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RESUMO 

Nos últimos anos, os compostos organometálicos Re vêm se mostrando serem extremamente 

promissores como candidatos a fármacos anticâncer. Vários compostos exibiram citotoxicidade 

igual ou superior à fármacos anticancerígeno bem estabelecidos à base de platina ou moléculas 

orgânicas. Este trabalho teve como objetivo avaliar como o grau de interação dos complexos 

tricarbonilrênio(I) contendo grupos polipiridil do tipo fac-[Re(CO)3(phen)(py)]+, fac-

[Re(CO)3(dpq)(py)]+ e fac-[Re(CO)3(dppz)(py)]+ com biomoléculas (proteína, lipídio e DNA) 

pode influenciar no efeito citotóxico em células tumorais. Além de estabelecer qual a relação 

entre o grau de hidrofobicidade e a interação desses compostos com biomoléculas. 

Primeiramente, determinou-se o coeficiente de partição (Kp) dos três complexos estudados, 

com o intuito de avaliar o grau de lipofilicidade. Onde, os resultados mostraram que fac-

[Re(CO)3(dppz)(py)]+ possui maior valor de Kp e Log P comparado com os complexos de fac-

[Re(CO)3(phen)(py)]+ e [Re(CO)3(dpq)(py)]+. Investigou-se também o grau de interação dos 

complexos de tricarbonilrênio(I) com a proteína BSA (Bovine Serum Albumin), utilizando 

parâmetros fisico-químicos como constante de Stern-Volmer (Ksv) e constante de ligação (Kb). 

Os dados indicaram maior valor de Ksv e Kb para fac-[Re(CO)3(dppz)(py)]+ do que para 

[Re(CO)3(phen)(py)]+ e [Re(CO)3(dpq)(py)]+, sugerindo que a maior hidrofobicidade de 

[Re(CO)3(dppz)(py)]+  favorece a interação com a proteína. Também se avaliou a interação dos 

complexos Re com os lipídeos (modelos de lipossomos DOPG) e DNA, no qual os resultados 

apresentaram a mesma tendência seguida pela BSA. Ou seja, em lipossomos e DNA o complexo 

[Re(CO)3(dppz)(py)]+  também apresentou maior valor de Kb em comparação com 

[Re(CO)3(phen)(py)]+ e [Re(CO)3(dpq)(py)]+. Foram realizados experimentos de incorporação, 

utilizando-se a técnica de UV-Vis, porém não foi possivel avaliar com tanta clareza, visto que 

as absorbâncias dos complexos foram baixas. No ensaio de citotoxicidade, nota-se que o 

[Re(CO)3(dppz)(py)]+ apresentou maior citotoxicidade (IC50 ≈ 9 µM) dentre os compostos 

estudados (IC50 > 20 µM). Essa maior citotoxicidade do [Re(CO)3(dppz)(py)]+ pode estar 

relacionada à maior interação do ligante dppz com o DNA e/ou também com maior permeação 

na bicamadas lipídicas das células, confirmadas pelos maiores valores de Kp e Kb em DNA. 

Basicamente, os estudos de interação dos compostos com biomoléculas (proteínas; DNA e 

lipídeos) revelaram que uma maior cadeia alquilica dos ligantes nos complexos, maior a 

interação com as biomoléculas, e como consequência maior citotoxicidade em células tumorais. 

Palavras-chave: Complexos de Rênio, biomoléculas; células tumorais.  



ABSTRACT 

In recent years, Re organometallic compounds have been shown extremely promising as 

candidates for anticancer drugs. Several compounds exhibited cytotoxicity equal to or greater 

than well-established anticancer drugs based on platinum or organic molecules. This work aims 

to evaluate how the interaction degree of tricarbonylrhenium(I) complexes containing 

polypyridyl groups such as fac-[Re(CO)3(phen)(py)]+, fac-[Re(CO)3(dpq)(py)]+ e fac-

