estruturas monoméricas 

[Ru3(CO)8(2L-2H)] e [Ru3(CO)7PPh3(2L-2H)], cujo efeito foi atrelado ao comprimento das 

cadeias espaçadoras, no caso dppm e dppe. A menor toxicidade destes complexos em relação 

à cisplatina foi atribuída à capacidade dos compostos de se acumularem especificamente em 

tecidos de câncer, uma vez que estas células têm mais receptores de transferrina e estas são 

responsáveis pelo transporte destes complexos de fora para dentro das células. Os autores 

propuseram que outra possibilidade de mecanismo de ação ocorre com liberação de CO in situ 

e uma não interação dos ligantes maltolate por bases guanina/adenina do DNA [59]. 

Na Tabela 1 são resumidos os valores de inibição de crescimento celular que os 

complexos bifosfínicos de rutênio citados neste texto causam em diferentes linhagens de 

células de câncer em comparação as metalodrogas de referência utilizada em cada trabalho. 

Percebe-se da Tabela 1 que os complexos bifosfínicos de rutênio, principalmente os 

que apresentam as bifosfinas com butano, aplicados contra células de câncer de mama, pele e 

renal, tiveram destacada atuação na inibição de crescimento celular, melhor que os fármacos 

de referência. Por exemplo, o complexo precursor mer-[RuCl3(dppb)H2O], apresentou valor 

de inibição (RC50 = 100%) contra as células de câncer de pele, e às drogas referências 

Colchicina (RC50 = 41%) e Etoposíde (RC50 = 35%) [48]. Os complexos contendo os ligantes 

bipiridínicos (N-N = bipy e Me-bipy), [Ru(SpymMe2)(dppb)(N-N)]PF6, apresentaram baixos 

valores de IC50 (0,46 e 0,43 mol L
-1

, respectivamente) para a inibição do crescimento das 

células de câncer de mama, em relação a 63 mol L
-1

 da cisplatina[56]. 
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Tabela 1: Concentração de IC50 (mol L-1) ou RC50, % de inibição de crescimento de células de tumorais para 

complexos bifosfínicos de rutênio e metalodroga de referência. 

Complexo de Ru 
IC50 (mol L

-1
) ou 

RC50% 
Linhagem celular 

IC50 (mol L
-1

) 

ou RC50% da 

droga 

referência 

Ref. 

fac-[RuCl3(NO)(dppf)] 10 ± 3 
MDA-MB-231 

(mama) 

63 ± 5 

(cisplatina) 
47 

mer-[RuCl3(dppb)H2O] 100, 43 e 29% ativo 

UACC-62 (pele) 

TK-10 (renal) 

MCF-7 (mama) 

Colchicina 

41% e 

Etoposíde 35% 

ativos somente 
para       

UACC-62 

48 

[RuCl(dppb)(H2BzDH)]Cl 94, 49 e 10% ativo 

[RuCl(dppb)(H2Bz4M)]Cl 
83% ativo, somente para 

UACC-62 

[RuCl(dppb)(H2Bz4Ph)]Cl 
86, 20% e não foi ativo 

para MCF-7 

[RuCl2(NO)(dppp)(Py)]
+
 19,0 ± 3,0 

MDA-MB-231 
(mama) 

63 ± 5 

(cisplatina) 
54 

[RuCl2(NO)(dppp)(4-metil-Py)]
+
 7,4 ± 3,7 

[RuCl2(NO)(dppp)(4-fenil-Py )
 +

 7,1 ± 1,2 

[RuCl2(NO)(dppp)(DMSO)]
+
 12,1 ± 1,4 

[Ru(SpymMe2)(dppb)(bipy)]
+
 0,46 ± 0,02 

MDA-MB-231 
(mama) 

63 ± 5 

(cisplatina) 
56 

[Ru(SpymMe2)(dppb)(4,4-Me-

bipy)]
+
 

0,43 ± 0,08 

cis-[RuCl2(dppb)(bipy)] 22,6 ± 10 

cis-[RuCl2(dppb)(4,4 Me-bipy)] 13,8 ± 1,3 

cis-[RuCl2(dppb)(5,5´Me-bipy)] 5,41 ± 0,71 
MDA-MB-231 

(mama) 

63 ± 5 

(cisplatina) 
57 cis-[RuCl2(dppp)(5,5-Me-bipy)] 14,60 ± 1,81 

cis-[RuCl2(dppp)(4,4´Me-bipy)] 15,64 ± 0,44 

[Ru(ŋ
6
-cimeno)Cl(ŋ

2
-dppe)]

+
 1,22 

H460 

(pulmão) 
1,7 (cisplatina) 58 

[Ru(ŋ
6
- cimeno)Cl(ŋ

2
-dppm)]

+
 3,13 

[Ru(ŋ
6
-cimeno)Cl(ŋ

2
-dppmO)]

+
 22,07 

[Ru(ŋ
6
-cimeno)Cl2]2(2

-dppe)]
+
 61,3 

[Ru(ŋ
6
-cimeno)Cl2(ŋ

1
-dppm)] 1,6 

[Ru(ŋ
6
-cimeno)Cl2(ŋ

1
-dppmO) 11,32 

[Ru(ŋ
6
-cimeno)Cl2(ŋ

1
-dppeO)] 94,4 

[Ru(ŋ
6
-cimeno)Cl(ŋ

2
-dppm)]

+
 

2,3; 1,8; 1,9, 0,17  e 

>100,0 SIHA(cervical) 

MCF-7 (mama) 

PC3 (próstata) 

A2780 (ovário) 

HEPG2(fígado) 

0,15;  

<0,1; 

 1,8;  

<0,1  

e 0,1 

Adriamycin 

(doxorrubicina) 

58 [Ru(ŋ
6
-cimeno)Cl(ŋ

2
-dppmO)]

+
 

2,2; 2,0; >100,0; 2,3 

>100,0 

[Ru(ŋ
6
-cimeno)Cl2(ŋ

1
-dppmO)] 

2,5; 2,0; >100,0; 27,0; 

10,0 

[Ru3(CO)7(2L-2H)]2(dppm)] 

(L= Maltol) 

75, 25, 70, >100, 30, 25 e 

ND 

MCF-7 (mama) 

DU-145 (Próstata) 

H460 (pulmão) 
HT-29 (colon) 

K562 (Leucemia) 

HL-60 (Leucemia) 

GRANTA-519 
(Leucemia) 

 

1,5;  

1,0;  

0,75; 
 3,0; 

 1,5; 

 0,75 

 e 0,25 

 (cisplatina) 

59 
[Ru3(CO)7(2L-2H)]2(dppe)] 

(L= Maltol)
#
 

40, 10, 30, 30, 50, ND, 

ND 

# somente foi testado em concentração de 25 mol L-1 devido solubilidade e ND = não foi determinada. 

Os complexos bifosfínicos com ligante areno, [Ru(ŋ
6
-cimeno)Cl(ŋ

2
-dppe)]PF6 e 

[Ru(ŋ
6
-cimeno)Cl2(ŋ

1
-dppm)], avaliados contra câncer de pulmão, obtiveram IC50 com 1,22 e  
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1,6 molL
-1

, respectivamente, novamente mais eficientes que 1,7 mol L
-1

 da cisplatina em 

ensaios que ocorreram em triplicata [58]. Quando submetidos a testes de elucidação de 

mecanismo de ação, tais como teste com DNA e de metástase, foram classificados como 

potenciais candidatos para as etapas futuras de ensaios clínicos, da mesma forma que os 

complexos KP1019 e NAMI-A citados anteriormente.  

De modo geral, estes resultados mostram que para uma mesma linhagem de células 

cancerígenas, os complexos contendo os ligantes fosfínicos dppb são mais ativos que a 

cisplatina e em relação aos complexos contendo outras bifosfinas dppp, por exemplo, é mais 

eficiente. Além disto, a substituição de ligantes na esfera de coordenação de complexos, por 

exemplo, ligantes n-heterocíclicos, os quais são adequados por mimetizarem estruturas de 

moléculas biológicas [7], ou arenos podem proporcionar metalofármacos com ação contra 

diferentes tipos de câncer. Embora o mecanismo de ação dos complexos fosfínicos de rutênio 

com atividade antitumoral ainda não tenha sido estabelecido, a proposta mais aceita é a 

interação com o DNA e também com outro alvo biológico desconhecido. Desta forma a 

interação com lipoproteínas ou lipídios das membranas celulares nos motivou para o estudo 

da interação em filmes de Langmuir com diferentes fosfolipídios.   

 

2.3 Filmes de Langmuir  

Os filmes de Langmuir são monocamadas obtidas sobre a superfície de uma subfase 

aquosa, que se alto organizam pela imposição de uma pressão. Esta denominação foi dada em 

homenagem ao cientista Irving Langmuir, cujo trabalho pioneiro foi fundamental para a 

consolidação desta área de pesquisa [61]. Para a formação de tal filme, uma pequena 

quantidade do material de interesse deve ser diluída em solvente apolar (de baixa constante 

dielétrica) e altamente volátil. Esta solução pode ser espalhada com o auxílio de uma 

microsseringa sobre a subfase que, geralmente é água ultra-pura ou soluções desta, contida em 

um recipiente retangular denominado cuba de Langmuir confeccionado de material inerte, 

geralmente de teflon. A cuba de Langmuir possui detectores de posição das barreiras, para 

determinar a área de superfície do filme, sensor para medir a pressão de superfície (sensor de 

Wilhelmy) e um sistema para deposição de filmes sobre uma lâmina (dipper). As barreiras 

móveis realizam a compressão simétrica das moléculas da monocamada. A partir da posição 

das barreiras pode-se caracterizar a pressão de superfície. A pressão de superfície () é 
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definida como a diferença de tensão superficial entre uma subfase na ausência do material 

(γo) e uma subfase com a monocamada (γ), como representado na Equação 1 [60,62]. 

                                           = γo – γ  ......................................................................  [1] 

Ao comprimir as barreiras, ocorre uma mudança da área superficial do filme 

decorrente da organização das moléculas espalhadas sobre a subfase, de modo a surgir fases 

distintas. Quando as moléculas das monocamadas estão inicialmente dispersas na subfase, ou 

seja, não interagem entre si, defini-se como fase gasosa, conforme ilustrado na Figura 3, letra 

A. Com a compressão, as moléculas passam a uma fase em que ficam mais próximas, a fase 

líquido-expandida (Figura 3, letra B). Com mais um pouco de compressão estas moléculas 

são forçadas a formar um arranjo regular, filme condensado, conhecido como fase condensada 

(Figura 3, letra C). Se o filme for comprimido além do ponto de máxima compactação as 

moléculas começam a se agrupar desordenadamente e este estágio é chamado de colapso do 

filme, como indicado na Figura 3.  

  

Figura 3: Gráfico de pressão de superfície vs área por molécula (isoterma) e ilustração do processo de formação 

de filme de Langmuir para uma molécula ideal anfifílica, o ácido esteárico. 

 

A Figura 3 também ilustra graficamente, pela relação pressão de superfície vs área 

por molécula (π-A), o processo de formação de filmes para uma molécula ideal, ou seja, 

molécula anfifílica que apresenta uma parte hidrofílica (•) e outra hidrofóbica (ǀ). Apesar das 

moléculas anfifílicas serem ideais para a utilização desta técnica, pois apresentam isotermas 

com fases bem distintas, as moléculas não anfifílicas, incluindo complexos metálicos, 

polímeros, proteínas, também têm sido largamente estudadas na forma de filmes de Langmuir 
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[61]. As isotermas de pressão de superfície de materiais não anfifílicos têm se mostradas mais 

complexas, logo o filme de Langmuir destes materiais podem não ser monomolecular, 

formando agregados do material na interface ar/água [61]. 

A partir do gráfico de isoterma π-A pode-se obter a área de máximo ordenamento das 

moléculas (Aex), bem como a pressão de colapso. Esta primeira pode ser obtida ao traçar uma 

linha paralela a região da fase condensada e extrapolando-a perpendicularmente no eixo X, 

onde a interseção fornecerá a área limite de dispersão molecular, ou seja, a área ocupada pela 

molécula, conforme indicado na Figura 3. Uma segunda maneira de se obter esta área de 

máximo ordenamento molecular é utilizando a expressão dada pela Equação 2 [60,62]: 

 

      
  

   
 

  

    
   ........................................................  [2] 

 

Onde: A é a área do filme, M é o massa molecular do material, C é a concentração da solução 

espalhada em massa por unidade de volume, Na é o número de Avogadro, c é a concentração 

molar específica da solução e V é o volume da solução [62]. 

Um dos fatores que podem alterar o empacotamento das moléculas em um filme de 

Langmuir é a constituição da subfase, bem como os diferentes valores de pH ou força iônica. 

Visto que, dependendo do meio em que se encontram as moléculas formadoras do filme, estas 

podem se orientar buscando melhor interação de seus grupos químicos entre si e com os 

grupos da subfase. Além disso, a velocidade com que as moléculas são comprimidas também 

é de fundamental importância, já que estas necessitam de certo tempo para se reorganizarem 

na superfície da água para formar o melhor empacotamento.  

Muitas técnicas experimentais que têm sido empregadas na caracterização de filmes 

de Langmuir, sendo as mais triviais: medidas de pressão de superfície, medidas de potencial, 

espectroscopia na região do infravermelho e do ultravioleta- visível, microscopia de ângulo de 

Brewster e de fluorescência, difração de raio-X, entre outras [63,64]. 

 

2.4 Técnica Langmuir-Blodgett 

Em um típico experimento de Langmuir, a quantidade de material aplicado na superfície 

é suficientemente baixa de modo que as moléculas estão longe o suficiente entre si sobre a 

superfície de água e nesta condição, as moléculas exercem pouca força umas sobre as outras. 
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A partir do momento que sucede a redução da área superficial da monocamada formada sobre 

a superfície da água por um sistema de compressão de barreiras móveis, há uma diminuição 

da distância intermolecular, e consequentemente da tensão superficial do líquido. Durante 

esse processo de compressão, a moléculas organizam-se e a monocamada sofre várias 

transformações de fases, análoga aos estados tridimensionais gasosos, líquidos e sólidos, 

formando uma monocamada flutuante perfeitamente ordenada na superfície do líquido. 

Quando a pressão de superfície é suficientemente elevada para garantir coesão lateral no 

filme a monocamada pode ser transferida, da superfície da água para uma chapa sólida 

classicamente referida como “substrato” [62], formando o filme de Langmuir-Blodgett (LB). 

A deposição de multicamadas moleculares pode ocorrer a partir da repetição do processo 

de imersão e emersão deste substrato sólido na subfase. Este processo de deposição de filmes 

LB pode ocorrer de formas diferentes, deposição do tipo Y, X e Z, melhor exemplificadas na 

Figura 4. Estes tipos de deposição levam a formação de filmes com diferentes tipos de 

organizações estruturais, sendo o filme do tipo Y deposição do substrato tanto na imersão 

como na emersão, filmes X são obtidos somente pela imersão do substrato e os filmes Z 

apenas pela emersão do substrato. Também existem os filmes XY, com deposição total na 

subida e parcial na descida do substrato. 

 

 

Figura 4: Representação da organização estrutural dos filmes LB formados por deposições do tipo Y, X e Z, 

adaptação da referência [65]. 

A técnica Langmuir-Blodgett é conhecida por ser um método atrativo para preparar 

filmes ultrafinos bem organizados. No entanto, a realização de métodos de elevada 

sensibilidade em análise de superfície é de relevante importância, pois podem revelar 

características tais como alguns defeitos nos filmes de LB, incluindo declives, domínios 

cristalinos não homogêneos, vacâncias, heterogeneidade lateral entre outras, que técnicas 
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menos sensíveis não conseguiriam. Mesmo com essa limitação na instrumentação, a obtenção 

destes filmes é muito atraente, pois produz filmes ultrafinos com propriedades diferenciadas 

daquelas observadas no “bulk” do material, devido ao arranjo molecular [66]. 

 

2.4 Filmes de Langmuir e LB de fosfolipídios, aplicações como modelos de membrana 

frente a complexos metálicos inorgânicos 

Dentre os diferentes filmes de Langmuir que podem ser obtidos, um tipo específico é o 

formado por moléculas anfifílicas de fosfolipídios. Fosfolipídios são moléculas orgânicas 

constituintes de membrana celular com duas extremidades distintas, uma apolar denominada 

“cauda”, formada unicamente por cadeias de C e H unidas por um grupo glicerol a uma 

“cabeça” polar formada de um grupo fosfato seguido de grupos terminais que podem ser 

desde simples grupos OH, conhecidos como PG até grupos mais complexos como colina 

(PC), serina (PS), etanolamina (PE) entre outros [122]. A formação de monocamadas com 

este tipo de biomoléculas tem sido amplamente utilizada em estudos de interações 

moleculares [67, 68], reconhecimento molecular [66] e outros fenômenos biofísicos [65] 

graças ao ordenamento fornecido pela técnica LB. Esta característica ainda é útil para a 

engenharia molecular de matrizes de duas dimensões, tornando estes filmes objetos de 

aplicação na área de biossensores [66], microeletrônica [65] e biotecnologia [67, 68].  

Filmes de Langmuir de fosfolipídios têm sido estudados há pelo menos três décadas 

[64], graças ao desenvolvimento de técnicas de caracterização que tem se mostrado uteis em 

investigações a nível molecular. Estes reconhecidos modelos de membrana são de grande 

interesse uma vez que são sistemas relativamente simples, que permitem avaliar interações 

específicas entre átomos ou grupos funcionais, o que não é viável em sistemas de elevada 

complexidade como experimentos de cultura celular [69].  

Na literatura muitos são os estudos com filmes de Langmuir de modelos de 

membrana com os mais diferentes tipos de fármacos ou candidatos a fármacos. Dentre estes 

estudos, nesta revisão buscaram-se trabalhos nos quais complexos inorgânicos são avaliados 

frente aos diferentes modelos de membrana. Um deles é o trabalho com os dipicolinatos de 

vanádio (II, IV e V) conhecidos por sua atuação como agentes antidiabéticos, que foram 

aplicados ao modelo de membrana constituído pelo fosfolipídio DPPC, importante 

componente de membranas de mamífero. A maioria destes complexos são potentes inibidores  
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de fosfatases, e atuam no sítio ativo da proteína tirosina fosfatases, exercendo um efeito 

indireto no sinal de transdução desta proteína. Contudo, a justificativa para o estudo com 

modelo de membrana é que alguns compostos de vanádio também causam impacto na 

organização de lipídios num sistema de modelo rico em colesterol, e ainda a presença destes 

na membrana pode causar alteração na localização dos receptores de insulina em células 

sensíveis à esta. Dentre tais complexos, os com elevado estado de oxidação, administrados em 

pequenas doses via oral, causaram diminuição da concentração de glicose no sangue. 

Experimentos complementares com micela reversa de AOT (bis-(2-etilhexil)-sulfosuccinato 

de sódio) contendo complexos de vanádio também foram realizados e caracterizações por 

espectroscopia de ressonância paramagnética eletrônica bem como por espectroscopia na 

região do UV-Visível permitiram aos autores avaliar as interações destes complexos bem 

como o grau de penetração no modelo de membrana [70]. 

Filmes de Langmuir de complexos de cromo III, como o [Cr(NH3)5(H2O)](NO3)3 e o 

trans-[Cr(5-metoxisalciclohex) (H2O)2]ClO4, onde 5-metoxisalciclohex= N, N’–

ciclohexanobis-(5-metoxisalicilidenoimina), foram obtidos na forma de filmes mistos com os 

seguintes modelos de membrana: dimiristoil-fosfatidil-colina (DMPC), ácido dipalmitoil-

fosfatídico (DPPA) e brometo de dioctadecil-dimetil-amônia (DOMA). A justificativa do 

estudo com complexos de Cr se faz pela classificação deste íon metálico como micronutriente 

essencial ao metabolismo de lipídios e carboidratos, além de sua toxicidade em doses 

superiores as indicadas (~ 30 µg/dia). Os filmes LB obtidos foram submetidos às medidas de 

raio-X de baixo ângulo a fim de mostrar que a interação dos compostos causa espaçamento 

nas camadas do filme, em acordo com dados das isotermas de pressão. E nestas medidas 

constatou-se que ambos os complexos se adsorvem na região interfacial da monocamada e 

empurram os grupos polares para criar espaço. Medidas de fluorescência e dicroísmo circular 

corroboraram com a alteração na organização das bicamadas, além de que estas alterações são 

associadas a estrutura dos ligantes coordenados [71]. 

Outro exemplo é a interação entre a porfirina anfifílica catiônica 5,10,15,20-

tetraquis(4-N-tetradecil-piridil)) ou HPyP e três fosfolipídios saturados: dois negativamente 

carregados, DMPA (ácido dimiristoil fosfatídico) e DMPG (dimiristoil fosfatidil glicerol), e o 

zwiteriônico DMPC (L- dimiristoil fosfatidil colina), principais constituintes de lipossomos. 

Esta mistura foi estudada como um modelo de transporte de droga na presença de íons Zn. A 

análise das isotermas π-A sugeriram que a interação lipídio/PyP e a metalação da porfirina de 
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 base livre HPyP com os íons Zn contidos na subfase aquosa, depende da disponibilidade da 

carga do grupo de cabeça polar do fosfolipídio e da carga do grupo polar da PyP. A presença 

da porfirina expande a monocamada e diminui o seu módulo de compressão da superfície, Cs
-

1
, tornando o filme menos rígido. No entanto, quando estas monocamadas são espalhadas 

sobre uma solução aquosa com íons de zinco, um aumento de Cs
-1

 foi notado no caso de 

DMPA, enquanto que um decréscimo é observado quando é utilizado o DMPG, sendo que na 

presença do DMPC (zwiteriônico), a metalação não ocorre. Além disto, a maior razão da área 

molecular da mistura ZnPyP:fosfolipídio, em comparação com a base livre 

(HPyP:fosfolípido), mostra que a ligação da porfirina metalada com as células e vesículas 

sintéticas é mais forte, o que melhora sua aplicação em terapia fotodinâmica, cujo 

procedimento é muito aplicado no tratamento de tumores superficiais [72].  