[Re(CO)3(dppz)(py)]+ with biomolecules (protein, lipid and DNA), may influence the cytotoxic 

effect on tumor cells. In addition to establishing the relationship between the degree of 

hydrophobicity and the interaction of these compounds with biomolecules. First, the partition 

coefficient (Kp) of the three complexes studied was determined, in order to evaluate the 

lipophilicity tendency. Results showed that fac-[Re(CO)3(dppz)(py)]+ has higher Kp and Log P 

values compared to complexes of [Re(CO)3(phen)(py)]+ and [Re(CO)3(dpq)(py)]+. Interaction 

between the tricarbonylrhenium(I) complexes and BSA (Bovine Serum Albumin) protein was 

also investigated, using physicochemical parameters such as the Stern-Volmer constant (Ksv) 

and binding constant (Kb). Data indicated higher Ksv and Kb values for fac-

[Re(CO)3(dppz)(py)]+  than for [Re(CO)3(phen)(py)]+ and [Re(CO)3(dpq)(py)]+, suggesting 

that the greater hydrophobicity of [Re(CO)3(dppz)(py)]+ favors the interaction with protein. The 

interaction of Re complexes with lipids (DOPG liposome models) and DNA was also evaluated, 

results showed the same tendency followed by BSA. In other words, the [Re(CO)3(dppz)(py)]+ 

complex also showed higher Kb value compared to [Re(CO)3(phen)(py)]+ and [Re( 

CO)3(dpq)(py)]+ in liposomes and DNA. Incorporation experiments were carried out using the 

UV-Vis technique, but it was not possible to evaluate with such clarity, since the absorbances 

of the complexes were low. In the cytotoxicity assay, it is noted that [Re(CO)3(dppz)(py)]+ 

showed the highest cytotoxicity (IC50 ≈ 9 µM) among the studied compounds (IC50 > 20 µM). 

This greater cytotoxicity of [Re(CO)3(dppz)(py)]+ may be related to the greater interaction of 

the dppz ligand with DNA and/or also to greater permeation in the lipid bilayers of cells, 

confirmed by the higher values of Kp and Kb to DNA. Basically, interaction studies of Re 

complex with biomolecules (proteins, DNA and lipids) revealed that a greater alkyl chain of 

ligands in the complex, greater interaction with biomolecules, and as a consequence greater 

cytotoxicity in tumor cells. 

Keywords: Rhenium complexes, biomolecules; tumor cells. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Câncer 

O câncer é considerado a segunda maior causa de morte do mundo, e apesar dos avanços 

terapêuticos e tratamentos já existentes, os índices de mortalidade continuam a crescer. No ano 

de 2020, ocorreu o surgimento de 626.030 de novos casos da doença  no Brasil (LOPES-

JÚNIOR, 2021).  

O surgimento do câncer ocorre pela multiplicação descontrolada de células anormais 

que invadem tecidos e órgãos e podem se espalhar rapidamente por outras regiões do corpo e 

ocasionando a metástase (BOUAFIA et al., 2014). E por apresentar esse crescimento gradual 

da doença, reflete em partida o interesse pela investigação do câncer, visto sua atuação no 

organismo humano, prevenção e principalmente o tratamento (INCA, 2021).  

As causas que ocasionam o câncer são por vias externas ou internas ao organismo, como 

o uso de substâncias químicas; irradiações; exposições excessivas ao sol e fatores ambientais e 

ademais condições hormonais; imunológicas e genéticas e o envelhecimento precoce 

(THULER, 2011); (GUERRA; GALLO; MENDONÇA, 2005).  

Diante dos tratamentos convencionais já existentes, a quimioterapia vêm sendo o 

método mais utilizado no tratamento do câncer (CALIXTO-LIMA et al., 2012), induzindo ao 

tipo de morte celular via apoptose (ALMEIDA et al., 2005; ALONSO et al., 2003; BRIMMELL 

et al., 1998). A quimioterapia consiste na utilização de fármacos que interferem na síntese ou 

transcrição do DNA nas células cancerosas (JAIN, 2001). E apresenta algumas desvantagens, 

como a falta de seletividade do tumor, ou seja, acabam atingindo tanto as células cancerígenas 

quanto as normais, e desencadeia efeitos colaterais como náuseas, complicações neurológicas 

e gástricas (BEAVER; WILLIAMSON; BRIGGS, 2016; HALYARD et al., 2007; MATOSO; 

ROSÁRIO; MATOSO, 2015; MONTOYA et al., 2010).  Sendo assim, a busca por novos 

fármacos mais seletivos, vem ganhando mais espaço na pesquisa científica no mundo 

(ALMEIDA et al., 2005) , o que vai de encontro com a proposta do presente trabalho. 

 Tudo começou pela procura de fármacos antitumorais na área da inorgânica e na 

química medicinal que teve impulso em 1960 com a descoberta da cis-diaminodiclorido platina 

(II) (Figura 1a) ou conhecida como cisplatina com base nos estudos de Barnet Rosemberg e 

seus colaboradores, que demonstrou potencial antitumoral. Com isso, a cisplatina e seus 

derivados como a carboplatina e a oxaliplatina (Figura 1b e 1c) são os fármacos comerciais 
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mais utilizados mundialmente em diversos tipos de câncer, e sendo usados também em outras 

neoplasias nas regiões da cabeça, bexiga e próstata  (THOMPSON; ORVIG, 2003); 

(BARNETT ROSENBERG; LORETTA VANCAMP; JAMES E. TROSKO &  VIRGINIA H. 

MANSOUR, 1969); (WEXSELBLATT; YAVIN; GIBSON, 2012); (FALCÃO; JAPIASSÚ, 

2011).  

 

Figura 1.  Estrutura da Cisplatina e seus derivados utilizados mundialmente no tratamento do 

câncer.  

Cisplatina                                           Carboplatina                                      Oxaliplatina 

 

Fonte: Adaptações da referência (WEXSELBLATT; YAVIN; GIBSON, 2012).  

 

 Apesar de apresentar bons resultados pela ação anticancerígena da platina, tais 

complexos apresentam algumas desvantagens como a baixa seletividade, e os marcantes efeitos 

colaterais (diarreias, náuseas, perda do apetite) e principalmente resistência imunológica 

(BARRA; NETTO, 2015; BERNERS-PRICE; RONCONI; SADLER, 2006; CHITAMBAR, 

2004).  

Com base nas pesquisas científicas, o grande problema a ser solucionado é na busca de 

novos compostos que apresentem atividade antitumoral para uso clínico é a baixa seletividade 

com relação as células normais. Portanto, têm-se a necessidade de investigação em metais e 

ligantes sendo estes capazes de direcionar o composto para o local desejado, tornando-o mais 

efetivo e com isso aumente o índice terapêutico e principalmente evitar danos às células 

normais.  
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1.2 Complexos de Rênio como potenciais fármacos antitumorais  

 

Os complexos contendo os metais trazem importância aos seres vivos, pois apresentam 

facilidade na perda de eléltrons e podem reagir com biomoléculas ricas em carga negativa, e 

por ocasionar essa atração promovem interações de íons metálicos exógenos com diversas 

outras moléculas presentes no organismo (ASSUNÇÃO, 2020).  

Com o aumento da procura para o tratamento do câncer, os fármacos existentes à base 

de metais, tais como cisplatina e seus derivados, proporcionam que cerca de 50% dos tipos de 

tumores sejam tratados com esse tipo de fármaco (LIMA, 2016). Apesar de apresentar sucesso 

ao tratamento, estes fármacos de platina apresentam algumas desvantagens como falta de 

seletividade dos tumores, diferenciação das células saudáveis  e possui graves efeitos colaterais, 

como a nefrotoxicidade (LOVEJOY; LIPPARD, 2009); (SILVA; SILVA; BELLAN, 2018).  

Os complexos de Rênio (I) têm chamado atenção em diversas utilizações como 

marcadores luminescentes, dispositivos emissivos de luz (LEDs), e apresenta propriedades 

fotoquímicas; físicas, e biológicas, sendo estas importantes inclusive na utilização destes 

compostos no diagnóstico da doença (MOHERANE et al., 2022). E por isso estão sendo 

estudados como agentes antitumorais (FAUSTINO et al., 2018; NGUYEN; JONES; 

HOLLIDAY, 2018).  

Os complexos desse trabalho, fazem parte do grupo dos compostos organometálicos 

contendo como característica principal os grupos tricarbonilas de fac-[M(CO)3]
+, onde M= Re, 

ou seja o termo M pode ser um metal como o elemento Rênio, e vêm sendo estudado, buscando 

o desenvolvimento de novos fármacos para o tratamento e diagnóstico do câncer (ABRAM; 

ALBERTO, 2006).  

Os complexos contendo Rênio(I) possuem características físicas muito similares com o 

tecnécio, tais como tamanho e lipofilicidade (R. DILWORTH; J. PARROTT, 1998) ; (HO et 

al., 2013). Nesse contexto, a utilização dos compostos organometálicos traz inúmeras razões, 

como por exemplo oferecem variedade estrutural e possui atividades redox, e são definidos 

como compostos contendo pelo menos uma ligação metal-carbono (C-M) do tipo covalente, e 

estão sendo considerados como candidatos potenciais à fármacos (GASSER; OTT; METZLER-

NOLTE, 2011).  

 Segundo a literatura, os compostos organometálicos apresentam estabilidade, 

relativamente lipofílicos e seu átomo metálico está em um estado de baixa oxidação (PAGONI 

et al., 2019; VON KLOT et al., 2002). Devido a estas diferenças fundamentais em relação aos 

"compostos metálicos de coordenação clássica", os organometálicos oferecem amplas 
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oportunidades no projeto de novas classes de compostos medicinais, potencialmente com novos 

modos de ação específicos para o metal (PAGONI et al., 2019). 