Tratando-se de interações de complexos macrocíclicos com modelos de membrana, o 

estudo da ftalocianina de Sn, (PcSn(O2C(CH2)8CH3)2 ou PcSn10 com monocamadas de DPPC 

foi realizado e mostrou por diferente medidas de microscopias, BAM para filmes de 

Langmuir, AFM e TEM para filmes LB transferidos, a separação de fase existente e a 

presença de domínios em formato elíptico. Estes domínios apresentaram anisotropia óptica, o 

que se deve a organização molecular, além disso por AFM observou-se que os filmes são 

multicamadas. Uma pesquisa computacional utilizando o método PM3 foi realizada para 

determinar a forma como as moléculas PcSn10 preferem organizar-se em filmes de PcSn10 

puros. E foi proposta a formação de conjuntos diméricos, que juntos formaram um modelo de 

cristal do filme, desenvolvido através do empacotamento repetido das moléculas de PcSn10, 

ao longo de eixos cristalográficos da uma célula unitária. Estes resultados contribuíram, em 

conjunto com as analises de isotermas de pressão de superfície, para a compreensão da forte 

interação entre PcSn10 e DPPC na interface ar-água, onde pequenas quantidades de DPPC (1-

2%) causaram modificações no filme de ftalocianina de maneira significativa. Os autores 

destacam ainda que a motivação para este estudo foi que a mistura adequada com 

fosfolipídios possibilitaria a obtenção de lipossomos para a administração da PcSn10, em 

condições fisiológicas, sendo estes lipossomos veículos em sistema de entrega de drogas no 

tratamento do câncer por terapia fotodinâmica [73]. 
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2.6 Filmes LB de complexos fosfínicos de Rutênio  

Estudos de filmes LB de complexos fosfínicos de Ru são encontrados na literatura a 

cerca de duas décadas [74,75], no entanto um volume e aplicações mais significativos são 

observados nos estudos desenvolvidos pela Profª Dra Karen Wohnrath e seus colaboradores. 

Nestes trabalhos os complexos bifosfínicos de rutênio, mer-[RuCl3(dppb)(L)] (onde L= 

piridina, 4-metilpiridina) [76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83], {TPyP[RuCl3(dppb)]4} (TPyP= 

meso-(4-piridil)porfirina) [84] e [{RuCl3(dppb)}2(µ-4,4’-bipy)] (4,4’-bipy= 4,4’-bipiridina) 

[85], mostram a capacidade de formar filmes finos estáveis, apesar da natureza não anfifílica 

apresentada por estes complexos.  

O primeiro relato foi em 2001, quando o complexo mer-[RuCl3(dppb)(L)] (L = 

metilpiridina) formou filmes de Langmuir mistos com ácido esteárico sobre subfase aquosa e 

sobre substratos sólidos de vidro recoberto com óxido condutor (ITO). Estes filmes foram 

avaliados por AFM, técnica pela qual se gerou imagens que comprovaram a deposição 

homogênea deste complexo na forma de filme misto na proporção 75:25 (complexo:ácido), 

cujos valores de rugosidades se mantiveram na faixa de 6-11 nm para filmes obtidos sobre 

subfase aquosa. 

Na tentativa de melhorar a transferência dos filmes LB ao substrato, um estudo 

sistemático de filmes de Langmuir dos complexos mer-[RuCl3(dppb)(L)] (onde L = piridina 

ou 4-metilpiridina) puros e mistos com ácido esteárico foi realizado em subfases aquosa e 

contendo CdCl2. Resultados de área por molécula e potencial de superfície, que não variaram 

linearmente com a concentração relativa do ácido esteárico, indicaram interação entre as 

espécies. Em analises dos filmes LB mistos observou-se que esta interação ocorreu via 

coordenação do complexo de rutênio com o ácido esteárico, conforme evidenciado pelo 

surgimento das bandas vibracionais em 1584 e 1543 cm
-1

 atribuídas as estiramentos COO
-
. 

Mudanças nas absorções espectrais dos filmes também foram observadas uma vez que estes 

apresentaram mudança de cor. Medidas de raios-X com ausência dos picos de Bragg nos 

difratogramas referentes a separação média do estearato de cádmio, confirmaram a 

coordenação do ácido esteárico aos complexos [77].  

A diferença de coloração do complexo imobilizado mer-[RuCl3(dppb)(L)] (onde L = 

4-metilpiridina em filmes LB em relação a cor dos complexos em solução, foi investigada por 

medidas de espectroscopia que permitiram identificar a oxidação das fosfinas durante a 

formação dos filme de Langmuir sobre a subfase aquosa. Medida de FTIR apresentou uma 
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banda em 1187 cm
-1

 atribuídas ao estiramento da ligação P-O. E medidas de espectroscopia 

de RAMAN, com dois lasers em ressonância 514,5 e 633 nm, confirmaram que as bandas de 

absorção em 530 e 690 nm observadas nos espectros de UV-Vis, foram atribuídas ao grupo 

aromático e à transferência de carga do P-Ru, respectivamente [78]. 

Com a finalidade de melhorar o processo de transferência de elétrons, bem como 

intensificar a separação de picos da oxidação dos analitos dopamina e ácido ascórbico, o 

complexo mer-[RuCl3(dppb)(py)] foi estudado na presença de polianilina (PANI) em 

diferentes proporções molares. Os filmes LB mistos quando caracterizados 

eletroquimicamente apresentaram um pico de oxidação em -0,23 V e um pico de redução em -

0,35 V similar aos processos da PANI (-0,26 e -0,37 V), mas em menores potenciais uma vez 

que o complexo de Ru facilita a oxidação deste polímero e a técnica LB proporciona 

organização com forte interação molecular entre as espécies presentes no filme [80]. Este 

comportamento foi diferente dos filmes cast da mesma mistura, pois neste caso existe uma 

fraca interação entre os compostos, predominando a ocorrência de agregados [79,80]. Estes 

filmes ultrafinos, quando depositados sobre eletrodos interdigitados de ouro, foram utilizados 

em sistemas sensoriais conhecidos como “língua eletrônica”, na presença de analitos 

(sucrose, quinino, NaCl e HCl). Resultados de espectroscopia de impedância mostraram a 

importância da natureza molecularmente nanoestruturadas pela comparação das respostas de 

medidas dos filmes LB com os dados obtidos dos filmes cast, do compósito PANI/Rupy ( 

proporções 10, 30 e 50 mol%). E a partir da aplicação do método estatístico de Análise de 

Componentes Principais, PCA do inglês “Principal Component Analysis”, que visa buscar a 

máxima variabilidade dos resultados e a mínima perda de informações permitindo uma 

diferenciação das amostras, identificou se as amostras semelhantes ou não, qual das variáveis 

contribui mais para a diferenciação entre as amostras e ainda, como as amostras estavam 

correlacionadas entre si. De forma geral os valores das respostas dos filmes LB foram mais 

próximos entre si, indicando melhor reprodutibilidade em relação aos filmes cast. Este 

sistema se destacou pela baixa dispersão de dados e distinção em baixas concentrações 

molares de sabores melhor que a língua humana. [81, 82]. Além dos sabores, estes sensores 

foram capazes de distinguir bebidas comerciais como água mineral de diferentes fabricantes, 

água de coco natural, água de coco comercial além de água de torneira e água destilada 

(sistemas complexos de líquidos) de maneira rápida, simples e com boa eficiência onde em 

alguns casos ocorreu detecção de concentrações em nível de ppb [81]. 
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Os promissores resultados com os filmes LB de complexos bifosfínicos 

mononucleares estimularam ainda o estudo com o complexo binuclear [{RuCl3(dppb)}2(µ-

4,4’-bipy)] pela técnica LB, cujo resultado eletroquímico obtido quando comparado aos 

filmes preparados por outras técnicas de imobilização, cast e dip-coat, apresentou maior 

corrente de pico do processo redox, Ru2
III/III

/ Ru2
II/II

, atribuído à alta organização fornecida 

pela técnica LB [85,84].  

E por fim cita-se ainda a aplicação do complexo mer-[RuCl3(dppb)(4-Mepy)] em 

eletrodos de pasta de carbono, cujas respostas eletroquímicas foram comparadas as de 

eletrodos obtidos por técnicas de Langmuir e cast. Todas as formas de imobilizações se 

mostraram robustas e aplicáveis no sensoriamento de dopamina e ácido ascórbico. As 

respostas de corrente de pico de oxidação destes analitos dependeram da forma de 

imobilização e da organização estrutural do complexo em cada eletrodo. Destacando-se que o 

eletrodo de pasta de carbono, além de apresentar maiores correntes, é vantajoso por ser de 

fácil preparação e de superfície renovável. Já a menor quantidade de material utilizado foi na 

preparação dos filmes LB deste complexo com superfície molecular mais reprodutível [83].  
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3. OBJETIVOS 

 

Baseado na descoberta da atividade biológica comprovada e o emprego dos complexos 

de rutênio, em especial os complexos bifosfínicos, como promissores metalofármacos, esta 

tese teve por objetivo avaliar a atividade antitumoral do complexo mer-[RuCl3(dppb)(VPy)] 

(RuVPy) e investigar o mecanismo de ação a partir da interação com fosfolipídios utilizando 

monocamadas de Langmuir, filmes LB e lipossomos como modelos de membrana celular, 

cuja simples estruturação permitem uma avaliação em nivel atômico.  

Em consonância com isso, os objetivos específicos do presente estudo foram: 

(i) Avaliação da atividade antitummoral do complexo RuVPy frente à linhagem de 

células de carcinoma de laringe humana e células controle normais; 

(ii) Realização de cálculos teóricos do complexo RuVPy;  

(iii) Investigação das interações entre o RuVPy e o modelo de membranas lipídicas, 

com os fosfolipídios zwiteriônico DPPC e os aniônicos DPPG e DPPS nos filmes 

de Langmuir. Caracterizações convencionais da técnica de Langmuir por isotermas 

de pressão, medidas de compressibilidade, BAM, PM-IRRAS e determinação e 

avaliação dos parâmetros termodinâmicos; 

(iv) Preparação de filmes LB a partir dos filmes de Langmuir do RuVPy e membranas 

lipídicas e caracterizações por medidas espectroscópicas e morfológicas; 

(v) Caracterização eletroquímica dos filmes LB contendo o complexo RuVPy e 

membranas lipídicas, para a compreensão da interação entre as espécies estudadas. 

(vi) Preparação e caracterização de lipossomos formados com o complexo RuVPy e 

fosfolipídios. 

(vii) Estudo antitumoral do complexo RuVPy na forma de lipossomos 
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4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 

 

4.1 Reagentes  

Os fosfolipídios L-dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), rac-

dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG) e L-dipalmitoilfosfatidilserina (DPPS) foram adquiridos 

da Avanti Polar Lipids, todos com 99% de pureza. O RuCl3.nH2O e 4-vinilpiridina foram 

obtidos da Sigma-Aldrich, todos com grau de pureza analítico e foram utilizados sem demais 

tratamentos, assim como demais os reagentes e solventes utilizados.  

 

4.2 Síntese do complexo RuVPy 

O complexo mer-[RuCl3(dppb)(VPy)] foi sintetizado de acordo com uma rota 

estabelecida para complexos bifosfínicos com ligantes n-heterocíclicos similares [85, 86], os 

quais partem da substituição do ligante aqua do complexo precursor mer-[RuCl3(dppb)H2O] 

pelo ligante 4-vinilpiridina na proporção 1:1,1 (complexo/ligante), em meio de CH2Cl2, sob 

refluxo em atmosfera de Ar. A reação foi agitada por 4 horas. Notou-se que ao decorrer da 

síntese, o precursor inicialmente pouco solúvel em CH2Cl2 deixou de existir e a reação 

permaneceu com uma coloração vermelha mudando somente de intensidade. A seguir, 

reduziu-se o volume desta solução até 10 % do volume inicial e adicionou-se hexano a fim de 

precipitar os cristais do complexo. Filtrou-se a vácuo esta suspensão vermelha, lavou-se com 

hexano e secaram-se os cristais em dessecador. Rendimento: 71%. C35H35NP2Cl3Ru (MM = 

738,71 g.mol
-1

) Calc. Anal. para C 56,90; H 4,73; N 1,90%. Encontrou-se: C 56,40; H 4,52; N 

2,06%. IR νmax/cm
-1

: ν(P-C)= 516, 1002, 1087, 1484 ν(C-H)= 1433; ν(Ru-N)= 435. UV-vis: 

λmax/nm (ε = mol
-1

 L cm
-1

): 262 (8,55×10
4
), 390 (3,900×10

3
), 450 (2,25×10

3
), 530 

(2,46×10
3
). EPR: g1= 2,40; g2= 2,00; g3= 1,69. 

 

4.3 Filmes de Langmuir  

Os filmes de Langmuir do RuVPy, DPPC, DPPG e DPPS puros e suas respectivas 

misturas nas seguintes proporções de complexo (100, 90, 70, 50, 30, 10 e 0 %) foram obtidos 

em uma cuba Mini KSV, equipada com sensor de Wilhelmy, para medidas de pressão de 

superfície, instalada em sala limpa classe 10.000 do Grupo de Polímeros Bernhard Gross no 

Instituto de Física de São Carlos (IFSC), USP. Como subfase utilizou-se o tampão fosfato 
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salino (Na2HPO4/NaH2PO4 pH 7.4 com 150 mM de NaCl) em água ultrapura (18,2 MΩ.cm) 

obtida em um sistema Millipore Simplicity e mantida em torno de 20 ºC. As soluções estoque 

dos compostos foram obtidas dissolvendo RuVPy e DPPC em CH2Cl2 e DPPG e DPPS em 

CH2Cl2/MeOH, na proporção 4/1 (v/v), a fim de se obter uma concentração de 1 mM. Depois 

de misturadas estas soluções nas mencionadas proporções, foram coespalhadas na subfase 

aquosa com auxílio de uma microsseringa. Esperou-se 15 minutos para a evaporação do 

solvente e estabilização da monocamada e após, os filmes de Langmuir foram comprimidos 

numa velocidade de 10 mm min
-1

. 

 

4.4 Filmes Langmuir-Blodgett (LB) 

Os filmes LB foram fabricados transferindo os filmes de Langmuir da subfase aquosa 

para uma superfície sólida com o auxílio de um braço mecânico (dipper). Os filmes foram 

comprimidos até atingir a pressão superficial de transferência em 30 mN m
-1

 conforme 

pressão de biomembranas [87]. Antes de iniciar a transferência dos filmes de Langmuir, 

esperou-se 15 minutos para a estabilização da monocamada mantendo a pressão alvo 

constante. A transferência do filme de Langmuir para uma superfície sólida foi feita com 

velocidade de subida e descida do dipper de 0,5 mm min
-1

 para monocamadas de RuVPy puro 

e 5 mm min
-1

 para os fosfolipídios puros e misturados ao complexo. Deposição do tipo-Y, ou 

seja, deposição na subida e descida é obtida para o complexo RuVPy puro e deposição do 

tipo-Z, com aderência somente na subida para monocamadas com fosfolipídios e filme misto. 

As taxas de transferências (TR), parâmetro definido pelo decréscimo da área ocupada por 

monocamada (∆A) dividida pela área da superfície sólida imersa na subfase (A), foram 

próximas da unidade confirmando a efetiva transferência da monocamada da interface água-ar 

para os substratos sólidos, tais como lâminas de silica fundida (grau infravermelho), ITO e 

carbono vítreo de dimensões próximas a 20 mm
2
. 

 

4.5 Filmes cast de DPPC puro e com 10% de RuVPy 

Estes filmes foram obtidos em um disco de carbono vítreo (ECV) embutido em um 

cilindro de teflon com área de 0,7 cm
2
. Este eletrodo foi limpo via polimento com pasta de 

alumina, 0,05 mm, seguido de sonicação durante 5 minutos em álcool isopropílico. Após este 
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procedimento o ECV foi imerso em tampão PBS pH 7,4 e submetido a potencial de 1,5 V 

durante 3 minutos, a fim de polarizar o eletrodo. Depois de polarizado, este foi seco sob N2 e 

subsequentemente uma alíquota de 5 µL da solução dos fosfolipídios puros, ou misturados 

com 10% de RuVPy, foi adicionada sobre a superfície do eletrodo com auxílio de uma 

microsseringa. Esta solução foi seca a temperatura ambiente levando a formação espontânea 

de uma bicamada lipídica suportada. Escolheu-se esta proporção devido à concentração do 

complexo ficar próxima da concentração de IC50 nos testes de atividade biológica e por ser 

capaz de causar alterações nos Filmes de Langmuir dos fosfolipídios. 

 

4.6 Preparo de formulação lipossômica do complexo RuVPy em vesículas de DPPC 

Vesículas multilamelares de fosfolipídio DPPC puro e contendo o complexo RuVPy 

foram obtidas pelo método de hidratação dos filmes finos[88]. Neste método primeiramente 

solubilizou-se fosfolipídio puro ou com 10 % de complexo de rutênio em solvente orgânico, 

no caso CHCl3 para vesículas de DPPC. Em seguida o solvente foi eliminado destas soluções 

1 mmol L
-1

 através de evaporação, em atmosfera de N2, para obtenção de um filme lipídico. 

Mantêm-se este filme em dessecador por 24 h e posteriormente hidratou-se com tampão 

fosfato pH 7,4 para formação de lipossomos. Esta solução foi submetida a banho de sonicação 

por 2 h e mais 20 mim de sonicação em ultrasonicador de ponta, Sonics Vibra-Cell VCX 500, 

com amplitude de 40% a fim de reduzir o tamanho das vesículas. 

 

4.7 Princípios e condições experimentais das técnicas de caracterização  

Nesta seção estão descritas as condições experimentais e os equipamentos utilizados 

para caracterizar o complexo, os filmes de Langmuir, LB, cast e lipossomos obtidos. 

  

4.7.1 Estudo teórico da estrutura do complexo RuVPy puro 

Para obtenção da estrutura otimizada do RuVPy foram realizados estudos quânticos 

teóricos em nível DFT utilizando-se o pacote de programas Gaussian 03[89]. O método 

B3LYP com o conjunto de base Lanl2dz foi utilizada, visto que descreve todos os átomos que 

estão presentes na molécula [90]. A partir da estrutura otimizada foi obtido o mapa de 

potencial eletrostático do complexo em estudo, o qual foi visualizado pelo programa Molekel 
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5.3 [91]. Os cálculos computacionais para o complexo foram realizados pela Profª Dra 

Barbara Celânia Fiorin do Departamento de Química da UEPG. 

 

4.7.2 Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear – RMN 
31

P{
1
H} 

Os espectros de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) foram obtidos utilizando o 

espectrômetro de RMN para amostras sólidas e líquidas (BRUKER UltraShield Advance AV, 

campo magnético de 9,4 T e freqüência de 400 MHz) do Complexo de Laboratório 

Multiusuários da UEPG. Os espectros de 
31

P{
1
H} foram obtidos em solução desaerada de 

DMSO, CHCl3 e CHCl3/MeOH na proporção 4/1 (V/V) com um tubo capilar contendo D2O. 

Os deslocamentos químicos são relativos ao H3PO4 85%. Cada espectro foi obtido após 320 

scans, com frequência de acoplamento para 
31

P de 161,97 MHz. As soluções dos fosfolipídios 

e do complexo utilizado tinham concentração 1 mmol L
-1

 e as suas misturas continham 90% 

do volume de fosfolipídios e 10% do complexo RuVPy. 

 

4.7.3 Espectroscopia de Absorção na região do Ultravioleta-Visível (UV-Vis) 

Os espectros eletrônicos para as soluções dos compostos foram registrados em um 

espectrofotômetro Varian modelo Cary 50 Bio (GDEM/UEPG) usando uma cubeta de 

quartzo, caminho óptico de 0,5 cm, com soluções de concentração 0,5 mmol L
-1

 na faixa de 

200-800 nm. 

 

4.7.4 Ensaio de viabilidade celular 

A atividade biológica foi testada em células de carcinoma de laringe humana, HEp-2 

(ATCC CCL23) e em células controle normais de rim de macaco verde africano denominadas 

células VERO. Ambos os tipos de células foram cultivadas em meio Dulbecco modificado 

por Iscove - IMDM (Sigma St. Louis, Missouri, USA) suplementada com 10% de serum fetal 

bovino, 10000 IU mL
-1

 de penicilina e 10 mg mL
-1

 de estreptomicina em ambiente úmido 

com 5% de CO2 a 37 °C. As células foram mantidas a esta temperatura como uma 

monocamada confluente e foram rotineiramente sub culturadas duas vezes por semana. Para 

ensaios de atividade, placas de 96 poços foram utilizadas com poço contendo 1 × 10
5
 células 

que após remoção do meio de cultura foram incubadas por 24 h com diferentes concentrações  
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de RuVPy (5 - 250 µg mL
-1

) dissolvido em DMSO. Ressalta-se que as diluições ocorreram 

usando o meio de cultura e apresentavam uma concentração final de 1% de DMSO. Controles 

foram sempre tratados com a mesma quantidade de DMSO como usado nos correspondentes 

experimentos. Após o período de incubação, as células foram lavadas com tampão fosfato 

salino e meio fresco de cultura foi adicionado, sendo que e as células foram mantidas a 37 °C, 

5% de CO2 e 95% de ar durante mais 48 h.  

A viabilidade celular ou citotoxicidade do complexo RuVPy foi avaliada através de 

um ensaio colorimétrico baseado na conversão celular do sal de tetrazólio em formazan na 

presença de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólio [92], este ensaio é 

comumente denominado de teste MTT (Sigma). A cada poço da placa, 50 µL de solução 1 mg 

mL
-1

 de MTT em meio de IMDM foi adicionado, seguido de 3 h de incubação a 37 °C, 5% 

CO2 e 95% ar. A solução de MTT foi removida, 50 µL de etanol e 150 µL de solução 

contendo tampão fosfato salino e isopropanol (1:1) foram adicionados em cada poço a fim de 

solubilizar os cristais formados. A absorbância de cada poço foi lida em um leitor de 

microplacas (Versamax, Molecular Device) a 550 nm do grupo de Nanotecnologia 

Farmacêutica da UNICENTRO, sendo proporcional ao número de células vivas. 

Experimentos foram realizados em sextuplicatas para cada concentração do RuVPy e para as 

células controles. Os resultados foram expressos como a média ± desvio padrão e o índice de 

sobrevivência (IS) foi calculado de acordo com a equação 3[93]:  

    
       

           
      , onde A é a absorbância ..............................[3] 

A concentração inibitória média, IC50, foi obtida como a concentração que causou 

50% de inibição da viabilidade celular, sendo calculada utilizando o software Calcusyn [94] e 

múltipla análise do efeito do fármaco. 

 

4.7.5 Análises termodinâmicas dos filmes de Langmuir mistos  

As interações em filmes mistos fosfolipídio/RuVPy nas seguintes proporções de 

complexo (0, 10, 30, 50, 70, 90 e 100 %) foram interpretadas baseando-se na miscibilidade 

dos componentes destes, sendo que a existência de interações é sugerida a partir da regra da 

aditividade (Equação 4). Quando uma monocamada mista apresenta um comportamento não-

ideal (desvio à regra da aditividade), sugere-se interações moleculares, já que as propriedades 

não dependem linearmente da composição da monocamada [95]. 
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                           .........................................[4] 

Sendo que, A12 é a área molecular média no filme misto, X1 e X2 são as frações molares dos 

componentes, A1 e A2 são as áreas moleculares nos filmes dos componentes na mesma 

pressão de superfície.  

A fim de analisar o comportamento físico-químico de monocamadas mistas, 

parâmetros termodinâmicos, tais como área em excesso (A
E
), energia livre em excesso 

(G
E
) e energia livre da mistura (G

M
), podem ser mensurados a partir das isotermas de 

pressão de superfície vs área por molécula [96]. Com estes parâmetros, obtêm-se informações 

importantes sobre a miscibilidade entre os componentes da monocamada, empacotamento 

molecular, força de interação e a estabilidade das monocamadas mistas. 

Inicialmente, para o estudo das monocamadas realizou-se o cálculo da área em excesso 

(A
E
), a qual é determinada pela diferença entre a área molecular experimental dos filmes 

mistos (Aexp) e a área molecular ideal (A12) [95,97], através da equação 5. 

                               .............................. [5] 

Se a mistura é ideal ou se os dois componentes são imiscíveis, A
E
 é zero, sendo que 

A
E
 = ƒ(X1) é uma linha reta. Qualquer desvio destas condições de linearidade indica não-

idealidade e miscibilidade entre os componentes [95]. Desvios positivos são interpretados 

como a presença de interações de repulsão entre as moléculas na monocamada mista, 

enquanto os desvios negativos representam interações atrativas [98]. Ou seja, a condensação 

da monocamada ocasiona em valores negativos de A
E
, enquanto a A

E
 positivos indicam a 

expansão da monocamada [95]. Os desvios são observados nos filmes mistos devido à fatores 

geométricos ou interações hidrofóbicas [95,98]. 

Outro parâmetro termodinâmico que pode ser estudado através das isotermas -A é a 

energia livre em excesso (G
E
), e esta é tratada como uma indicação de interações e 

estabilidade da monocamada mista [95]. Em 1957, Frank Goodrich mostrou como a energia 

livre em monocamadas mistas pode ser avaliada a partir de dados experimentais [97], sendo 

que a natureza e extensão das interações entre as moléculas em um filme misto dependem 

fortemente da pressão do sistema e também do nível de organização da monocamada [99]. O 

valor de G
E 

pode ser calculado diretamente através das isotermas -A utilizando a equação 

6: 
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      –               
 

 
  ................... [6] 

sendo A12 a área molecular média para uma mistura ideal e Aexp a área molecular obtida 

experimentalmente em determinada pressão de superfície. 

G
E
 negativas indicam a formação de monocamadas mistas estáveis e sugerem forte 

interação entre os dois componentes, enquanto um valor positivo indica que as interações 

entre os dois componentes são mais fracas que as interações no filme puro [95,96,100], e 

ainda que ocorre a separação de fases na monocamada[95]. Portanto, G
E
 < 0 indica interação 

atrativa entre as moléculas que compõem o filme misto e valores de G
E
 > 0 indica interações 

repulsivas entre as moléculas que compõem a monocamada mista, e provavelmente um dos 

componentes da monocamada forma agregados bidimensionais [99].   

 A fim de se analisar quantitativamente a estabilidade das monocamadas mistas, pode-

se calcular a energia livre da mistura (G
M

), a qual é dada pelas Equações 7 e 8. 

              ..............................................  [7] 

                        ....................................... [8] 

onde G
ID

 representa a energia livre ideal, R a constante universal dos gases (8,31451 J K
-1

 

mol
-1

) e T a temperatura em Kelvin. 

 Se uma monocamada mista é mais estável que os filmes dos componentes puros, a 

energia livre da mistura (G
M

), dada pela Equação 7, é negativa. Em geral, têm-se que G
M

 < 

0 indica interações atrativas e G
M

 > 0, interações repulsivas [95,96]. 

Além disso, parâmetros termodinâmicos que refletem as interações e tamanho da força 

de ligações intermoleculares podem ser analisados com mais detalhes, conforme discutido a 

seguir [101,102,103]. De acordo com a teoria da solução normal [101,102,103], o coeficiente 

de atividade f1 é dado segundo a equação 9 [103,104]. 

     
       

 

  
,        

       
 

  
 ............................................ [9] 

onde f1 e f2 representam o coeficiente de atividade para os componentes da mistura (X1 e X2) e 

ω é a troca de energia a qual descreve as forças coesivas entre moléculas distintas[101,102], e 

isto pode ser calculado pela equação 10. 
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   ....................................................... [10] 

O parâmetro de interação (Ip) foi calculado de acordo com a Equação 11. E este reflete 

o tamanho da força de ligação ou interação entre os diferentes tipos de moléculas. O sinal do 

valor de Ip depende do G
Exc

, onde maior valor negativo de Ip corresponde à interação mais 

forte [101,102,103].  

   
 

  
  ............................................................... [11] 

 Todas as análises termodinâmicas (A
E
, G

E
, G

M
, f1, f2,  and Ip), foram analisadas 

nas pressões entre 5-30 mN m
-1

. 

 

4.7.6 Microscopia de Ângulo de Brewster (BAM) dos filmes de Langmuir 

As micrografias de BAM dos filmes de Langmuir dos compostos puros e das 

misturas com 10% de RuVPy sobre subfase de tampão fosfato salino foram obtidas utilizando 

o microscópio modelo BAM2Plus da Nanofilm Technologies da Alemanha, equipado com 

emissão de laser de 30 mW, com luz p-polarizada a 690 nm, que permitiram obter imagens de 

2 µm de resolução. Este microscópio esteve acoplado a uma cuba NIMA, modelo 601M, e a 

uma câmera CCD (Charge-Coupled Device). O ângulo utilizado para realização das medidas 

foi de 52,16°. Estas medidas foram possíveis após formação do filme de Langmuir onde o 

índice de refração na interface ar/água é ligeiramente alterado, dando origem à luz refletida na 

direção da câmara. Uma imagem da estrutura pelicular interfacial é formada pelo contraste 

das regiões com menor concentração molecular do filme (regiões escuras - sem reflexão) e os 

pontos em que a superfície da água é coberta com uma concentração molecular mais elevada 

do filme (regiões brilhantes - reflexão) [105]. Todas as medidas foram realizadas em 

duplicatas no laboratório do Grupo de Polímeros Bernhard Gross no IFSC da USP- São 

Carlos. 

 

4.7.7 Espectrometria de massa com ionização por spray eletrostático  

Uma solução ácida em acetronitila do RuVPy a 0,2 mg.mL
–1

 foi caracterizada por 

espectrometria de massa utilizando um espectrometro LTQ XL Linear Ion Trap da  Thermo 

Fisher Scientific INc., com ionização por spray eletrostático (ESI - do inglês electrospray 
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ionization). Com software Xcalibur 2.1. Estas medidas foram realizadas em colaboração com 

o Prof. Marcio P. de Araújo do Departamento de Química da UFPR. 

 

4.7.8 Espectroscopia de absorção e reflexão na região do infravermelho – Módulo 

Polarizado (PM-IRRAS) de filmes de Langmuir e LB  

Os espectros de absorção e reflexão na região do infravermelho dos filmes de 

Langmuir foram obtidos sobre subfase aquosa utilizando o espectrofotômetro KSV/PMI, 

modelo 550 (KSV instrument Ltd, Helsinki, Finlândia) do Grupo de Polímeros Bernhard 

Gross no IFSC da USP- São Carlos e no Laboratório do Departamento de Ciências Exatas e 

da Terra da UNIFESP – Campus Diadema sob supervisão do Profº Luciano Caseli. A Cuba de 

Langmuir foi configurada de modo que o feixe de luz atinge a monocamada com um ângulo 

de incidência determinado de 80°. A luz recebida foi continuamente modulada entre 

polarização s e p, com uma frequência elevada, o que permite medição simultânea de 

espectros para as duas polarizações. A diferença das frequências de polarizações forneceu 

informações específicas de superfície e a soma destas serviu como espectro de referência. 

Como os espectros foram medidos simultaneamente, o efeito do vapor d'água foi largamente 

reduzido [106].  

Os espectros de absorção na região do infravermelho dos filmes LB foram obtidos a 

partir da análise das monocamadas sobre substratos de Si (10 x 20 mm) utilizando o mesmo 

espectrofotômetro KSV/PMI, modelo 550, com resolução de 4 cm
-1

. Este equipamento foi 

escolhido uma vez que grande sensibilidade é requerida para analise de tão pequena 

quantidade de amostra existente sobre os substratos sólidos. Como referência (“branco”), para 

os ensaios, utilizou-se lâmina de Si sem a presença de monocamadas, sendo os demais 

parâmetros mantidos iguais aos utilizados para filmes sobre subfase.  

 

4.7.9 Medidas eletroquímicas de Filmes LB e cast 

Medidas de voltametria cíclica e espectroscopia de impedância foram realizadas em 

um potenciostato/galvanostato, Autolab PGSTAT30 (Eco Chemie B.V., Utrecht, the 

Netherlands), no GDEM da UEPG na presença de tampão PBS como eletrólito suporte. Uma 

cela eletroquímica convencional de três eletrodos foi utilizada com Ag/AgClsat como eletrodo 

de referência, um fio de Pt como auxiliar e como eletrodo de trabalho utilizou-se os filmes 
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obtidos. Os voltamogramas foram realizados em temperatura ambiente com velocidade de 

varredura de 100 mV s
-1

.  

Para as medidas de impedância a faixa de frequência utilizada foi de 10 kHz a 0.1 Hz 

com amplitude de sinal de 10 mV. Nestes ensaios de impedância, como sonda redox, utilizou-

se a solução do par K3[Fe(CN)6]:K4[Fe(CN)6] na proporção 1:1 com concentração de 5 mmol 

L
-1

 na presença de tampão PBS como eletrólito suporte, com potencial formal do sistema de 

0,2 V. 

 

4.7.10 Distribuição de tamanho dos lipossomos e potencial Zeta 

O tamanho dos lipossomos e o potencial Zeta foram obtidos por espalhamento de luz 

dinâmico (Dynamic Light Scattering ou DLS) utilizando um equipamento da ZETASIZER 

modelo NANO ZS90 da Malvern, equipado com laser de He-Ne (= 633 nm) como fonte de 

radiação, a temperatura de 25°C. As medidas foram realizadas em cubetas descartáveis de 

poliestireno contendo 1 mL de soluções diluídas, com concentração 0,2 mmol L
-1

, com 

volume de espalhamento minimizado com uma abertura de 4,6 mm e ângulo de leitura de 90°. 

Estabeleceu-se como índice de refração 1,33 e viscosidade de 0,9640 relativo ao uso de 

tampão fosfato salino como dispersante, em acordo com especificações pré-existentes no 

equipamento. As medidas foram realizadas no Complexo de Laboratórios Multiusuários da 

UEPG num período de 15 dias com as mesmas soluções lipossômicas estocadas sob 

refrigeração. 

 

4.7.11 Microscopia eletrônica de varredura por efeito de campo (FEG) de lipossomos 

As soluções diluídas contendo lipossomos com e sem complexo RuVPy foram 

analisadas na forma de filme cast sobre substrato metálico em um microscópio eletrônico de 

varredura de efeito de campo com fonte de íons focalizados (FIB) da Shimatzu, modelo 

VEGA e MIRA 3 instalado no Laboratório Multiusuários da UEPG. A emissão de feixes de 

elétrons ocorreu de um filamento capilar de tungstênio (eletrodo negativo), mediante a 

aplicação de uma diferença de potencial de 17 e 15 kV, com imagens ampliadas 28 e 13 kx, 

respectivamente.  
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5. RESULTADOS E DICUSSÕES 

 

Conforme apresentado na introdução, os complexos bifosfínicos de rutênio com a 

unidade “RuCln(P-P)” são interessantes sobre o ponto de vista estrutural, pois podem ser 

coordenados a vários tipos de ligantes. Além disto, podem formar filmes de Langmuir e LB, 

puros e mistos, com distintas aplicações, tais como sensores para moléculas biológicas e 

sensoriamento de paladares.  

O complexo mer-[RuCl3(dppb)(VPy)], sintetizado durante o meu projeto de mestrado 

[159], foi escolhido neste trabalho após a constatação na literatura de que complexos com 

estrutura similar [48] e com ligantes nitrogenados [56, 57], são ativos na inibição de 

crescimento de diferentes tipos de células de câncer. Dentro do modo de ação destes 

compostos inorgânicos propõe-se a interação com estruturas celulares, como DNA, proteínas 

entre outras, o que motivou a realização do teste biológico do complexo RuVPy e o estudo da 

sua ação frente a fosfolipídios, os quais são biomoléculas formadoras de membrana celular.  

Destaca-se que na literatura até então não existiam trabalho com complexos de Rutênio e 

modelos de membrana o que tornou este trabalho inédito. 

 

5.1 Estudo de interação do RuVPy com DMSO e fosfolipídios  

 Complexos metálicos de rutênio podem sofrer diversas reações quando em superfície 

celular, sendo a substituição de ligantes uma das principais reações que ocorre no organismo. 

Estas interações dependem do tipo de ligante presente e do estado de oxidação do centro 

metálico, o que torna a compreensão do comportamento do metalofármaco em meio biológico 

de fundamental importância
. 
[107] 

Experimentos com o complexo RuVPy solubilizado em DMSO, foram realizados 

pois nos ensaios biológicos este é o solvente utilizado quando compostos insolúveis são 

testados. O DMSO substitui as moléculas de água no material biológico mantendo sua 

estrutura e função fisiológica nativa o que permite que se avalie a atuação dos compostos 

neste meio [108]. Inicialmente foram acompanhadas as alterações espectrais por 

espectroscopia de absorção de luz na região do visível para averiguar a mudança na esfera de 

coordenação do RuVPy. Conforme apresentado na Figura 5, em meio não coordenante, tal 

como CH2Cl2, este composto apresenta em seu espectro três bandas, a saber, um ombro em 

350 nm atribuído à transição de transferência de carga do ligante para o metal (TCLM), que  
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corresponde à transferência de elétrons dos orbitais (3pσ*d) do átomo de fósforo do ligante 

bifosfínico (dppb) para o orbital d do metal [109]. Uma banda em 450 nm que é associada à 

transferência de elétrons do átomo de nitrogênio da piridina para o metal e a banda em 530 

nm é atribuída à transição dos orbitais do cloro para o metal [p(Cl)  d(Ru(III))][78]. Em 

solução de DMSO, propusemos a formação do complexo mer-[RuCl3(dppb)(DMSO)], pois no 

instante inicial o espectro possui o mesmo perfil descrito para CH2Cl2, ou seja, uma banda em 

336 nm (TCLM), uma banda em 420 nm associada com à transferência de elétrons do átomo 

de oxigênio do DMSO para o metal e a banda em 532 nm atribuída à transição dos orbitais do 

cloro para o metal [p(Cl)  d(Ru(III))]. Este composto já é descrito na literatura a partir da 

reação entre o complexo precursor mer-[RuCl3(dppb)H2O] na presença de DMSO [110].  

No decorrer de 24 h de reação do RuVPy na presença de DMSO, é proposta a 

formação do complexo de Ru(II), trans-[RuCl2(dppb)(DMSO)2] [110], pois foi observado que 

o espectro sofre alterações significativas como deslocamento batocrômico da banda atribuída 

ao ligante bifosfínico (360 nm), desaparecimento da banda da transição do N da piridina para 

o metal em 450 nm e decréscimo de intensidade do ligante cloreto (530 nm) devido ao 

aumento da simetria da estrutura do complexo do complexo trans-[RuCl2(dppb)(DMSO)2]. 

Este complexo já foi obtido e caracterizado em outro trabalho a partir de experimentos de 

eletrólise exaustiva do mer-[RuCl3(dppb)(DMSO)] em -0,3 V (vs. Ag/AgCl) sendo suas 

características de RMN 31P e UV-Vis similares às observadas para complexos da série -

[RuCl2(dppb)(L)2] onde L= n-heterocíclico [86].  

 

Figura 5: Espectros de absorção na região do ultravioleta visível para o complexo RuVPy com concentração de 

0,5 mmol L-1  em CH2Cl2 e DMSO realizados com solução fresca e após 24 h. 
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A confirmação da formação de espécie de Ru(II) na presença de DMSO foi obtida 

por experimentos de ressonância magnética nuclear de fósforo. O complexo mer-

[RuCl3(dppb)(VPy)] não apresenta sinal em espectros de RMN de 
31

P, e sim três valores de 

tensor g no espectro de ressonância paramagnética eletrônica (EPR) [159], porém um 

simpleto é observado com deslocamento químico (δ) em 31 ppm no espectro obtido no 

instante inicial da adição de DMSO (Figura 6a). Este simpleto foi atribuído ao ligante dppb 

em sua forma livre oxidada, dppbO [111], proveniente de impureza do complexo precursor. 

Apesar de serem esperados dois simpletos em δ -16 e 32 ppm para o dppbO [111], a ausência 

do sinal em -16 ppm é atribuída à sua baixa intensidade e pouco tempo de máquina, como 

será discutido em experimentos posteriores na presença de fosfolipídio. Com o passar do 

tempo da adição de DMSO à solução do mer-[RuCl3(dppb)(VPy)] (Figura 6b), um simpleto 

pouco definido em δ 41,8 ppm surgiu devido à presença de átomos de fósforo 

magneticamente equivalentes coordenados, sugerindo a formação do complexo trans-

[RuCl2(dppb)(DMSO)2] [86,110]. Além deste pico, um deslocamento do simpleto de δ 31 

para 33 ppm foi observado pois na presença de oxigênio ocorre a oxidação da dppbO à 

dppbO2, em sua forma livre [112]. Os simpletos, em δ 33 e 41,8 ppm, não sofreram 

deslocamento após 24 h de reação in situ, tempo este igual à incubação do complexo na 

solução do meio de cultura (DMSO 1%) (Figura 6c), confirmando a formação do complexo 

trans-[RuCl2(dppb)(DMSO)2], na presença de dppbO2 livre. Todo o mecanismo desta reação 

que se propõe é apresentado na Figura 7. 

 

Figura 6: Espectros de RMN de 31P do complexo RuVPy em DMSO no tempo inicial do experimento (a), após 

2 horas de adição de DMSO (b) e 24 horas de adição de DMSO (c). Referência D2O/ H3PO4 85%, a 200 MHz a 

temperatura ambiente. 
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Figura 7: Mecanismo dissociativo proposto do RuVPy na presença de DMSO formando o complexo              

mer-[RuCl3(dppb)(DMSO)] e posteriormente o complexo trans-[RuCl2(dppb)(DMSO)2].  

Sabendo-se que o complexo pode sofrer alterações em sua esfera de coordenação em 

presença de DMSO, também buscou-se entender a interação do complexo RuVPy com os 

fosfolipídios, que são os principais constituintes de membranas celulares, sem a presença de 

DMSO, que por si só já causa significativas alterações em modelo de membrana [113].   

Os fosfolipídios escolhidos são moléculas anfifílicas, ou seja, apresentam uma 

cabeça polar, que no caso do zwitteriônico DPPC (Figura 8A) é um grupo colina (sal 

quaternário de etilamina) e dois fosfolipídios aniônicos, DPPG (Figura 8B) com um grupo 

glicerol e DPPS (Figura 8C) com um grupo serina (grupo ácido orgânico). Todos estes grupos 

polares estão ligados a um grupo fosfato e ao esqueleto de glicerol, que por sua vez se ligam a 

parte apolar constituída por duas cadeias alquílicas saturadas de 16 carbonos conhecido como 

palmitoil. Estes fosfolipídios foram escolhidos por serem modelos representativos de 

membranas biológicas e em especifico os fosfolipídios aniônicos por corresponderem a fração 
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de 15% em membranas de células de mamíferos, sendo os responsáveis por interações com 

proteínas, inclusive atuando em sinalização celular [114].  

   (A) 

   (B) 

   (C) 

Figura 8: Estrutura molecular do fosfolipídio zwitteriônico DPPC (A) e dos aniônicos DPPG (B) e DPPS (C). 

 

Os fosfolipídios puros não apresentam bandas de absorção na região do UV-Vis, como 

ilustrado nos espectros da Figura 9A. A fim de mostrar que não ocorrem ligações e sim 

interações entre o RuVPy e os fosfolipídios DPPC, DPPG e DPPS, os espectros das soluções 

mistas foram obtidos em instantes iniciais (Figura 9B, C e D, respectivamente). Estes estudos 

foram realizados em CHCl3 (no caso do DPPC) e em CHCl3/MeOH (no caso do DPPG e 

DPPS), a fim de compararmos com resultados posteriores de filmes de Langmuir.  

Diferente dos experimentos realizados com DMSO, observa-se que as bandas 

características do RuVPy são mantidas nos espectros das misturas com os fosfolipídios (350, 

450 e 530 nm) e sem deslocamentos, indicando, assim, que a esfera de coordenação do 

Ru(III) é preservada na presença dos fosfolipídios. A diminuição na intensidade de absorção 

das soluções DPPG/RuVPy e DPPS/RuVPy deve-se à menor solubilidade do RuVPy na 

mistura de solventes CHCl3/MeOH.  
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(A)      (B) 

 
(C)      (D) 

Figura 9: Espectros de absorção na região do ultravioleta visível para (A) o DPPC, DPPG, DPPS (0,5 mM) e 

sua respectivamente misturas de DPPC/RuVPy, DPPG/RuVPy e DPPS/RuVPy com 10 e 50% do RuVPy (0,5 

mM) em (B) CHCl3 e (C e D) solução de CHCl3/MeOH (4:1 v:v). 

 

Medidas de RMN de 
31

P (Figura 10) foram realizadas para os compostos puros e 

misturados na proporção 90/10 de fosfolipídio/RuVPy. Todas as medidas foram feitas de 

acordo com as condições citadas no procedimento experimental, sendo a mistura com 

complexo realizada após a leitura do fosfolipídio e a nova medida da mistura realizada na 

sequência.  
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Figura 10: Espectros de RMN de 31P do complexo RuVPy, (A) do DPPC e da mistura DPPC/RuVPy (90/10, 

massa/massa) (B) do DPPG e da mistura DPPG/RuVPy(90/10, massa/massa) e (C) do DPPS e da mistura 

DPPS/RuVPy (90/10, massa/massa), em CHCl3 ou CHCl3/MeOH e como referência D2O/H3PO4 85%  400 MHz. 
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É observada nos espectros do complexo RuVPy em CHCl3, a presença de dois 

simpletos em δ -14 e 32 ppm atribuídos ao fósforo do ligante dppb livre oxidado, dppbO 

[111], como impureza do complexo. Estes sinais tem alterações no deslocamento químico, 

quando na presença dos fosfolipídios, devido à oxidação da dppbO à dppbO2, como discutido 

anteriormente para o DMSO. Nenhum pico novo surge quando o complexo misturado aos 

fosfolipídios in situ, o que corrobora com os dados de UV-Vis indicando que não ocorre 

mudança na esfera de coordenação do RuVPy nem a formação de novas espécies de Ru(II).  

No espectro de RMN de 
31

P do DPPC puro, (Figura 10A) observa-se um simpleto em 

δ -1,9 ppm referente ao átomo de fósforo do grupo fosfato presente nas estruturas de 

fosfolipídios [115]. No espectro da mistura com RuVPy nota-se que este é deslocado para 

perto do pico da referência (H3PO4) conforme evidenciado pelo ombro acoplado ao sinal, que 

pode ser atribuído à hidrólise do DPPC catalisada pelo RuVPy. Para o DPPG puro, (Figura 

10B) um sinal de fósforo é evidenciado na região menos blindada, com deslocamento químico 

em 0,7 ppm de acordo com a literatura [115], este sinal não foi mais evidenciado na presença 

de RuVPy. Tal ausência no espectro da mistura pode ser justificada pelo acoplamento do sinal 

do DPPG com H3PO4, uma vez que se observa um alargamento da base do sinal em função da 

presença de espécies de Ru(III).  

No espectro do DPPS puro (Figura 10C) observou-se um pico em δ 1,4 ppm atribuído 

ao fósforo do grupo fosfato diferente do que se tem na literatura, cujos valores situam-se entre 

0,25 e 0,4 ppm [116]. Esta diferença entre os valores pode ser atribuída à composição do 

DPPS da literatura determinado em diferentes frações de membranas. Em presença do RuVPy 

o pico em 1,4 ppm se mantém sem alterações indicando menor interação entre o complexo e o 

lipídio. Conforme será discutido posteriormente nos cálculos termodinâmicos realizados para 

as misturas de DPPS/RuVPy, a ausência de mudanças no espectro explica a repulsão entre as 

moléculas.  
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5.2 Ensaio de viabilidade celular 

A atividade citotóxica do complexo de rutênio RuVPy contra a linhagem de células 

de carcinoma de laringe humana, HEp-2, e células controle normais, VERO, foi examinada 

num período de 24 h de incubação, com uma concentração na escala de mol L
-1

, o complexo 

teve atividade inibindo o crescimento celular. A Figura 11 ilustra a viabilidade celular 

expressa como IC50, onde uma concentração de 120±10 mol L
-1 

de RuVPy foi capaz de 

eliminar 50% da população de células de câncer. O teste com células VERO foi realizado e 

um efeito citotóxico similar foi observado, IC50 = 67±7 µmol L
-1

, indicando alta toxidade do 

complexo RuVPy para células normais.  

Apesar da alta toxidade, os resultados obtidos são melhores em comparação aos 

relatos da literatura, onde uma dose muito maior (306,9 µmol L
-1

) foi necessária para inibir o 

crescimento de células epiteliais de carcinoma humano quando o complexo de estrutura 

similar ao RuVPy, o mer-[RuCl3(dppb)H2O] foi usado [48]. O RuVPy também apresentou 

melhores valores de IC50 para a HEp-2 quando comparados com a série de complexos 

contendo o ligante quelante 1-(2-picolil)-4-fenil-1H-1,2,3-triazol (ppt) ligado ao macrociclo 

tridentado 1,4,7-tritiacilciclononano de enxofre ([9]anoS3) ou com ligante ŋ
6
-areno, 

[Ru([9]anoS3)(DMSO-S)(ppt)][CF3SO3]2, [Ru([9]anoS3)Cl(ppt)][CF3SO3] e [Ru(ŋ
6
-p-

cimeno)Cl(ppt)][Cl] (280, 300 e 300 µmol L
-1

, respectivamente) [117]. Estes resultados 

comprovam a eficiência do complexo bifosfínico quando comparado aos materiais de 

diferentes estruturas. No entanto, em relação à metalo droga de referência (cisplatina) o 

complexo RuVPy não se mostrou tão eficiente, dado a citotoxidade da cisplatina ocorrer com 

menor concentração (7,5 µmol L
-1

)
 
em um período de 48 h [117]. Uma explicação para tal 

fato pode ser o tempo utilizado nos ensaios com RuVPy que é a metade do tempo do 

experimento com o complexo de Pt.  
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Figura 11: Efeito do RuVPy no índice de sobrevivência de células normais VERO (A) e de células cancerígenas 

HEp-2 (B) por 24h. Cada coluna representa a média ± desvio padrão para dois experimentos cada, realizado em 

sextuplicata 

 

Um possível mecanismo para explicar a citotoxidade do RuVPy é reportado para 

complexos de Ru(III), referidos como pró-drogas. Neste tipo de mecanismo, a atividade 

anticancerígena é atribuída à redução do complexo para espécies de Ru(II), as quais são mais 

reativas e suscetíveis às reações de troca de ligantes, sendo portanto, capazes de interagir com 

moléculas-alvo de forma mais eficiente [118,119]. Adicionalmente, baseado no mecanismo 

proposto para o complexo RuVPy em presença de DMSO (item 5.1) e nos resultados de testes 

antitumorais com os complexos de Ru(II) do tipo [RuCl2(NO)(dppp)(L)]PF6 (L= derivados n-

heterocíclicos) e cis-[RuCl2(dppb)(N–N)] (N-N= bipiridina), onde ocorre a labilização de um 

ligante Cl
-
 e a formação de uma nova espécie em presença do solvente coordenante DMSO 

[54, 56], propõem-se para o RuVPy que o grupo de saída seja, além do Cl
-
, que situa-se em 

posição trans a dppb, o ligante n-heterocíclico VPy, e no lugar destes coordena-se o DMSO 

formando o complexo trans-[RuCl2(dppb)(DMSO)2]. Na literatura ainda não se tem relato da 

ação deste complexo em específico, mas sabe-se que espécies que apresentam DMSO 

coordenadas como o complexo cis-[RuCl2(NO)(dppp)(DMSO)]PF6 [54] apresentam atividade 

contra células de câncer de mama (MDA-MB-231), com concentrações do complexo cerca de 

6 vezes menor que a cisplatina, droga de referência.  

Desta maneira, mesmo sabendo-se que a espécie trans-[RuCl2(dppb)(DMSO)2], é a 

que provavelmente se forma em ambientes com hipóxia, ou seja, ambientes com baixa 

concentração de oxigênio, e que é esta espécie que reage dentro do ambiente celular e não o 

RuVPy propõem-se que a ação deste complexo siga o padrão de agente neoplásico ciclo 

0

20

40

60

80

100

120

RuVPy (mol L
-1
)

0       14        80     110      135     160      230

Ín
d

ic
e 

d
e 

S
o

b
re

v
iv

ên
ci

a 
(%

)

(A)

0

20

40

60

80

100

120

In
d

ic
e
 d

e
 s

o
b

re
v

iv
ê
n

c
ia

 (
%

)

RuVPy (mol.L
-1
)

0         14          80        110       135       160       230 

(B)



60 
 

 

celular não específico assim como os complexos de Pt, que pode interagir com o DNA e 

também com outras biomoléculas dentro da célula [5]. Para isto, estudos do RuVPy com 

fosfolipídios característicos de membrana celular foram realizados em filmes de Langmuir e 

LB a fim de verificar a interações existentes quando este complexo entrar em ambientes 

celulares específicos delimitados por membranas. Um primeiro momento em que esta 

interação pode vir a ocorrer é se assumirmos que o transporte deste complexo ocorre via 

transferina [27], e que neste tipo de sistema a proteína transportadora se conecta com seus 

receptores inclusos na membrana celular externa e apartir de então inicia-se o processo 

denoninado endocitose[120]. 

 

5.3 Interação entre o complexo RuVPy e modelos de membrana celular 

 

O complexo RuVPy tem se apresentado como um composto com potencial 

anticancerígeno assim como seu precursor [48]. Contudo, a alta toxicidade do RuVPy para 

linha de células VERO aponta para um modo de ação que pode depender fortemente da 

interação com outras biomoléculas tais como membranas celulares, não sendo necessário 

receptores específicos. Logo, o estudo da interação RuVPy com modelos simples de 

membrana torna-se muito atraente, uma vez que imitar membranas celulares integralmente 

não é viável quando se deseja obter informações precisas em nível molecular. 

Apesar dos filmes de Langmuir de fosfolipídios não serem bicamadas como as 

membranas celulares reais, estes são vantajosos para estudo de modelos de membrana visto 

que permitem um controle rigoroso da composição, controle do estado de compactação e 

consequente estruturação da monocamada, além da planaridade que se aproxima do formato 

de uma superfície celular. [121] Certamente limitações em estudos de transporte através da 

membrana existem, mas isto não inviabiliza os estudos com estes reconhecidos modelos.  

Aqui usamos monocamadas de Langmuir de fosfolipídios com cadeias 

hidrocarbônicas saturadas na cauda (16 átomos de carbono), DPPC, DPPG e DPPS, para 

representar esta membrana, dando a importância à carga de superfície, avaliando os efeitos da 

incorporação de RuVPy nestas estruturas. Estes filmes foram obtidos em subfase de tampão 

fosfato salino por apresentar íons comuns aos íons de ambiente fisiológico tais como o Na
+
, 

PO4
2-

, Cl
-
, além do pH 7,4 ser o pH encontrado nestes ambientes, como por exemplo na 
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corrente sanguínea [122]. Nesta subfase as características das isotermas dos fosfolipídios 

DPPC, DPPG e DPPS foram mantidas de acordo com curvas apresentadas na literatura [123, 

128, 129]. No pH 7,4 em que as medidas foram realizadas, o DPPC encontra-se neutro uma 

vez que o pKa do grupo fosfato é 1,7, logo este encontra-se ionizado e o sal quaternário de 

amônio permanece positivo a pHs abaixo de 10 [124]. O DPPG neste pH é aniônico pois o 

grupo glicerol da cabeça permanece protonado (pKa= 14) [125] diferente do seu grupo 

fosfato. Já o DPPS, tem seu grupo ácido desprotonado (pKa= 3,6) o que neutraliza a carga 

positiva do grupo -NH3
+ 

(pKa = 9,8) [126], permanecendo a carga negativa do grupo fosfato. 

Filmes de Langmuir de fosfolipídios puros e mistos com RuVPy foram obtidos 

espalhando soluções em CHCl3 (no caso do DPPC) e em CHCl3/MeOH (no caso do DPPG e 

DPPS) sobre subfase de tampão fosfato salino pH 7,4, um valor intencionalmente escolhido 

para aumentar a possibilidade de utilizar o conhecimento adquirido, para correlacionar com as 

respostas dos testes antitumorais. Estes filmes foram utilizados como modelo de membrana, 

uma vez que complexos metálicos são conhecidos por induzir anormalidades como bolhas em 

membrana [127] além de dano mitocondrial, o qual ocorre por interações com membranas 

internas do plasma. Desta forma, justifica-se o estudo dos filmes de Langmuir, uma vez que é 

conhecido que a difusão de complexos metálicos para dentro da célula pode ocorrer pela sua 

interação com os lipídios da membrana [71], e estas interações dependem da quantidade de 

metal a ser administrado e do caráter lipofílico destes complexos, visto que estes podem ser 

encontrados ao longo da bicamada lipofílica [123]. 

 

5.3.1 Isotermas de pressão de superfície dos filmes puros e mistos RuVPy e fosfolipídios 

 

Experimentos iniciais foram realizados com os componentes puros, com soluções de 

RuVPy, DPPC, DPPG e DPPS com concentração de 1 mmol L
-1

. Os filmes de Langmuir do 

complexo RuVPy foram obtidos em duas subfases distintas, água ultrapura (pH ~5,5) e 

tampão fosfato salino (pH 7,4). Nestas duas subfases as isotermas obtidas (Figura 12A-C) 

apresentaram uma inclinação acentuada e sem a presença de regiões distintas como as 

isotermas de moléculas anfifílicas tradicionais (Figura 3), o que pode indicar a formação de 

multicamadas e domínios moleculares [61]. Percebe-se que antes de 40 Å
2
 para isoterma em 

água ultrapura e antes de 60 Å
2
 para isoterma em tampão fosfato salino, as moléculas de  
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RuVPy permanecem distantes com pressão em torno de 0 mN m
-1

, indicativo de fase gasosa. 

E somente a partir destes valores de áreas, 40 e 60 Å
2
, ocorreu aumento da pressão de 

superfície indicando aproximação das moléculas passando a fase líquido-expandida (LE) e a 

condensada (C), que não são distintas entre si. Ao fim da fase condensada percebe-se que a 

partir de pressões em torno de 50 mN m
-1

 em água ultrapura e 40 mN m
-1

 em tampão fosfato 

salino, inicia-se o colapso do filme, onde este deixa de ser ordenado dando lugar a agregados 

e multicamadas [61]. Destes resultados é inferido que a medida que se comprime o RuVPy 

ocorre a orientação das moléculas, dependendo da composição da subfase, com diminuição da 

área molecular sobre a superfície da interface água-ar. Tal mudança molecular pode ser 

avaliada com a análise da estrutura espacial do complexo, obtida por cálculos teóricos de DFT 

com método B3LYP e teoria lanl2dz, conforme figuras ilustradas na Figura 13B para subfase 

de água ultrapura. Na estrutura otimizada para o RuVPy, os átomos H68 e o H57 do grupo 

fosfínico, assim como o Cl71, entram em contato com a subfase ocupando uma área por 

molécula de aproximadamente 25 Å
2
, cujo valor está de acordo com a área mínima molecular 

extrapolada da curva de  vs área por molécula (~30Å
2
). Já para isoterma em tampão fosfato 

salino (Figura 13D), observa-se que além dos hidrogênios do grupo fosfínico e cloreto, ocorre 

o contato do grupo vinil da piridina (C75) com a subfase, ocupando uma área de 

aproximadamente 43 Å
2
, também de acordo com a área mínima molecular extrapolada da 

curva de  vs área por molécula (~50 Å
2
). Estas duas orientações observadas podem ser 

atribuídas à tentativa do complexo de melhor acomodar seus ligantes, que tem diferentes 

densidades eletrônicas nos dois tipos de subfases testadas. 

Segundo o dado de mapa de potencial deste complexo (Figura 13D), o ligante cloreto 

é o grupo que apresenta maior densidade eletrônica, seguido do grupo fosfínico onde sua 

densidade se concentra nos anéis aromáticos enquanto o grupo vinil piridina apresenta menor 

densidade. Estes resultados nos levam a esperar que as interações do tipo eletrostáticas 

ocorram quando grupos carregados negativamente dos fosfolipídios se aproximam de grupos 

com carência eletrônica (cargas positiva) do complexo ou vice-versa [26].  
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(A) 

 
(B) 

 
(C)  
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(E) 

 

Figura 12: Isotermas de  vs área por molécula do complexo RuVPy em subfase de (A) água ultrapura e (C) em 
tampão fosfato salino a 20 °C. Estruturas espaciais do complexo RuVPy obtidas por cálculos teóricos para (B) 

subfase de água ultrapura e (D) tampão fosfato salino. No espaço em destaque é representada a área ocupada 
entre os átomos H68, H57 e Cl71, a qual corresponde a área extrapolada (25 Å2) (A) e átomos H67, H55 e C75, 

o qual corresponde a área extrapolada (43 Å2) (C) para monocamadas condensadas. (E) é o mapa de potencial 

eletrostático do RuVPy no espaço (isovalor 0,05) com escala de cor do vermelho(negativo) de -0.18 u.a. para o 

azul (positivo) de 0.17 u.a.   
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Na isoterma de DPPC puro (Figura 13A), observa-se um platô em torno de 5 mN m
-1

 

correspondente à coexistência das fases líquido-expandida e líquido-condensada. Com o 

aumento da pressão surge uma fase condensada com seu auge de organização em 40 mN m
-1

 e 

após o colapso do filme em pressões superiores a 45 mN m
-1

, estes valores são consistentes 

com a literatura [128]. Com perfil bem similar o DPPG puro (Figura 13B), teve sua isoterma 

também consistente com a literatura [128], com um platô decorrente da transição das fases 

LE-LC em torno de 8 mN m
-1

, a fase condensada com maior organização em pressões de 40 

mN m
-1

 e colapso do filme em pressões superiores a 45 mN m
-1

. Já para monocamadas de 

DPPS puro, estrutura (Figura 13C), com mesmas cadeias hidrocarbônicas saturadas na cauda 

(16 carbonos), verifica-se um perfil de isoterma sem a presença de platô e com um volume 

menor de área ocupada, o que se deve a aproximação maior das cadeias alquílicas dada a 

pequena cabeça de fosfatidilserina (~ 40 A
2
) [129,130]. 

 

 

 
 

Figura 13: Isotermas  vs área por molécula dos compostos (A) DPPC, (B) DPPG, (C) DPPS, a 20 °C, em 

tampão fosfato salino.  
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diferentes porcentagens de RuVPy, 10, 30, 50, 70 e 90 %. A alíquota com 10% de RuVPy 

corresponde à concentração final do complexo de 100 μmol.L
-1

 em meio ao modelo de 

membrana, valor este muito próximo à concentração referente ao IC50 para ensaios com 

células de câncer e para células controle. Adicionalmente, estas concentrações foram úteis 

para obter mais informações sobre a estabilidade dos lipossomos obtidos com DPPC e 

RuVPy. Neste estudo, os filmes de Langmuir dos fosfolipídios foram acompanhados por 

isotermas  vs área/molécula, ilustradas na Figura 14, para a comparação com os sistemas 

binários.  

Com a inserção de RuVPy constatou-se significativas variações no perfil das 

isotermas em relação aos compostos puros, sendo que a isoterma de DPPC sofre alterações na 

região do platô que passou a ocorrer em maiores valores de pressão chegando a ser expandida 

até 25 mN m
-1

 para concentrações de 30, 50 e 70% de RuVPy, indicando maior fluidez da 

monocamada mista de acordo com os dados de compressibilidade. Além disso, observa-se nas 

curvas com 50 e 70% de RuVPy um aumento da pressão de colapso indicando maior 

estabilidade do filme uma vez que este suporta maiores pressões até que venha a se 

desorganizar[131].  

Na monocamada do DPPG, assim como nas demais, com a inserção do RuVPy, 

houve alterações na região do platô, que passou a ocorrer em pressão superior chegando a ser 

expandida até próximo de 35 mN m
-1

 para concentrações de 30, 50 e 70% de RuVPy. Além 

disso, para as curvas de concentrações 50, 70 e 90% de RuVPy observa-se um decréscimo da 

pressão de colapso indicando menor estabilidade do filme.  

Uma alteração de perfil ainda mais drástica é observada para o filme de DPPS na 

presença do RuVPy, devido às mudanças nas interações da monocamada densa de DPPS com 

característica típica de lipídios, cujas cadeias apolares interagem por forças de van der Waals, 

e sua cabeça por interações eletrostáticas entre si e com a subfase [132]. Na isoterma obtida 

para a mistura DPPS/Ru 10% verificam-se dois pontos de colapso; o primeiro a pressão de 

superfície próxima a 45 mN m
-1

 e o segundo à pressão de superfície correspondente ao 

colapso da monocamada de DPPS puro (~ 65 mN m
-1

). A presença de dois colapsos sugere a 

imiscibilidade entre o complexo e o fosfolipídio, da mesma forma que observado no trabalho 

com DPPS e stanol, um composto similar ao colesterol presente em plantas [133].  

A partir das isotermas de pressão do RuVPy, fosfolipídios e suas respectivas misturas 

(inserções nas Figuras 14A, B e C), obteve-se informações a respeito da compressibilidade da 
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monocamada Cs
-1

 [60,62], segundo a equação 12, onde A é a área por molécula e  a pressão 

de superfície.  

          
  

  
  .......................................................... [12] 

 

 

 

 
Figura 14: Isotermas  vs área por molécula dos compostos RuVPy, (A) DPPC, (B) DPPG, (C) DPPS e suas 
respectivas misturas, (__) 10% Ru, (__) 30% Ru, (__) 50% Ru, (__) 70% Ru e (__) 90% Ru, a 20 °C em tampão 

fosfato salino. Figura inserida: Módulo de compressibilidade (Cs-1) versus a pressão de superfície para os 

compostos puros e respectivas misturas. 
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Dos gráficos de Cs
-1

, podemos inferir claramente as regiões de transição de fase da 

monocamada durante a compressão, permitindo analisar a elasticidade do filme no plano. 

Quando o módulo de compressão está na faixa de 1000 a 2000 mN m
-1

 a monocamada é 

conhecida como sólido-condensado, entre 100 e 250 mN m
-1 

as monocamadas são líquido-

condensadas e entre 10 e 50 mN m
-1

 são filmes líquido-expandidos [134]. Observa-se na 

inserção da Figura 14 que cada curva apresenta um valor máximo de módulo de 

compressibilidade, sendo que para o complexo RuVPy o máximo de Cs
-1 

ocorre na pressão 

próxima de 20 mN/m, valor este onde há maior organização possível da monocamada para 

este composto [78]. Além disto, este gráfico confirma a ausência de transição da LE para LC, 

mostrando que o complexo possui uma estrutura menos compressível ou menos elástico em 

relação aos fosfolipídios, para qualquer valor de pressão. Já para os fosfolipídios, todos 

possuem maiores valores de compressibilidade devido à maior elasticidade da monocamada 

formada sobre a interface água-ar. Dentre estes, nota-se que o DPPC e DPPG, possuem um 

valor máximo de Cs
-1

 em 40 mN m
-1

, e para o DPPS uma pressão um pouco inferior (~35 mN 

m
-1

), o que pode ser atribuído ao denso empacotamento deste composto [132].  

As curvas das monocamadas mistas, com a presença de rutênio, apresentam menores 

valores de compressibilidade que as monocamadas dos fosfolipídios puros, o que indica que, 

nesta faixa de pressão, a presença de RuVPy torna a monocamada mais fluida. Não se observa 

uma sequencia de aumento ou diminuição com a variação das proporções de Ru, contudo 

percebe se que as curvas com 10 e 90% de RuVPy, para os três conjuntos de dados, são as de 

maiores valores de Cs
-1

 em relação as demais proporções 30, 50 e 70%, com menores valores. 

Além disto, o perfil das curvas de Cs
-1

 nas proporções 30, 50 e 70% são semelhantes assim 

como suas isotermas.  

Também a partir das isotermas de  vs área por molécula dos compostos observa-se 

que não há uma linearidade entre a área molecular do sistema binário e a proporção de 

RuVPy, conforme apresentado nas analises gráficas da Figura 15. Na presença do complexo 

metálico, a monocamada mista tende a ser mais condensada para as misturas de 

DPPC/RuVPy e DPPG/RuVPy, uma vez que a área de maior ordenamento diminui quando 

comparada com a área para os compostos isolados. Já para as misturas de DPPS/RuVPy 

(Figura 15C) verifica-se uma expansão das áreas de maior ordenamento, indicando pouca 

afinidade entre as estruturas presentes no filme. A menor afinidade no sistema DPPS/RuVPy 

também é observada pelas pressões de colapso dos filmes mistos apresentadas em conjunto 
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 nas analises gráficas da Figura 15 (curvas em vermelho), as quais, em sua maioria, 

apresentam-se em valores inferiores aos dos compostos puros. Comportamento similar 

observa-se para a mistura DPPG/RuVPy. Bem diferente do comportamento das misturas com 

fosfolipídios aniônicos, a mistura DPPC/RuVPy apresenta valores de pressões de colapso 

superiores indicando maior estabilidade das moléculas na interface água/ar. Resultados 

similares de aumento ou diminuição da pressão de colapso são observados na literatura 

quando complexos de diferentes metais (V, Cr, Zn) e ligantes (picolinato, amino e 

metoxisalicilidenoimina e porfirinas) são inseridos em monocamadas de fosfolipídios [70, 71, 

72]. 

 
(A)       (B) 

 

 
(C) 

 

Figura 15: Gráficos da área de maior ordenamento das monocamadas mistas e pressão de colapso (A) 

DPPC/RuVPy, (B) DPPG/RuVPy e (C) DPPS/RuVPy em função da proporção de RuVPy (0, 10, 30, 50, 70, 90 e 

100%) 
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5.3.2 Análise termodinâmica dos filmes mistos RuVPy e fosfolipídios 

 

 O estudo das interações entre os fosfolipídios DPPC, DPPG, DPPS com o RuVPy foi 

explorado pelos parâmetros físico-químicos obtidos das isotermas (realizadas em duplicatas) 

acima descritas: área em excesso (A
E
), excesso de energia livre (G

E
) e energia livre da 

mistura (G
M

). A Figura 16 ilustra os gráficos da relação entre a área molecular experimental 

e a área ideal (Equação 4) para os filmes mistos em função da proporção de RuVPy. 

 
(A)       (B) 

 
(C) 

 

Figura 16: Áreas moleculares experimentais (linha sólida) e ideais (linha tachada) para as monocamadas mistas 

(A) DPPC/RuVPy, (B) DPPG/RuVPy e (C) DPPS/RuVPy, em diferentes proporções de RuVPy (0, 10, 30, 50, 

70 , 90 e 100 %), obtidas sobre subfase aquosa contendo solução tampão PBS, nas pressões de 5-30 mN m-1. 

 

 Dos gráficos ilustrados na Figura 16, obtidos durante a formação das monocamadas 

mistas para todos os fosfolipídios, observou-se que não há uma relação linear entre a área 
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molecular e a proporção de RuVPy na monocamada mista, sendo que tal comportamento 

indica que há miscibilidade entre os fosfolipídios DPPC, DPPG, DPPS e o complexo RuVPy 

em todas as pressões estudadas, e consequentemente formam-se monocamadas não ideais na 

interface [95]. A relação do afastamento dos valores de áreas moleculares experimentais 

(linha sólida) e ideais (linha tachada), dos filmes mistos DPPC e DPPG, em baixos valores de 

pressão, indica que há expansão inicial da monocamada nas proporções até 70% de RuVPy, 

como observado nas isotermas de pressão por área por molécula. Já em valores maiores de 

pressão (20 e 30 mN m
-1

) observa-se uma compactação da monocamada em presença de 

DPPC, em quase todas as proporções, e um comportamento quase ideal para o DPPG até 50% 

de RuVPy, passando a ser condensada também nas proporções maiores. Na mistura binária 

com DPPS, em todas as proporções e pressões, os desvios são bem maiores entre os valores 

de áreas moleculares experimentais e ideais, em relação do DPPC e DPPG, indicando forte 

repulsão entre as espécies [95,98]. 

 Para todas as misturas de DPPC/RuVPy e DPPG/RuVPy com o aumento da pressão 

do sistema (30 mN m
-1

), o A
E
 (Figura 17A e B) diminui. No entanto, o efeito contrário mais 

pronunciado ocorre em misturas com DPPS (Figura 17C) em relação as misturas com DPPC e 

DPPG. Quando a monocamada mista de DPPC/RuVPy e DPPG/RuVPy é submetida às altas 

pressões (20-30 mN m
-1

), os valores de A
E
 são negativos, indicando que há um efeito de 

condensação da monocamada, devido às forças intermoleculares atrativas, fatores geométricos 

e/ou interações hidrofóbicas [95]. Na mistura de DPPC com 10% de RuVPy em baixa pressão 

(5mN m
-1

) o valor de A
E
 é positivo, indicando forças intermoleculares repulsivas que vão 

sendo superadas a medida que se comprime o filme chegando próximo a zero mostrando 

idealidade da mistura com bom ordenamento das estruturas no filme. Diferentemente para a 

mistura DPPS/RuVPy, em todas as pressões o desvio observado foi positivo, sugerindo que as 

interações entre as moléculas na interface são preferencialmente repulsivas [95,98] e ainda 

sugere uma perturbação do empacotamento das moléculas de fosfolipídios ocasionada pela 

acomodação das moléculas de RuVPy neste sistema. Tal resultado exprime que os filmes 

mistos DPPS/RuVPy apresentam um grau de desordem elevado. A magnitude das interações 

entre o DPPS e o RuVPy depende significativamente da pressão de superfície, sendo que 

aumentando-se a pressão do sistema, o A
E
 diminui. Em altas proporções de RuVPy o efeito 

de expansão da monocamada é menos expressivo, o qual pode ser ocasionado pela 

acomodação forçada das moléculas. 
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(A)       (B) 

 
(C) 

 

Figura 17: Relação entre a área molecular em excesso (AE) das misturas (A) DPPC/RuVPy, (B) DPPG/RuVPy 

e (C) DPPS/RuVPy sobre subfase aquosa contendo solução tampão PBS, em função da proporção de RuVPy (0, 

10, 30, 50, 70 , 90 e 100 %) em diferentes pressões de superfície. 

 

A partir das isotermas  vs área por molécula das monocamadas dos sistemas binários, 

avaliou-se também a energia livre em excesso (G
E
) utilizando a Equação 5, cujas relações 

obtidas são ilustradas nos gráficos da Figura 18. 
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(A)       (B) 

 
(C) 

Figura 18: Energia livre em excesso para as monocamadas mistas (A) DPPC/RuVPy, (B) DPPG/RuVPy e (C) 

DPPS/RuVPy, em diferentes proporções de RuVPy (0, 10, 30, 50, 70 , 90 e 100 %), obtidas sobre subfase 

aquosa contendo solução tampão PBS, nas pressões de 5-30 mN m-1. 
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monocamadas mistas. Percebemos que temos uma tendência a valores positivos com o 

aumento do caráter da carga negativa do grupo fosfato, indo do DPPC, para o DPPG e por fim 

para o DPPS. Por exemplo, no caso do DPPC/RuVPy (Figura 18A) e DPPG/RuVPy (Figura 

18B) observa-se que em baixas pressões de superfície (5-15 mN m
-1
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E
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quando se aumenta a pressão para 20, 25 e 30 mN m
-1

 do sistema binário DPPC/RuVPy, onde 

a energia livre em excesso torna-se negativa, sugerindo maior estabilidade da monocamada 

mista e interações atrativas entre as moléculas. Similar comportamento é observado apensa 

para a mistura de DPPG/Ru em  = 30 mN m
-1

. Os valores de G
E
 mais negativos com o 

aumento da pressão do sistema, indica que o grau de interação molecular foi reforçado com o 

rearranjo das moléculas na interface [95, 96] e este comportamento é mais evidente quando se 

tem um fosfolipídio com caráter neutro como o zwiteriônico DPPC. 

 A fim de quantificar a energia e, consequentemente, estudar a estabilidade 

termodinâmica das monocamadas mistas, calculou-se a energia livre da mistura (G
M

) 

(Equação 7), conforme ilustra a Figura 19 para os filmes de DPPC/RuVPy, DPPG/RuVPy e 

DPPS/RuVPy, em função da proporção de RuVPy 

 
(A)       (B) 

 
(C) 

 

Figura 19: Energia livre para as monocamadas mistas (A) DPPC/RuVPy, (B) DPPG/RuVPy e (C) 

DPPS/RuVPy, em diferentes proporções de RuVPy (0, 10, 30, 50, 70 , 90 e 100 %), obtidas sobre subfase 

aquosa contendo solução tampão PBS, nas pressões de 5-30 mN m
-1

. 
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 A partir da energia livre da mistura pode-se estimar a estabilidade e a interação dos 

componentes na monocamada mista. Para o sistema binário DPPC/RuVPy (Figura 19A) 

observa-se que G
M

 é negativa em todas as condições estudadas, concluindo-se que a 

interação entre o fosfolipídio e o complexo metálico é energeticamente favorável, isto quer 

dizer que o filme misto é mais estável que as monocamadas dos compostos puros [95,96]. Foi 

verificado que a máxima estabilidade da monocamada mista DPPC/RuVPy foi obtida para 

proporções de 50 e 70% de RuVPy, em  = 30 mN m
-1

, com valores de G
M

 = -3,49 e -3,61 

kJ mol
-1

, respectivamente. Para a monocamada mista DPPG/RuVPy (Figura 19B), observa-se 

que em todas as condições estudadas, com exceção do filme contendo 10% de RuVPy em      

 = 10 mN m
-1

, G
M

 é negativa, da mesma forma que para o DPPC/RuVPy, a interação entre 

o DPPG/RuVPy é energeticamente favorável [95,96]. A máxima estabilidade da monocamada 

mista foi estabelecida para proporção de 90% de RuVPy, em  = 30 mN m
-1

, com valor de 

G
M

 = -3,01 kJ mol
-1

. O filme de DPPG contendo 10% de RuVPy em  = 10 mN m
-1

, não 

apresenta G
M

 negativa, ou seja, nesta condição a monocamada é energeticamente 

desfavorável e apresenta G
M

 = +0,468 kJ mol
-1

.  

 
 

 
Figura 20: Energia livre para as monocamadas mistas DPPC/RuVPy, DPPG/RuVPy e DPPS/RuVPy com 10% 

de RuVPy, em diferentes pressões de superfície (27, 28, 29, 30, 31 e 32 mN m-1), obtidas sobre subfase aquosa 

contendo solução tampão PBS, pH7,4. 

 

A análise de G
M

 para as misturas de DPPC, DPPG e DPPS com 10% de RuVPy na 

pressão perto de 30 mN m
-1 

(Figura 20), condição utilizada para obter filmes LB e 

lipossomos, verifica-se que para o DPPC e DPPG os valores são muito próximos em torno de 

-1 kJ mol
-1

 o que comprova a estabilidade destes filmes, diferente da mistura com DPPS com  
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G
M

 médio de +6,5 kJ mol
-1

. Máxima estabilidade foi observada para proporções de 50 e 

90% de RuVPy no sistema binário DPPS/RuVPy em baixas pressões ( = 5 mN m
-1

) com 

valores máximos de G
M

 = -0,38 e -0,27 kJ mol
-1

, respectivamente. Porém, sob maiores 

pressões de superfície a energia livre de mistura é positiva, sendo que o máximo foi 

observado na proporção de 30% de RuVPy, em  = 30 mN m
-1

, com G
M

 = +7,04 kJ mol
-1

. A 

partir de tais resultados, conclui-se que a formação da monocamada mista DPPS/RuVPy é 

termodinamicamente desfavorável [135]. 

Como o comportamento das monocamadas mistas de DPPS/RuVPy foram tão 

diferentes das demais misturas, cálculos de parâmetros ainda mais específicos foram 

realizados, tais como o coeficiente de atividade (fj), troca de energia (ɷ) e parâmetro de 

interação (Ip), conforme apresentado nas Figuras 21 e 22. 

 

  
(A)                                                                     (B)   

 
Figura 21: Coeficiente de atividade f1 (A) e f2 (B) da monocamada mista DPPS/RuVPy em tampão PBS, pH 7,4, 

em função da proporção molar. 
 

 A Figura 21 ilustra um aumento gradual no coeficiente de atividade com o aumento da 

pressão de superfície. Observa-se também que com o aumento da proporção de RuVPy na 

monocamada mista, f1 aumenta e f2 diminui significativamente. O maior coeficiente de 

atividade reflete a forte repulsão, que ocorre entre o complexo e lipídio no filme misto. De 

acordo com os dados apresentados, o valor de f2 em menores proporções molares de RuVPy é 

ainda surpreendentemente maior, uma vez que esperava-se que somente em maiores 

proporções dos compostos houvesse maior efeito repulsivo, resultados similares são 

reportados por Bordi e colaboradores [136] em monocamadas mistas de DOTAP–DPPC. Foi 
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constatado que quanto maior a proporção do composto catiônico (DOTAP) na monocamada 

do zwitteriônico DPPC maior a repulsão no sistema, atribuídas as cargas positivas em 

excesso. 

 Na Figura 22, pode-se observar que a troca de energia ( e o parâmetro de interação 

(Ip) são significativamente maiores que os valores encontrados na literatura para 

monocamadas mistas com repulsão, como as estudadas por Nagadome e colaboradores com 

ácido desoxicólico e esteroides [137], sugerindo forte repulsão entre as moléculas da 

monocamada mista. O sinal Ip depende do G
ex

, uma vez que se este último pode ser positivo 

ou negativo o que propõe interações de atração ou repulsão, respectivamente [137]. Avaliando 

o valor de Ip e de  em pressão de 30 mN m
-1

 para as monocamadas mistas contendo 10% de 

RuVPy, observa-se que estes foram elevados indicando repulsão ainda maior entre o RuVPy e 

DPPS nesta condição. Adicionalmente, os valores positivos do parametro de interação estão 

em acordo com a área molecular em excesso (A
ex

), a energia livre em excesso (G
ex

) e o 

coeficiente de atividade (fj), confirmando definitivamente a interação repulsiva nos filmes 

mistos de RuVPy e DPPS.  

      

Figura 22: Troca de energia (A) e parâmetro de interação (B) das monocamadas mistas DPPS/RuVPy em 

função da razão molar de RuVPy. 

 

 De modo geral, a análise termodinâmica indicou a existência de boa miscibilidade dos 

componentes nos sistemas binários DPPC/RuVPy e com algumas exceções no DPPG/RuVPy, 

com desvios negativos em relação ao comportamento ideal, e menor miscibilidade na mistura 

DPPS/RuVPy. Observou-se que as forças atrativas prevalecem sobre as repulsivas em 

condições de pressão elevadas, associadas à presença da carga dos grupos polares dos 
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fosfolipídios DPPC e DPPG. Estas observações sugerem que há um efeito de condensação 

quando o RuVPy é misturado com os fosfolipídios, conforme observado pelas medidas de 

área de ordenamento. Resultados que relacionam a interação com a carga dos fosfolipídios 

serão discutidos mais adiante por dados espectroscópicos e serão úteis na análise de 

bicamadas de fosfolipídios em soluções aquosas que podem formar domínios vesiculares com 

moléculas do complexo RuVPy inseridas nas regiões hidrofóbicas dos fosfolipídios. Apesar 

da concentração fosfolipídio/RuVPy 10% sugerir a imiscibilidade entre o complexo e o 

DPPS, nos demais filmes (DPPC e DPPG) observou-se boa miscibilidade. A escolha da 

proporção 10 % de RuVPy, para a os demais estudos de BAM dos filmes LB e formulações 

lipossômicas se deu por esta ser a menor concentração estudada capaz de causar alterações 

nas isotermas e respectivos parâmetros termodinâmicos com aumento da fluidez das 

monocamadas de fosfolipídios como indicado por Cs
-1

. A escolha da pressão em 30 mNm
-1

 

para a transferência dos filmes de Langmuir para a formação dos filmes LB foi baseada nas 

isotermas e na energia livre em excesso, que nestas condições é negativa, indicando maior 

estabilidade da monocamada mista e interações atrativas entre as moléculas, além de ser um 

valor de pressão de membranas reais [87]. 

 

5.4 Caracterização morfológica dos filmes puros e mistos RuVPy e fosfolipídios 

 

A morfologia das monocamadas de Langmuir do complexo RuVPy e das misturas 

binárias com os fosfolipídios foi avaliada por medidas de microscopia de ângulo de Brewster. 

Inicialmente foram realizadas medidas para o RuVPy, DPPC, DPPG e DPPS puros e para as 

misturas com 10 % de RuVPy, a fim de comparar as possíveis alterações no formato e 

homogeneidade das monocamadas confirmando a interação entre estes.  

Nas imagens dos filmes de Langmuir do complexo RuVPy (Figura 22) verificou-se 

no início da isoterma  vs área por molécula ( = 5 mN m
-1

) a presença de placas espessas, 

coerente à formação de domínios observados nas medidas de potencial do complexo similar, o 

mer-[RuCl3(dppb)(Mepy)], onde Mepy = 4-metilpiridina) [138]. A forte claridade apresentada 

por estas placas de RuVPy foi superior às demais imagens obtidas das outras regiões da 

isoterma, logo acredita-se que nesta pressão existem domínios de grande densidade. A 

utilização da relação do brilho com a espessura das placas nas imagens de BAM é descrito por 
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 Romão e colaboradores, em estudos de interação e morfologia de misturas de DPPC e DPPG 

com alguns compostos alifáticos de cadeia longa [139,140], onde as regiões de alto brilho 

indicam existência de maior concentração dos compostos, sendo esta comprovada pela 

medida de espessura, via microscopia de força atômica do filme LB destes materiais após 

serem transferidos para substratos sólidos. Para contornar este problema, as medidas seguintes 

foram realizadas após o ajuste do equipamento para visualização sem claridade excessiva, 

quando moléculas diferentes da água estivessem presentes sobre a subfase. A imagem obtida 

com o aumento da compressão ( = 25 mN m
-1

) apresentou um filme mais homogêneo devido 

à aproximação das placas. Somente após ultrapassar a fase condensada 35 mN m
-1

 percebeu-

se a formação de aglomerados, indicando o colapso da monocamada, consistente com a 

isoterma de pressão de superfície por área por molécula discutida anteriormente (Figura 14). 

Imagens similares de placas sugerindo formação de domínios são reportadas também para o 

complexo bimetálicos de rutênio tris-bipiridina [Ru(bpy)3-ph4-Ru(bpy)L2](PF6)4 (bpy = 2,2′-

bipiridina, ph = fenil, L= 4,4′-di-non-1-enil-2,2′-bipiridina), que da mesma maneira se 

aproximam para formação de um filme mais homogêneo em pressões mais elevadas[141]  

 

5 mN m
-1

              (auto set) 25 mN m
-1

                    35 mN m
-1

 

Figura 23: Imagens de BAM correspondentes ao filme de Langmuir do complexo RuVPy obtido em diferentes 

pressões, em subfase de tampão fosfato salino (pH 7,4) a 20 °C. Devido o intenso brilho das monocamadas de 

RuVPy foi necessário utilizar o auto ajuste do equipamento a fim de diminuir a intensidade de luz refletida até o 

fim da coleta de imagens do filme. 

 

As imagens obtidas dos fosfolipídios DPPC, DPPG e DPPS são ilustradas nas 

Figuras 24A, B e C, respectivamente. Percebeu-se que o DPPC começa a formar domínios em 

pressões próxima a 2 mN m
-1

 e o DPPG a partir de 8 mN m
-1

. Diferente disto, o DPPS não 

apresenta estes domínios, mesmo em altos valores de pressão [139,140,142,143]. Com o 

50 µm 



79 
 

 

aumento da compressão ocorre a formação de domínios maiores para ambos os compostos, 

DPPC e DPPG e estes passam a interagir formando um filme único homogêneo em  30 mN 

m
-1

. Percebe-se que nas imagens para o DPPG (Figura 24B), além da presença de domínios, 

existem pequenos agregados estando estes presentes em maior quantidade em pressões 

superiores as de maior organização do filme próximas a 30 mN m
-1

. 

A) DPPC 

 
             2,8 mN m

-1
                  3,6 mN m

-1
                 30 mN m

-1 

 

B) DPPG 

 
             8,8 mN m

-1
                 9,0 mN m

-1
                     30 mN m

-1
 

 

C) DPPS 

 
              0 mN m

-1
                    10 mN m

-1
                     30 mN m

-1 

 
 

Figura 24: Imagens de BAM correspondentes aos filmes de Langmuir dos fosfolipídios (A) DPPC, (B) DPPG e 

(C) DPPS, em subfase de tampão fosfato salino, a 20°C. 

50 µm 

50 µm 

50 µm 
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Conhecido o perfil das monocamadas de Langmuir de cada composto, as 

características morfológicas dos filmes mistos, DPPC/RuVPy, DPPG/RuVPy e DPPS/RuVPy, 

com 10% de RuVPy foram avaliadas, conforme pode-se visualizar nas imagens apresentadas 

na Figura 25. A escolha desta proporção de complexo deve-se ao fato de que esta 

concentração, mesmo sendo a menor estudada, já causou significava alteração nas 

monocamadas dos fosfolipídios. Como pode ser notado, em nenhuma imagem houve na fase 

gasosa ( ~ 5 mN m
-1

) a presença de placas, iguais as imagens do filme de Langmuir do 

complexo (Figura 23). Da mesma forma que as isotermas  vs área/molécula, observou-se que 

a presença do complexo no filme de fosfolipídio alterou as características morfológicas 

iniciais de cada filme sobre a subfase de tampão fosfato salino, uma vez que maiores pressões, 

cerca de 3 mN m
-1

,
 
foram necessárias para o surgimento destas estruturas. Estes domínios 

formados são mais dispersos com formatos menos regulares daqueles observados para os 

fosfolipídios puros. Na pressão em torno de 20 mN m
-1,

 onde se tem um maior ordenamento 

molecular (fase condensada), vê-se claramente estes domínios interagindo uns com os outros 

formando um filme compacto com diferente, ou até mesmo, maior rugosidade como no caso 

da mistura DPPC/RuVPy (Figura 25A). Já na mistura DPPG/RuVPy (Figura 25B) 

inicialmente,  = 13 mN m
-1

, vê-se somente agregados de menores dimensões, uma vez que o 

DPPG puro também apresenta tais estruturas. Quando estes domínios interagem na fase 

condensada percebe-se que dois tipos diferentes de estruturas se formam, o que nos dá 

indícios de uma menor interação entre os compostos quando grandes pressões são impostas à 

monocamada. Distintamente do observado para as misturas DPPC/RuVPy e DPPG/RuVPy, 

na mistura DPPS/RuVPy (Figura 25C), somente antes da compressão (período de evaporação 

do solvente) observa-se uma sutil mudança nas imagens em 0 mN m
-1

. Contudo, a medida que 

se comprime o filme, nada mais significativo ocorre com esta morfologia.  
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A) DPPC/RuVPy 10% 

 
           6,5 mN m

-1
                 7 mN m

-1
                       30 mN m

-1 

 

 

B) DPPG/RuVPy 10% 

 
            11 mN m

-1
                  13 mN m

-1
                     30 mN m

-1 

 

 

C) DPPS/RuVPy10% 

 
            0 mN m

-1
                   10 mN m

-1
                   30 mN m

-1 

 

 

Figura 25: Imagens de BAM correspondentes aos filmes de Langmuir mistos, DPPC/Ru, DPPG/Ru e DPPS/Ru, 
com 10% de RuVPy, em subfase de tampão fosfato salino, a 20°C. 

 

De maneira geral pode-se afirmar que as alterações observadas na morfologia dos 

filmes de Langmuir deve-se à perturbação do empacotamento das moléculas de fosfolipídios 

ocasionada pela acomodação das moléculas de RuVPy nestes sistemas, principalmente em 

50 µm 

50 µm 

50 µm 
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baixos valores de pressão, conforme indicado por ∆A
E
, que nestas condições é positivo, 

indicando as forças intermoleculares repulsivas que vão sendo superadas a medida que se 

comprime o filme. Esta constatação esta de acordo com as isotermas de pressão de superfície 

que sofreram alterações no perfil na presença do complexo.  

 

5.5 Espectroscopia de absorção e reflexão na região do infravermelho – Módulo Polarizado 

(PM-IRRAS) dos filmes de Langmuir 

 

A fim de avaliar as possíveis interações entre os compostos, as monocamadas de 

Langmuir foram analisadas pela técnica de espectroscopia de absorção e reflexão na região do 

infravermelho. Na Figura 26 são apresentados os espectros de PM-IRRAS do filme de 

Langmuir de RuVPy obtidos após a compressão em pressão de 30 mN m
-1

 em subfase de 

tampão fosfato salino. No espectro do RuVPy (Figura 26A), a banda observada em 1236 cm
-1

 

é atribuída ao estiramento P=O, para a monocamada condensada, indicando oxidação do 

ligante bifosfínico, a qual é consistente com a mudança de cor de vermelho em solução para 

azul em monocamadas de Langmuir para este complexo, além da banda em 1042 cm
-1

 

atribuída ao estiramento P-OH. Este resultado foi baseado em medidas de infravermelho e 

RAMAN do complexo mer-[RuCl3(dppb)(4-Mepy)] [78]. Medidas de espectrometria de 

massa (ESI/MS) foram realizadas com o complexo RuVPy após exposto à condições de 

oxidação, tais como a exposição de solução orgânica de CHCl3 sobre subfase aquosa em 

atmosfera ambiente. À medida que se analisa as fragmentações geradas a partir do íon 

molecular (Figura 26) obtêm-se o pico m/z 644,39 o qual pode ser atribuído a massa do 

complexo após labilização dos ligantes cloreto e vinilpiridina em presença de ácido fórmico. 

Outro pico em m/z 459,03 também foi analisado e referenciado com sendo o da massa do 

ligante dppb em sua forma mais oxidada dppbO2, que se formam em presença de ambientes 

oxidantes aquosos.  
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Figura 26: Espectro de massas ESI para o complexo RuVPy oxidado 0,2 mg.mL–1 em solução de acetonitrila 

com ácido fórmico. 

 

Outras bandas características das vibrações do grupo aromático
 
do ligante fosfínico 

presentes na estrutura do complexo RuVPy no espectro de IRRAS são 1095 cm
-1

 atribuída ao 

(P-C) e 1444 cm
-1

 do (C-H). 

 No espectro do DPPC (Figura 27A), foram observadas as bandas em 1061 e 1226 

cm
-1

, atribuídas aos estiramentos simétrico e assimétrico do grupo fosfato, bem como a banda 

em 1737 cm
-1

 atribuídas ao estiramento do grupo C=O. Ambas as atribuições são 

características de vibrações de grupos polares da cabeça do fosfolipídio [144]. Para a mistura 

DPPC/Ru (Figura 27A) observa-se o aumento de intensidade da banda de água na interface 

em 1685 cm
-1

 [145], em comparação com a monocamada de DPPC puro, indicando maior 

reorientação das moléculas de água na forma de um filme fino paralelo logo abaixo a 

superfície do filme. Esta constatação já foi observada em filmes contendo outros fosfolipídios 

em trabalhos com monocamadas mistas [146, 147].  

Nestas condições os filmes obtidos para as monocamadas de DPPC apresentaram 

bandas na região de 1500 cm
-1

 atribuída à presença dos grupos C-N [148], conforme se 

marcio verde_130201180045 #32 RT: 0.48 AV: 1 NL: 1.09E6
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observa em sua estrutura Figura 9. No entanto quando se tem o filme misto DPPC/Ru, as 

bandas em 1505 e 1533 cm
-1

 são mais intensas e sua atribuição decorre da presença da 

vibração dos estiramentos C-N e C=C da piridina, respectivamente, sugerindo a interação 

entre RuVPy e DPPC. Esta interação entre o RuVPy e o DPPC também é confirmada pelo 

deslocamento dos estiramento assimétricos P=O e C=O do DPPC, os quais são alterados de 

1226 para 1236 cm
-1

 e de 1737 para 1731 cm
-1

, respectivamente. Na região do fosfato, uma 

sobreposição pode ocorrer com a banda atribuída ao estiramento da bifosfina, similar ao 

espectro do RuVPy. Além disto, percebe-se uma relevante alteração no estiramento simétrico 

da ligação do P=O na região de 1061 cm
-1

. Um decréscimo de intensidade é observada para a 

banda em 1443 cm
-1

 atribuída ao (CH2), o que em conjunto com dados da região alifática, 

mostram maior interação do complexo com o grupo cabeça do fosfolipídio. Esta limitada 

penetração do RuVPy nas cadeias hidrofóbicas do DPPC pode ser observada pelas pequenas 

mudanças nas bandas atribuídas aos estiramentos assimétricos do grupo metileno a(CH2), de 

2916 para 2920 cm
-1

, conforme apresentado na Figura 26A.  

Similar ao efeito no filme de Langmuir do DPPC, a incorporação do RuVPy afeta 

efetivamente o espectro de PM-IRRAS da monocamada de DPPG, como indicado na Figura 

26B. As bandas atribuídas aos estiramentos, simétrico P=O e P-O-C na região entre 1021 e 

1170 cm
-1

 do DPPG são deslocadas no filme misto DPPG/Ru, e também tem uma maior 

intensidade na direção positiva para a mistura, provavelmente devido a reorientação dos 

grupos químicos. A banda do estiramento assimétrico P=O foi deslocada de 1226 para 1219 

cm
-1

 com a incorporação do RuVPy. Esta mudança nas bandas de P=O indicam alteração na 

hidratação e consequentemente no número de ligações de H com as moléculas de água da 

interface [149]. Ainda na região do grupo cabeça do DPPG, a banda de forte intensidade do 

estiramento C=O em 1737 cm
-1

 desloca para menor número de onda (1730 cm
-1

) na 

monocamada mista de DPPG/Ru e diminui de intensidade. Novamente, percebem-se sutis 

alterações na banda referente à ligação de água (1666 cm
-1

) em acordo com o que se propôs 

anteriormente. Sendo que a cadeia alifática do DPPG não foi afetada conforme pode ser 

observado pelas bandas em 2920 e 2847 cm
-1

 atribuídas a s(CH2) e a(CH2), 

respectivamente, que se mantém inalteradas no filme misto indicando que o RuVPy não 

penetra na região hidrofóbica do DPPG. Nota-se destas medidas que a magnitude das 

interações entre o complexo e estes dois fosfolipídios não são tão diferentes, mesmo sendo o 

DPPC um composto zwitteriônico e o DPPG um composto aniônico. Estes resultados estão 

em concordância com o valor negativo da energia livre em excesso obtida para ambos 
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sistemas binários em  = 30 mN m
-1

, sugerindo maior estabilidade da monocamada mista e 

interações atrativas entre as moléculas, formando filmes estáveis com valores de G
M

 

negativos para a concentração de 10% de RuVPy na pressão de 30 mN m
-1

. 

 

 

 

Figura 27: Espectros de PM-IRRAS das monocamadas obtidas em subfase de tampão fosfato salino, em pressão 

de 30 mN m-1 dos compostos puros DPPC (A), DPPG (B) e DPPS(C) e das misturas com 10% de RuVPy. 
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Da mesma forma que para os fosfolipídios DPPC e DPPG, a presença do RuVPy 

afeta o espectro da monocamada de DPPS (Figura 20C), em concordância com os resultados 

obtidos das isotermas de  vs área por molécula. A banda de absorção assimétrica do grupo 

carbonil da porção serina observada em 1725 cm
-1

 no espectro do filme puro, foi deslocada 

para 1732 cm
-1

 quando na presença de complexo. Diferente disto, a banda de absorção do 

grupo P=O assimétrico, caracterizado pela banda alargada centrada em 1243 cm
-1

, ocorreu 

com menor alargamento, evidenciando desta forma, uma interação entre os compostos. Outra 

evidencia é o aumento de intensidade da banda centrada em 1082 cm
-1

, característica da 

absorção do grupo P=O simétrico [150]. Esta constatação também foi observada pelo 

alargamento das bandas relacionadas aos estiramentos dos grupos serina e fosfato nos 

espectros das monocamadas de DPPS estudadas na ausência e presença de uma proteína 

sinalizadora (GPI) [151].Uma mudança significativa é observada na região entre 1290 e 1140 

cm
-1

, permitindo a avaliação da razão entre os máximos das bandas em 1243 e 1168 cm
-1

. Vê-

se que a razão é mais próxima da unidade para o filme misto, de maneira similar ao que se 

observa no espectro do RuVPy, o que pode ser devido à presença das bandas dos estiramentos 

simétrico P=O e P-O-C do ligante fosfínico. As Tabelas 2 e 3 resumem os estiramentos 

característicos das ligações dos grupos funcionais dos compostos puros e suas respectivas 

misturas. 

 

Tabela 2: Números de onda e atribuição das principais bandas do RuVPy em filme de Langmuir sobre subfase 

de tampão fosfato salino, em pressão de 30 mN m-1 .  

Ligações  do RuVPy Bandas da literatura
b
 (cm

-1
) Bandas observadas (cm

-1
) 

C-N e C=Cpy 1600-1430 1505 e 1533 

P-C 1087 1195 

P-C ou C-H 1433 1443 

P-O 1187 1169 

CH2 deformação angular 1275 1233 

Nota: b referência [78 e 159]. 
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Tabela 3: Números de onda e atribuição das principais bandas dos compostos puros DPPC, DPPG, DPPS e das 

respectivas misturas com 10% de RuVPy em filmes de Langmuir sobre subfase de tampão fosfato salino, em 

pressão de 30 mN m-1 .  

Grupos Faixa segundo 

literatura
a
 (cm

-1
) 

Bandas observadas (cm
-1

) 

Região polar  DPPC e 

DPPC/RuVPy 

DPPG e 

DPPG/RuVPy 

DPPs e 

DPPS/RuVPy 

(PO2) a 1220–1250 1226 passou a 1236 1226 passou a 1219 1243 menos larga 

(PO2) s ~1090 1061 1021 1082 intensificou 

C=O (éster) 1710–1740 1737 passou a 1731  1737 passou a1730 1725 passou a 1732 

Região apolar     

(CH2)a 2849–2854 2843  2847 intensificou 2853 passou a 2858 

(CH2)s 2916–2924 2916 passou a 2920 2920 diminuiu 2916 passou a 2920 

C-H 1462–1473 1443 diminui  - - 

Nota: a referência [144]; b referência [78 e 159]; c referência [152]. 

 

Em resumo, as mudanças no espectro de PM-IRRAS causadas pela interação entre 

RuVPy e os fosfolipídios são concentradas nas propriedades do grupo cabeça, uma vez que 

não há praticamente penetração do RuVPy na região das caudas hidrofóbicas. Em busca de 

uma representação que ilustre tal interação, um esquema foi montado a fim de mimetizar uma 

monocamada mista de RuVPy e DPPC, que é o fosfolipídio mais abundante em membranas 

celulares. Neste esquema o arranjo geométrico do DPPC foi baseado em trabalhos prévios, 

que trazem medidas de comprimento desta molécula [153]. Assumiu se o comprimento para a 

molécula de RuVPy de 10 Å conforme arranjo dos átomos H67, H55 e C75 na interface 

água/ar. Particularmente observou-se que a interação com a carga negativa do grupo P=O e 

C=O do fosfolipídio ocorre com grupos de potencial positivo (piridina) do RuVPy, o qual 

teve seu mapa de potencial eletrostático também simulado usando DFT. 
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Esquema 1: Organização idealizada de moléculas de RuVPy e DPPC na interface tampão PBS/ar. A 

configuração e comprimento de RuVPy inserido na monocamada de DPPC foram obtidos a partir dos cálculos 

DFT e o comprimento da porção de moléculas de DPPC imerso na subfase aquosa foi obtida a partir de 

medições da reflectividade por G. Fragneto e colaboradores [153].  

 

5.6 Filmes Langmuir-Blodgett do RuVPy na presença de fosfolipídios   

 

Os filmes LB com 3 camadas, tanto dos compostos puros como dos compostos na 

forma de filmes mistos (fosfolipídios/RuVPy), foram obtidos na pressão de 30 mN m
–1

 sobre 

substratos sólidos de Si, para analises na região do infravermelho, e sobre ITO para medidas 

eletroquímica. Macroscopicamente estes filmes não apresentaram significativas diferenças em 

relação aos substratos limpos, o que é justificável por se tratar de um filme em escala 

nanométrica altamente organizado. A escolha de poucas camadas é atribuída à aproximação 

da espessura de uma bicamada de membrana e a proporção 10% de complexo foi utilizada por 

ser responsável por significavas alterações nas monocamadas dos fosfolipídios.  

 

 

 

 

Monocamada 

Mista  

subfase 
10 Å 

 10 Å 

18 Å 
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5.7 Espectroscopia de absorção e reflexão na região do infravermelho – PM-IRRAS de 

filmes LB do RuVPy na presença de fosfolipídios. 

 

Resultados de PM-IRRAS, similares aos filmes de Langmuir, foram obtidos para os 

filmes LB de fosfolipídios puro, RuVPy e misturas fosfolipídios/RuVPy, conforme pode-se 

observar nos espectros da Figura 28. Esta semelhança entre os espectros, confirma a 

existência de interações em nível molecular entre RuVPy e os fosfolipídios após a 

transferências destes filmes de Langmuir para substratos sólidos. O espectro para o filme LB 

do RuVPy depositado sobre substrato de Si (Figura 28 A,B,C) exibe bandas em 1192 e 1288 

cm
-1

, atribuídas aos estiramentos P-O-C e P=O, respectivamente, indicando oxidação do 

ligante bifosfínico, conforme explicado no 5.5 [78]. O estiramento referente ao grupo P-C em 

1108 cm
-1

, sempre em presença dos fosfolipídios, sofre um decréscimo de intensidade o que 

pode ser atribuído a interações entre os compostos. 

Para as misturas com DPPC, DPPG e DPPS observa-se variações de intensidade da 

banda na região de 1650 cm
-1

 em comparação com as monocamadas dos compostos puros, 

atribuídas a reorientação das moléculas de água na forma de um filme fino paralelo logo 

abaixo a superfície do filme [145]. 

Com relação aos filmes dos fosfolipídios puros pode-se dizer que os estiramentos 

característicos dos grupos da cabeça polar bem como os estiramentos da parte apolar foram 

observados em acordo com a literatura. Sendo os estiramentos do grupo fosfato na região de 

1220 e 1090 cm
-1

 e carbonil de 1690 a 1740 cm
-1 

os que apresentaram deslocamentos em 

presença do complexo, principalmente para os filmes de DPPC/RuVPy e DPPS/RuVPy, o que 

indica interação entre os compostos. Já para a mistura DPPG/RuVPy observou-se variações 

na intensidade da banda referente ao estiramento de C-H em 1446 cm
-1

.  

Na região do grupo apolar dos fosfolipídios observaram-se valores de estiramento 

comum a grupo acil na região de 2849–2854 cm
-1

 para os estiramentos assimétricos e 2916–

2924 cm
-1

 para os simétricos, sem deslocamentos em presença do complexo somente com 

variação de intensidade para a mistura DPPG/RuVPy e DPPS/RuVPy. 

A tabela 4 resume os valores dos principais estiramentos esperados para os compostos 

assim como os valores observados experimentalmente. 
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Região Apolar    Região polar 

 

 

 

Figura 28: Espectros de PM-IRRAS dos filmes LB em Si (3 bicamadas) dos compostos puros e mistos com 

RuVPy (10%) para DPPC (A), DPPG (B) e DPPS(C).  
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Tabela 4: Números de onda e atribuição dos principais estiramentos dos grupos funcionais dos compostos puros 

e da mistura fosfolipídios/RuVPy em filmes LB em Si. 

Grupos Faixa segundo 

literatura
a
 (cm

-1
) 

Bandas observadas (cm
-1

) 

Região polar  DPPC e 

DPPC/RuVPy 

DPPG e 

DPPG/RuVPy 

DPPs e 

DPPS/RuVPy 

(PO2) a 1220–1250 1222 passou a 1228 1228 1248 passou a 1230 

(PO2) s ~1090 1091 1089 1090 passou a 1086 

 (C=O) de ácido graxo 1690–1740 1728 passou a 1731 1730 1728 

C=O (éster) 1710–1740 1713  1711 1712 

COO- da serina c
 1550 - 1610 - - 1610 intensificou 

Região apolar     

(CH2)a 2849–2854 2850  2850 2853 

(CH2)s 2916–2924 2924  2924 2915 

C-H 1462–1473 1470 passou a 1464 1446 intensificou 1460 

 

Grupos do RuVPy Bandas da literatura
b
 (cm

-1
) Bandas observadas (cm

-1
) 

C-H de alquil 2910 2924 

P-C 1484 e 1087 1463 e 1108 

P-C ou C-H 1433 1440 

P-O 1187  1192, 1288 

CH2 deformação angular  1275  1287 

a referência [144]; b referência [78 e 159]; c referência [152]. 

 

5.8 Estudo eletroquímico dos filmes LB de RuVPy e fosfolipídios em tampão PBS pH 7,4 

 

 O efeito da inserção do complexo RuVPy sobre as propriedades eletroquímicas das 

monocamadas de DPPC, DPPG e DPPS foi avaliado por medidas eletroquímicas dos filmes 

LB depositados em substrato de ITO.  

A técnica eletroquímica é comumente utilizada em caracterizações de filmes finos por 

permitir uma analise qualitativa dos processos eletroquímicos, principalmente na interface 

entre o eletrodo de trabalho (filme LB) e uma fina camada de solução eletrolítica adjacente a  
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essa superfície [154].  A compreensão dos processos de transferência de elétrons em 

membranas biológicas é um dos desafios atuais, uma vez que modelos simplificados de 

membranas celulares tem sido objeto de estudo eletroquímico a fim de mimetizar estes 

processos naturais. O uso de técnicas eletroquímicas, tais como a voltametria cíclica [155] e 

espectroscopia de impedância [156] para investigar o comportamento de lipídios em 

membrana torna-se cada vez mais popular, assim como a aplicação dos conceitos de cinética 

eletroquímica e de estrutura de interfaces eletrificadas para a interpretação da resposta 

eletroquímica [167].  

Baseado nestes fatos, a caracterização eletroquímica dos filmes LB do RuVPy com 1 e 

3 camadas sobre substrato de ITO foi empregada, conforme pode-se observar nos 

voltamogramas cíclicos da Figura 29. Estas medidas trazem informações qualitativas sobre o 

filme LB do RuVPy obtidas em soluções de HCl 0.1 mol L
-1

 (pH 1.0) a 50 mV s
-1

. Pode-se 

notar nestes voltamogramas que o número de camadas afeta a resposta de corrente e que 

nestes eletrodos o processo redox ocorre com E1/2 = 0,46 e 0,43 V para os filmes com 1 e 3 

camadas, respectivamente (versus Ag/AgCl). O filme LB com 3 camadas do complexo exibe 

melhor definição da corrente de pico anódica e catódica (Ipa = 2,28 e Ipc = -1,8 µA, em 50 

mV s
-1

) quando comparado a resposta do filme com 1 camada, com potencial de pico anódico 

e catódico de Epa = 0,58 V e Epc = 0,28 V.  

  

Figura 29: Voltamogramas cíclicos do LB/RuVPy (1 e 3 camadas) sobre substrato de ITO em solução de HCl 

1x10-3 mol L-1 como eletrólito suporte, a 50 mV s-1 vs. Ag/AgCl. 
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A resposta eletroquímica discutida acima pode ser atribuída como sendo dominada 

pelo processo RuII/RuIII, com um único elétron envolvido, como foi observado com 

complexos similares, tais como mer-[RuCl3(dppb)(L)] (L = piridina, metilpiridina). Além 

disto, o aumento da intensidade de corrente de pico pode ser relacionado à maior quantidade 

de material imobilizado na superfície do eletrodo, conforme já é estabelecido em estudos para 

o complexo análogo [78, 83].  

Em outros experimentos, a resposta de filmes LB do RuVPy com 1 e 3 camadas em 

diferentes velocidades de varredura (de 10 a 100 mV s
-1

) foram investigadas. Observou-se que 

o filme com 1 camada apresenta dependência linear da Ipa com a velocidade de varredura (v) 

(R= 0,998), indicando que o complexo RuVPy está confinado na superfície do eletrodo [157]. 

Entretanto o filme LB do RuVPy apresentou uma dependência linear (R= 0,994) do Ipa com a 

raiz quadrada da velocidade de varredura (v
1/2

), típico de processos controlados por difusão, 

indicando um eletrodo suficientemente espesso que permite que os processos redox ocorram, 

não apenas com as espécies superficiais, mas também com moléculas no interior do filme. Por 

conseguinte, os íons da solução devem migrar para o filme para compensar a carga criada
 

[85]. 

O filme LB/RuVPy contendo 3 camadas foi escolhido para os subsequentes estudos 

voltamétricos. Nos voltamogramas cíclicos obtidos, tanto para o substrato ITO, que serviu 

como branco das medidas, quanto para os filmes dos fosfolipídios e complexo RuVPy com 3 

camadas em meio de tampão PBS (Figura 30A), observou-se somente corrente do tipo 

capacitiva, ou seja, ausência de processos de oxidação e redução na faixa de potencial 0,0 a 

1,0 V. Correntes capacitivas são conhecidas por serem correntes não proporcionais à 

concentração do analito e por não obedecerem à lei de Faraday. Somente são correntes 

geradas devido à presença de um acúmulo de elétrons na superfície do eletrodo, o que 

aumenta a carga da dupla camada elétrica [154]. Este comportamento eletroquímico é 

conhecido para moléculas como os fosfolipídios [158], contudo verificou-se uma resposta 

similar para o complexo RuVPy, o que é atribuído ao pH do eletrólito suporte utilizado, 

tampão PBS pH 7, o qual imita condições de ambiente biológicos, mas não favorece a 

oxidação nem a redução deste centro metálico de Ru(III). Em experimentos, no qual o 

comportamento eletroquímico deste complexo foi avaliado em diferentes formas de 

imobilização, incluindo a técnica LB (dados não inclusos), verificou-se que picos de oxidação 

e redução ocorrem somente em eletrólitos com pH ácidos abaixo de 4, uma vez que a 

presença de íons H
+
 auxilia o processo de transferência de carga do centro metálico do 
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complexo [159]. Essa alta corrente capacitiva também esta associada à uma deposição não 

homogênea das moléculas do complexo, a qual gera uma superfície rugosa com uma dupla 

camada elétrica maior, de acordo com os resultados de coalescência das regiões condensadas 

muito brilhantes que se observa nas imagens de BAM.  

Os filmes LB com 3 camadas dos fosfolipídios, DPPC (Figura 30B), DPPG (Figura 

30C) e DPPS (Figura 30D) puros, apresentaram um voltamograma com menor corrente 

capacitiva nesta mesma faixa de potencial (0,0 a 1,0 V), em relação ao substrato de ITO, o 

qual tem uma superfície hidrofílica que permite a organização dos grupos polares dos lipídios 

nos três eletrodos. Esse fato pode ser relacionado ao melhor recobrimento do substrato pelas 

monocamadas [160]. Sabe-se ainda que poucas camadas também são conhecidas por 

geralmente diminuírem a rugosidade da superfície, comparada com os eletrodos de ITO [84] e 

por esta razão diminuem a corrente capacitiva esperada.  

 

       (A)          (B) 

 

     (C)         (D)  

Figura 30: Voltamogramas cíclicos do substrato ITO (A) e dos filmes LB com 3 camadas dos compostos puros 

e mistos com RuVPy (10%), DPPC (B), DPPG (C) e DPPS(D) em tampão PBS (pH=7,4) a 50 mV s-1 versus 

Ag/AgCl. 
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Quando filmes mistos dos fosfolipídios com 10% de RuVPy, curvas com símbolos não 

preenchidos, são comparados aos filmes dos fosfolipídios puros observa-se um aumento da 

corrente, principalmente em potenciais acima de 0,6 V. Este aumento de corrente comprova a 

presença do complexo, material de maior densidade eletrônica, formando “defeitos” na 

monocamada dos fosfolipídios, e consequentemente aumenta o acúmulo de elétrons na 

interface eletrodo/solução. Os resultados de compressibilidade das monocamadas mistas 

corroboram com a presença de “defeitos” nas monocamadas de fosfolipídios causados pela 

presença do RuVPy, uma vez que apresentam valores de Cs
-1

 sempre menores que dos 

fosfolipídios puros, indicando menor organização e maior fluidez em relação ao filme puro, 

conforme apresentado em conjunto com os gráficos de isotermas ilustradas na Figura 14.  

 

5.9 Estudo eletroquímico dos filmes LB de RuVPy e fosfolipídios na presença da molécula 

sonda Fe(CN)6
-3/-4 

 

Na literatura encontram-se dados que comprovam que a incorporação de moléculas 

biologicamente ativas, tanto em monocamadas quanto em outros modelos de membrana, 

causam significativos efeitos na transferência de carga destas membranas [158,161]. Neste 

sentido, neste trabalho procurou avaliar a incorporação do complexo RuVPy e dos 

fosfolipídios nos filmes LB por experimentos de voltametria cíclica, um método convencional 

e informativo, na presença da molécula eletroativa Fe(CN)6
-3/-4

. Na Figura 31 estão os 

voltamogramas obtidos tanto para o substrato ITO e filmes LB dos materiais puros, quanto 

para os filmes LB mistos (DPPC/RuVPy, DPPG/RuVPy e DPPS/RuVPy).  
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(A)      (B) 

 

  
(C)      (D) 

  
Figura 31: Voltamogramas cíclicos do substrato ITO (A) e dos filmes LB dos compostos puros e mistos com 

RuVPy (10%), DPPC (B), DPPG (C) e DPPS (D) sobre substrato de ITO, em tampão PBS pH 7 com 5 mmol L-1 

da sonda redox, K3[Fe(CN)6]:K4[Fe(CN)6], versus Ag/AgCl.  

 

 O perfil voltamétrico do eletrodo de ITO  em presença de Fe(CN)6
-3/-4 

(Figura 31 A), 

apresenta um par redox com menor reversibilidade (Epa= 0,54 e Epc= -0,11 V) do que 

observado na literatura para eletrodos de carbono vítreo vs Ag/AgCl, com potencial de meia 

onda (E1/2) de aproximadamente 0,2 V [161,162]. Na presença do complexo RuVPy, em 

comparação ao ITO, o par redox do Fe(CN)6
-3/-4 

além de ser menos reversível, apresenta 

menor corrente de pico (Epa= 0,68e Epc= -0,22 V; Ipa= 0,58 e Ipc= -0,78 ). Esse filme LB 

tem menor reversibilidade e corrente de pico que os demais eletrodos, o que concorda com 

dados de capacitância deste material, conforme será observado posteriormente.  
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As correntes de pico dos filmes mistos em comparação com os filmes de fosfolipídios 

puros são um pouco maior. O DPPC na presença do RuVPy (Figura 31B) tem um aumento de 

0,2 mA na corrente de pico, e de maneira menos significativa, foi constatada na resposta do 

filme LB do fosfolipídio aniônico DPPG com RuVPy (Figura 31C), com correntes de pico 

0,03 mA maiores que o filme LB de DPPG puro. Esse aumento da intensidade da corrente de 

pico no sinal dos filmes mistos está correlacionado com a maior atração entre o complexo e o 

lipídio, conforme constatado pelos cálculos termodinâmicos obtidos na pressão de 30 mN/m 

(Figura 17 e 18), pressão essa utilizada para deposição desses filmes LB. 

Para o fosfolipídio aniônico DPPS (Figura 31D), a presença do complexo diminuiu a 

corrente de pico em 0,03 mA, cuja redução é explicada pela menor interação ou até repulsão 

entre as espécies, como constatado na Figura 17 e 18. No entanto, ainda neste voltamograma, 

DPPS/RuVPy constata-se uma diminuição no valor de potencial de oxidação em 0,03 V.  

Todos os valores de potenciais de oxidação (Epa) e redução (Epc), bem como as 

correntes de pico (Ipa e Ipc) discutidos acima são apresentados na Tabela 5.  

 

Tabela 5: Dados obtidos dos voltamogramas do substrato ITO e dos filmes LB dos compostos puros e mistos na 

presença par redox Fe(CN)6
-3/-4. 

Eletrodo Epa (V) Epc (V) Ipa (mA) Ipc (mA) 

ITO 0,54 -0,11 0,86 -1,01 

RuVPy 0,68 -0,22 0,58 -0,78 

DPPC 0,49 -0,09 0,91 -1,01 

DPPC/RuVPy 0,50 -0,10 1,11 -1,25 

DPPG 0,58 -0,14 0,75 -0,91 

DPPG/RuVPy 0,60 -0,14 0,78 -0,95 

DPPS 0,52 -0,11 0,78 -0,92 

DPPS/RuVPy 0,49 -0,11 0,76 -0,87 

 

O eletrodo modificado com o filme LB DPPC/RuVPy apresentou maior 

reversibilidade e corrente de pico que os demais. Maiores deslocamentos anódico de potencias 
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de pico em relação ao ITO (0,04 V) foi constatado com eletrodo DPPG/RuVPy devido à 

presença de grupos negativos do DPPG, que dificultam a aproximação do Fe(CN)6
-3/-4

. Um 

comportamento similar a este é observado na literatura em estudos com a droga ibuprofeno, 

que após sua ionização negativa, apresenta repulsão eletrostática com os íons Fe(CN)6
-3/-4

, 

levando os autores a utilizar em seus experimentos outra molécula eletroativa, o complexo 

catiônico Ru(NH3)6
3+ 

[161].  

A compreensão dos processos que ocorrem nos filmes depositados nas superfícies dos 

eletrodos, mais especificamente sobre a formação e carregamento da dupla camada elétrica na 

interface eletrodo/solução de eletrólito, foi avaliada por medidas de espectroscopia de 

impedância eletroquímica. Esta técnica tem sido utilizada para caracterizar a formação de 

filmes em multicamadas sobre diferentes superfícies de eletrodos [163], onde o diâmetro do 

semicírculo obtido nos espectros de impedância refere-se diretamente à resistência de 

transferência de carga (Rtc) da solução até a superfície do eletrodo [164]. Nessas medidas, 

assim como nas medidas de voltametria cíclica, foram utilizadas 1 mmol L
-1 

de [Fe(CN)6]
3-/4-

 

como molécula sonda. 

A Figura 32 ilustra os diagramas de Nyquist do eletrodo de ITO (curva em preto), 

eletrodo LB/RuVPy (curva em rosa), LB/DPPC e LB/DPPC/RuVPy (curva em vermelho), 

LB/DPPG e LB/DPPG/RuVPy (curva em verde) e LB/DPPS e LB/DPPS/RuVPy (curva em 

azul), em tampão PBS (pH= 7,4) com 1 mmol L
-1

 de [Fe(CN)6]
3-/4-

, na faixa de frequência de 

0.1 Hz a 10 kHz. Esses diagramas de Nyquist são típicos para sistemas que podem ser 

descritos convencionalmente pelo circuito de Randell (um circuito elétrico equivalente que 

consiste em resistência ativa do eletrólito (Rs) em série, com uma combinação paralela de 

capacitância da dupla camada (Cdl) e uma impedância da reação faradaica (Rct)). A parte 

semicircular do diagrama corresponde ao processo limitado de transferência de elétrons e o 

diâmetro é igual a resistência de transferência de elétrons Rct [158, 165].  
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Figura 32: Diagramas de Nyquist do substrato ITO (curva em preto) e dos filmes LB do RuVPy (curva em 

rosa), do DPPC puro (curva em vermelho), do filme misto com 10% de RuVPy (círculos vazios), em tampão 

PBS pH 7,4 com 1 mmol L-1 da sonda redox [Fe(CN)6]
3-/4- 

 

Adicionalmente, o valor de capacitância do filme pode ser obtido do diagrama de 

Nyquist usando a equação 13: 

……………………………………….. (13) 

Onde,  fmax corresponde à frequência no máximo valor de Z´´[166]. 

Mudanças no espectro de impedância são observadas devido à presença de moléculas 

distinstas imobilizadas na superfície do ITO, cujos filmes resultaram diferentes valores de Rct 

e C conforme apresentado na Tabela 6.  
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Tabela 6: Dados de resistência obtidos dos Diagramas de Nyquist do substrato ITO e dos filmes LB dos 

compostos puros DPPC, DPPG, DPPS e RuVPy e dos filmes mistos de fosfolipídios com 10% de RuVPy. 

 

 

Desses dados, apenas são representativos os eletrodos ITO e os modificados com 

filmes LB de RuVPy e DPPC/RuVPy. O maior valor de Rct foi observado para o filme LB do 

RuVPy (2,46 kΩ), o que é consistente com o fato do filme de RuVPy bloquear o processo de 

transferência de carga na superfície do ITO, e ainda o maior valor de C (7,00 µF), também 

consiste com as observações para os experimentos de voltametria. Os eletrodos com filme LB 

do DPPC e DPPC/RuVPy (Figura 32B), apresenta C de 6,22 e 8,29 µF, respectivamente, 

valores estes cerca de duas vezes maiores que os demais eletrodos, atribuído à presença do 

grupo colina (-N(CH3)3)
+
 do fosfolipídio, que atua como uma contra carga e que atrai as 

moléculas de Fe(CN)6
-3/-4 

acumulando mais íons na dupla camada. Este acúmulo de espécies 

facilita os processos de transferência de carga, o que esta de acordo com os baixos valores de 

Rct 0,30 e 0,29 kΩ para o filme LB DPPC e DPPC/RuVPy, respectivamente. 

Em relação ao diagrama de Nyquist para os filmes com DPPS e sua mistura, duas 

outras observações podem ser feitas. Primeiro, o valor de C para a DPPS/RuVPy é menor do 

que para os filmes DPPS puro. Este fato pode ser compreendido considerando-se que os 

valores de capacitâncias obtidos pela equação (13) representam, na verdade, a soma das 

capacitâncias em série relacionadas com a dupla camada elétrica, ITO/filme e filme/solução 

de eletrólito. Deste modo, apesar da deposição do filme de LB diminuir a rugosidade na 

Eletrodo Rtc(k) Capacitância (µF) 

ITO 0,77 5,41 

LB RuVPy 2,46 7,00 

LB DPPC 0,30 6,22 

LB DPPC/RuVPy 0,29 8,29 

LB DPPG 1,84 4,58 

LB DPPG/RuVPy 1,54 4,48 

LB DPPS 0,59 5,03 

LB DPPS/RuVPy 0,54 4,72 
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 superfície de ITO, diminuindo a capacitância de dupla camada ITO/solução, a presença do 

filme de fosfolipídios introduz um novo período na capacitância devido à presença dos grupos 

cabeças alinhados e carregados na superfície do ITO. Esta camada carregada pode atrair íons 

para dentro do filme LB pela migração, e esta propriedade é refletida no valor mais baixo para 

o Rct, quando comparado com o valor para a superfície de ITO puro (0,59 e 0,54 kΩ, 

respectivamente) [156]. O mesmo comportamento de resistência do eletrodo DPPG e 

DPPG/RuVPy em relação ao ITO não foi observado, o que nos permite pensar que a migração 

de íons ocorre, mas algum outro fator pode ter influenciado na resposta destes eletrodos. 

Além disso, pode ser visto que o valor das capacitâncias dos filmes mistos 

DPPC/RuVPy, DPPG/RuVPy e DPPS/RuVPy são menores do que para o valor encontrado 

para o filmes puros de DPPC, DPPG e DPPS. Esta menor capacitância pode ser atribuída ao 

fato de que quando o complexo RuVPy é transferido para a superfície de ITO, ele ocupa uma 

posição entre as cadeias de fosfolipídios atuando como um “mediador” entre as moléculas dos 

fosfolipídios e o eletrodo de ITO. Este efeito é significativo, uma vez que as interfaces 

eletrificadas mais importantes em sistemas vivos são membranas biológicas, que 

desempenham o importante papel de isolante para os íons inorgânicos e ainda potenciais 

eletroquímicos que podem ser mantidos através delas [167]. Vale ressaltar que, apesar da 

RuVPy ser neutro, o mapa de potencial eletrostático para este complexo (obtidos através de 

cálculos de química quântica) indica que existem locais de densidade de carga mais elevadas, 

com o potencial positivo, principalmente no grupo piridina, sendo este grupo o responsável 

pela interação com o grupo P=O carregado negativamente dos fosfolipídios. Esta interação 

entre o complexo Ru e os grupos cabeça dos fosfolipídios diminui a densidade de carga na 

camada carregada adsorvida sobre a superfície do eletrodo, provocando uma diminuição da 

capacitância total do filme. A observação de interação esta de acordo com a discussão da 

análise espectroscópica do filme de Langmuir e LB. É importante mencionar ainda que o 

diagrama de Nyquist para os filmes LB mistos, fosfolipídio/RuVPy, na região de mais baixas 

frequências, mostra o aparecimento de um comportamento linear, correspondente a inclinação 

da curva em 45° no diagrama, onde processos de difusão passam a ser importantes para a 

impedância do sistema[168, 169]. Esta observação é consistente com a demonstração de que o 

menor valor de Rct para os filmes mistos é devido ao maior espaçamento entre as cadeias de 

fosfolipídios, uma vez que este espaçamento maior facilitou o movimento das espécies iônicas 

no interior do filme, e este processo pode ser observado na faixa de frequências utilizadas 

neste estudo. 
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5.11 Estudos eletroquímicos dos filmes cast do RuVPy e fosfolipídio 

 

Medidas eletroquímicas de filmes cast contendo o complexo RuVPy e o fosfolipídio 

DPPC foram realizadas para comparação com os filmes LB, a fim de analisarmos o efeito da  

organização molecular nas respostas destas moléculas. Nestes experimentos os filmes LB e 

cast com o fosfolipídio DPPC puro e misturado ao complexo RuVPy foram obtidos sobre 

substratos condutores de carbono vítreo (CV) e os resultados dos voltamogramas cíclicos e 

diagramas de Nyquist são ilustrados na Figura 34. 

 

A      B  

Figura 33: Voltamogramas cíclicos (A) e diagramas de Nyquist (B) do eletrodo de CV, dos filmes LB e cast dos 

filmes puros e mistos de DPPC com RuVPy (10%) em tampão PBS pH 7 com 5 mmol L-1 da sonda redox 

K3[Fe(CN)6]:K4[Fe(CN)6] versus Ag/AgCl. 

 

Tabela 7: Dados obtidos dos voltamogramas e diagramas de Nyquist do substrato ITO e dos filmes LB dos 

compostos puros e mistos. 

Eletrodo 
Epa e Epc 

(V) 
E1/2(V) Ipa e Ipc (mA) 

∆Ip (mA) 
Rtc (k) 

Capacitân

-cia (µF) 

CV 0,33 e 0,15 0,24 2,54 e -2,60 5,14 0,42 1,19 

Cast RuVPy 0,51 e 0,05 0,28 1,16 e -1,23 2,39 4,73 3,26 

Cast DPPC 0,57 e 0,00 0,28 0,51 e -0,54 1,05 3,12 4,23 

Cast DPPC/RuVPy 0,42 e 0,08 0,25 1,46 e -1,84 3,30 2,45 8,95 

LB DPPC/RuVPy 0,48 e 0,04 0,26 1,71 e -1,73 3,44 2,46 7,00 
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 Destes valores, constata-se que no estudo voltamétrico, foi observada maior 

reversibilidade e menor potencial de meia onda do processo redox do Fe(CN)6
-3/-4 

com 

eletrodo de CV sem modificação (Epa = 0,33V, Epc = 0,15 V e E1/2= 0,24 V), valor este em 

acordo com a literatura [161,162]. Além disto, obteve-se menor resistência deste material 

(0,42 k), que é cerca de cinco a dez vezes menor que as resistências apresentadas quando os 

filmes cast ou LB são depositados sobre o CV, cujos valores são resumidos na Tabela 7.  

As respostas eletroquímicas, tal como a variação de corrente de pico, ∆Ip, e valor de 

resistência do filme cast com DPPC/RuVPy (3,30 mA, 2,45 k) e LB do DPPC/RuVPy (3,44 

mA, 2,46 k) atestam o efeito da organização molecular destas moléculas sobre as respostas 

eletroquímicas da molécula sonda. É interessante mencionar que mesmo sendo a quantidade 

de complexo no filme LB muito menor que no filme cast, a superior intensidade de corrente é 

atribuída à organização propiciada pela técnica LB, o que é similar ao observado em estudos 

onde o complexo RuVPy foi imobilizado em diferentes tipos de eletrodos e novamente a 

técnica de obtenção de filme fino se destacou pela sua nanoestruturação [159]. 

As respostas do filme misto cast de DPPC/RuVPy (E1/2= 0,25 V, Ipa =1,46 e Rtc = 

2,45 k) em relação ao filme contendo apenas RuVPy (E1/2= 0,28 V, Ipa =1,16 e Rtc = 4,73 

k) mostram que menores potencias, maiores intensidades de corrente de pico e menores  

resistências à transferência de carga são proporcionadas pela interação do complexo com o 

fosfolipídio. O grande valor de resistência para o filme cast de RuVPy é decorrente do pH do 

meio, o qual diminui a condutividade do RuVPy puro, da mesma forma que ocorre para o 

filme LB de RuVPy. Além disto, os altos valores de capacitância do filme misto cast de 

DPPC/RuVPy (C = 8,95 µF) comparados aos filmes contendo apenas a espécies precursoras, 

cast de DPPC (C = 4,23 µF) e cast de RuVPy (C = 3,26 µF), sugerem que a combinação 

destas moléculas acumula maior quantidade de íons na interface e facilita os processos de 

transferência de carga no modelo de membrana, mesmo que pequena proporção de complexo 

(10%) esteja presente no meio. Estes resultados corroboram com os valores obtidos dos 

parâmetros termodinâmicos e podem ser correlacionados com a toxidade apresentada pelo 

RuVPy às células normais e de câncer, visto que a presença do complexo causa alterações 

eletroquímicas nos modelos de membrana celular utilizados. 
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5.12 Obtenção e caracterização de formulação lipossômica do complexo RuVPy 

 

Outro modelo de membrana reconhecidamente útil em estudos com substâncias 

farmacologicamente ativas são os lipossomos (Figura 35A), cuja estrutura apresenta 

compartimento interno aquoso que pode vir a incorporar substâncias hidrossolúveis e ainda 

em sua membrana formada por lipídios, incorporar substâncias lipofílicas ou anfifílicas [170]. 

Estas formulações lipossômicas, são reconhecidas por facilitarem a administração de drogas, 

principalmente às hidrofóbicas melhorando sua solubilidade em água e, por conseguinte 

aumentando sua eficácia [171], uma vez que ao adentrar no organismo o medicamento 

encontra uma série de barreiras fisiológicas que causam grande diminuição da dosagem inicial 

até que o efeito desejado comece a ser percebido. Sob esta ótica faz-se necessário o uso de 

tecnologias, tais como a incorporação de medicamentos em lipossomos, que mantém a 

dosagem contínua por um maior intervalo de tempo, diminuindo alguns efeitos colaterais 

[172].  

Neste contexto, iniciaram-se estudos de obtenção de lipossomos de DPPC com o 

complexo RuVPy, nas mesmas condições das soluções empregadas nos filmes de Langmuir, a 

saber, soluções em diclorometano do complexo e do fosfolipídio nas concentrações de             

1 mmol. L
-1

. Estas soluções foram misturas para obter a proporção 90/10 % de DPPC/RuVPy, 

e então o solvente foi evaporado com ajuda do gás N2 a fim de diminuir o contato destas 

soluções com atmosfera oxidante, formando um filme lipídico seco no frasco utilizado, o qual 

foi armazenado em dessecador por cerca de 24 h. Passado este tempo, que garantiu 

evaporação total do solvente orgânico, hidratou-se o filme com tampão PBS pH 7,4, sob 

agitação e esta nova solução obtida foi sonicada para diminuir o tamanho das partículas 

formadas. Após preparada, a solução lipossômica era homogênea de cor vermelho claro 

devido à presença do complexo RuVPy. Lipossomos esbranquiçados de DPPC puro também 

foram obtidos e serviram de referência. A imagem deste material em conjunto com 

lipossomos de RuVPy na proporção 10% é apresentada na Figura 35B. 
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(A)        (B) 

Figura 34: (A) Estrutura de lipossomos adaptada da referencia 170 e (B) Imagem das soluções lipossômicas de 

DPPC a direta, e de DPPC/RuVPy na proporção 90/10% a esquerda, ambas em tampão PBS pH 7,4.  

 

Medidas de absorção de luz na região do UV dos lipossomos sem e com RuVPy 

(Figura 36) foram comparadas ao espectro do complexo puro, que apresenta bandas 

características em 350, 450 e 530 nm.  

 

Figura 35: Espectros de absorção na região do UV-Vis de soluções de RuVPy e do DPPC puro (1 mmol. L-1) e 

do complexo que foi encapsulado em lipossomos na proporção de 10% de RuVPy após liofilização e 

solubilização em CH2Cl2. 

 

200 300 400 500 600 700 800
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

 

 

A
b

so
rb

â
n

c
ia

 (
u

.a
.)

 (nm)

 RuVPy puro 

 DPPC  puro 

 RuVPy 10%



106 
 

 

Observa-se no espectro do lipossomo (Figura 36, curva em verde) a ausência das 

bandas em 450 e 530 nm, com exceção do ombro em 350 nm, atribuído à transferência de 

elétrons dos orbitais (3pσ*d) do átomo de fósforo do ligante bifosfínico (dppb) para o orbital 

d do metal [86]. Este perfil espectral, mesmo com ausência das bandas em 450 e 530 nm, 

confirma à incorporação do complexo e nos leva a propor a formação de uma espécie de 

Ru(II) que não apresenta absorção nesta região do espectro conforme observado para a série             

[RuCl2(dppb)L2] onde L= n-heterocíclico[173]. 

Pelo uso da técnica de UV-Vis também obteve-se a quantidade de complexo inserida 

nestas vesículas, medindo a absorção do sobrenadante da amostra após centrifugação. 

Aplicaram-se os valores de absorbância medidas na equação 14 [174] e obteve-se a taxa de 

encapsulamento (TE) em torno de 80%, uma vez que as medidas foram realizadas em 

triplicata. 

                                               [14] 

Estas soluções lipossômicas por se tratar convencionalmente de emulsões, apresentam 

turbidez, que por sua vez leva a um grande espalhamento de luz, tornando possível a 

realização de medidas “dynamic light scaterring”, ou DLS, as quais permitem identificar o 

tamanho médio das partículas presentes nestas soluções, na ordem de nanômetros e avaliar 

ainda sua carga por medidas de potencial Zeta. Estas medidas foram realizadas para monitorar 

o tamanho médio das partículas, no decorrer de 15 dias, cujos valores encontrados são 

apresentados na Tabela 8. 

 

Tabela 8: Distribuição média de tamanho e carga dos lipossomos de DPPC puro e da mistura DPPC/RuVPy na 

proporções 90/10 % em função do tempo. 

Lipossomos de 

DPPC/RuVPy (%) 

Tamanho 1º 

dia (nm) 

Tamanho 7 

dias (nm) 

Tamanho15 

dias (nm) 

Potencial 

Zeta (mV) 

100/0 24,7 129,6 873,8 -4 

90/10 304,2 322,9 707,7 -4,8 
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Para as vesículas de DPPC/RuVPy obteve-se um diâmetro médio de 304,2 nm, valor 

este que é cerca de 12 vezes maior que o encontrado para as vesículas de DPPC puro obtido 

neste trabalho. O aumento do tamanho nas vesículas de DPPC/RuVPy, está de acordo com o 

que se observa para sistemas de encapsulamento de compostos lipofílicos que causam maior 

empacotamento da bicamada [175]. Este resultado também corrobora com a diminuição dos 

domínios de DPPC observada nas imagens de BAM nos filmes de Langmuir mistos 

DPPC/RuVPy, quando na presença do RuVPy.  

No monitoramento dos tamanhos destes lipossomos após 15 dias de preparo destas 

soluções, verificou-se que o diâmetro médio dos lipossomos de DPPC aumentou cerca de 35 

vezes diferente do observado para os lipossomos com RuVPy que tiveram seu tamanho 

duplicado. Esta tendência de aumento de tamanho se deve a funsão das vesículas em busca de 

maior estabilidade. Macroscopicamente observou-se também que com o tempo este material 

armazenado sobre refrigeração passou a apresentar precipitados gelatinosos maiores, sendo 

que quanto maior a proporção de complexo, menor a quantidade de precipitado. Passado 

algum tempo de estocagem deste material sob tais condições, as soluções e precipitados, antes 

vermelho claro, tornaram-se verde escuro indicando oxidação do complexo.  

Medidas de espectroscopia vibracional na região do infravermelho (FTIR) do 

complexo encapsulado nas diferentes proporções também foram realizadas utilizando filmes 

casted obtidos sobre placas de Si. Estas medidas forneceram informações referentes aos 

estiramentos de ligações existentes em ambas as estruturas, sendo os espectros em acordo 

com os dados de PM-IRRAS dos filmes de Langmuir e LB da mistura DPPC/RuVPy. Desta 

forma optou-se por mostrar somente as alterações observadas nos estiramentos dos grupos 

químicos, devido à presença do complexo conforme apresentado na Tabela 9.  

 

Tabela 9: Números de onda e atribuição dos principais estiramentos dos grupos funcionais dos lipossomos de 

DPPC e da mistura DPPC/RuVPy em filmes cast sobre em Si. 

Grupos Faixa segundo 

literatura 
a
 (cm

-1
) 

Bandas observadas (cm
-1

) 

Região polar  DPPC DPPC/RuVPy 

(PO2) s ~1090 1092 1081 

 (C=O) de ácido graxo 1690–1740 1739 1732 

Região apolar    
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(CH2)a 2849–2854 2846  2843 

(CH2)s 2916–2924 2917  2917 

a
 referência [144] 

 

Verificou-se significativas alterações nos números de onda dos estiramentos referentes 

a cabeça do DPPC principalmente nos estiramentos dos grupos P=O e C=O. Um 

deslocamento discreto de 3 cm
-1

 na banda de desdobramento assimétrico CH2 também foi 

observado. Outra relevante contribuição desta medida na região do IR foi a banda do 

estiramento CH de anéis aromáticos do complexo em torno de 917 cm
-1

 que deslocou para 

869 cm
-1

 quando o complexo RuVPy encontra-se inserido em lipossomos de DPPC. No 

conjunto geral dos dados propõe-se que a maior interação do RuVPy ocorre com a parte 

hidrofílica do DPPC, similar ao que se observa e propõe para os filmes de Langmuir e LB. 

Medidas de microscopia eletrônica de varredura (MEV) foram realizadas para filmes 

casted contendo as vesículas de DPPC e DPPC/RuVPy com 10% de RuVPy, conforme 

imagens apresentadas na Figura 37. Em analise destas imagens verificou-se que o diâmetro 

encontrado para os lipossomos de DPPC são superiores aos valores obtidos por DLS e que no 

caso das imagens dos substratos com DPPC/RuVPy não existem mais estruturas esféricas e 

sim um filme que recobriu estruturas salinas cubicas que se formaram. Este perfil 

bidimensional bem como o aumento dos tamanhos dos lipossomos de DPPC pode ser 

explicado pela falta de hidratação do meio, condições estas impostas para realização das 

medidas.  
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(A)                                                                            (B) 

Figura 36: Imagens de MEV para os filmes casted contendo os lipossomos de DPPC (A) e DPPC/RuVPy com 

10% de RuVPy(B) escala = 1 e 2 nm 

 

Por fim os lipossomos obtidos de DPPC e DPPC/RuVPy com 10% de RuVPy foram 

utilizados em testes biológicos com células normais VERO. A escolha desta linhagem celular 

foi devido a relevantemente toxidade do RuVPy nos ensaios com o composto puro. O período 

de incubação utilizado foi de 24 h, com concentrações testadas na escala de mol L
-1

. A 

Figura 38 ilustra o índice de sobrevivência em realação a concentração do complexo RuVPy. 

Verificou-se que mesmo em superior concentração (270±10 mol L
-1 

de RuVPy) estes 

lipossomos não foram capazes de eliminar 50% da população de células. Esta inferior 

citotoxidade do complexo RuVPy encapsulado pode ser relacionada ao tempo de incubação 

necessário para que este tipo de estrutura libere o composto ativo, em acordo com o que se 

observa nas medidas de DLS, nas quais os lipossomos de DPPC/RuVPy se mostraram 

bastante estáveis alterando significativamente seu tamanho somente após 7 dias. 
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Figura 37: Efeito do RuVPy no índice de sobrevivência de células cancerígenas HEp-2 por 24h. Cada coluna 

representa a média ± desvio padrão para dois experimentos cada, realizado em sextuplicata 
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6. CONCLUSÕES e PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

A descoberta da propriedade antimetastática dos complexos de rutênio em 1999 

representa um importante marco no desenvolvimento de uma nova droga antitumoral [176]. 

Baseado nisto, a escolha do complexo mer-[RuCl3(dppb)(VPy)] para objeto de estudo desta 

tese deve-se ao estado redox Ru
3+

, a presença de ligante fosfínico e n-heterocíclico, cuja 

combinação proporciona significativa atuação contra inibição de células de câncer. No 

entanto, os ensaios de toxicidade mostram que o complexo RuVPy é altamente tóxico, tanto 

para células de câncer como para células controle. Esta falta de especificidade pode ser 

relacionado com um modo de ação baseado em interações com a membrana celular, sendo 

este complexo uma pró-droga, que em ambiente intracelulares pode vir a formar espécies de 

Ru(II). A hipótese de interação com membrana foi testada, de forma muito simplificada, 

usando monocamadas Langmuir como modelos de membrana celular. Três fosfolipídios com 

a mesma cauda foram utilizados, cada um contendo 16 átomos de carbono em sua região 

apolar e com três diferentes grupos polares sendo estes: colina para o DPPC, glicerol para o 

DPPG e serina para o DPPS. Uma forte interação foi confirmada pelas alterações 

significativas no empacotamento e morfologia dos fosfolipídios, tanto zwitteriónico (DPPC) 

quanto nas monocamadas dos aniônicos (DPPG e DPPS). Parâmetros termodinâmicos 

também foram uteis e mostraram melhor acomodação do RuVPy nos sistemas, de acordo com 

o a carga presente nos grupos cabeças sendo extremamente repulsiva a interação com o DPPS 

que apresenta 2 regiões de carga negativa. Além disso, usando PM-IRRAS pode-se identificar 

os grupos dos fosfolipídios que interagem com o RuVPy, o que era consistente com as 

propriedades eletrônicas obtidas por DFT para a estrutura otimizada de RuVPy. Embora o 

complexo RuVPy não seja capaz de penetrar nas regiões hidrofóbicas da cauda das 

monocamadas dos fosfolipídios nos filmes de Langmuir, as suas propriedades elásticas foram 

alteradas significativamente. Outro resultado que traduz o efeito do complexo no modelo de 

membrana é o obtido por medidas eletroquímicas em tampão PBS, que mostraram que os 

filmes mistos têm maior acúmulo de carga segundo medidas de capacitância dos filmes LB, e 

que em presença de espécies eletroativas, este filmes apresentam maior facilidade na 

transferência de carga. Se pensarmos em membranas reais conclui-se que estas se tornam 

mais fluidas numa interação com RuVPy, como fez com as monocamadas de Langmuir, além 

destas terem seus impulsos elétricos alterados. Tais características justificam uma provável 

atuação do complexo como responsável pelo mecanismo de morte celular, sem descartar o 
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mecanismo convencional esperado para um agente neoplásico ciclo não específico o qual não 

foi foco deste trabalho. A fim de obtermos mais ampla ideia em relação a resposta elétrica dos 

filmes LB, novos filmes LB poderão ser obtidos em todas as pressões a fim de avaliarmos a 

permeabilidade do filmes por medidas de VC e EIS.  

Vesículas lipossomais de DPPC foram obtidas com RuVPy e via caracterizações 

realizadas destas verificou-se que o complexo pode ser encapsulado interagindo com regiões 

hidrofilicas da membrana vesicular. Este encapsulamento é ideal para o transporte deste 

composto em ambientes hidrofílicos, tais como os ambientes biológicos. Apesar dos 

resultados serem promissores, percebemos a necessidade de otimização da obtenção das 

mesmas, a fim de garantir maior liberação do complexo RuVPy dos lipossomos. A 

combinação destes resultados e dados obtidos das isotermas de pressão vs. área por molécula, 

nos mostra a viabilidade do emprego dos lipossomos contendo o complexo incorporado para 

prosseguir com os testes biológicos, com os mesmos tipos de linhagem celular, visando 

estudos de liberação controlada de drogas. Estes resultados serão comparados aos testes já 

realizados a fim de avaliar se haverá ou não redução da citoxicidade do complexo. 

Apesar da alta toxidade apresentada pelo RuVPy, os resultados obtidos nesta tese 

serão úteis para auxiliar na projeção de novos metalofármacos que sejam altamente seletivos 

para as células tumorais e que apresentem baixa toxicidade.  
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