 Os complexos desse trabalho apresentam em comum a fenantrolina como ligante, onde 

a mesma oferece diversas propriedades químicas estruturais, como por exemplo, facilidade de 

combinação com diferentes metais, o que a torna um ótimo material de partida para outros 

estudos. A fenantrolina é um tipo de ligante doador sigma, diante do panorama eletrônico, a sua 

força como ligante é proveniente da sua habilidade como aceptora π de elétrons que é 

responsável pela força da ligação com o metal, portanto, contribui fortemente para a formação 

dos complexos (BENCINI; LIPPOLIS, 2010).  

Com isso, compostos de rênio contendo grupos derivados da fenantrolina, e de 

polipiridinas, apresentam propriedades fotoquímicas e fotofísicas, que podem ocorrer nos 

diferentes estados excitados, e como também transferência de carga do metal para ligante 

(MLCT); transferência de carga de ligante para ligante (LLCT); transferência de carga do 

ligante para metal (LMCT); transferência de carga intraligante (IL) e transferência de carga 

metal-centrado (MC) (ATALLAH et al., 2020; RAMOS et al., 2022a).   

            Diante disso, as propriedades dos complexos de Re(I) derivados da fenantrolina, são 

caracterizados pela natureza do grupo ligante, já que são complexos muitos semelhantes, e pelo 

estado excitado do metal, no qual determina a sua possível atividade biológica (BRUIJNINCX; 

SADLER, 2008).  

 

1.3 Compostos à base de Rênio  

O câncer continua sendo uma das causas principais de morte no mundo. Embora o 

tratamento ainda dependa do tipo, estágio e localização do tumor, os métodos com ou sem a 

cirurgia (tratamento convencional para retirada de 100% do tumor), utiliza-se de agentes 

antitumorais ou hormonais (LEONIDOVA; GASSER, 2014). 

O Rênio (Re) é um tipo de metal mais raro que existe, dentre de suas propriedades, 

apresenta isótopos estáveis sendo o 185Re ( 37,4%) e 187Re (62,6%) e radioativos que podem 

ser usados em aplicações terapêuticas (PAVIA; M. AND KRIZ, 2001). Com isso, compostos 

contendo o Re apresentam abordagens teranósticas em aplicações com imagens luminescentes, 

fotocitotoxicos e fotossensibilizantes e por isso torna-se atraente para diversos estudos 

(JÜRGENS; HERRMANN; KÜHN, 2014; SCHILLER et al., 2005).  

Existem outras aplicações intrínsecas na  indústria (KURODA, 1989; PANFILOV, 

2020) como catálise industrial; câmaras de combustão, e em reações catalíticas no qual incluem 
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hidrogenações; oxidações e epoxidação (ANDERSON; TAYLOR; ANDERSON, 2013; DE 

PROFT; GEERLINGS, 2001).  

Com base em uma revisão publicada, foi realizado um estudo biológico contendo vários 

grupos de complexos tricarbonilicosRe(I) baseados em bipiridinas e fenantrolina em diversas 

linhagens celulares (HeLa; MDA; A549) e no qual apresentou resultados citotóxicos em vários 

estados de oxidação e modos de coordenação nos estudos in vivos no qual atingiu ou excedeu 

comparando-se com a da cisplatina e destaca o avanço desses complexos em ensaios clínicos 

(BRABEC; KASPARKOVA, 2018; HOSTACHY; POLICAR; DELSUC, 2017; LO, 2015); 

(DE MEDEIROS et al., 2019); (LEONIDOVA; GASSER, 2014).  

A citotoxicidade desses complexos organometálicos foi verificado que aumenta com 

base na lipofilicidade, devido apresentar uma melhor absorção nas células e que apresenta 

atividade particular alta (HAMELS et al., 2009; PAGONI et al., 2019; ZHANG et al., 2002).  

O ensaio mais comumente empregado para avaliar o efeito anticancerígeno é o ensaio 

de MTT (3-(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio, que é um reagente de cor amarelada 

no qual é convertido em formazan na cor roxa ocasionado pela redução mitocondrial que só 

ocorre perante células vivas e saudáveis, no qual é calculado e plotado contra a concentração 

do composto aplicado. A partir disso, faz-se necessário a uma avaliação utilizando a curva de 

dose-resposta sigmoidal.   (LI; ZHOU; XU, 2015).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6 

1.4 Interação de candidatos à fármacos com biomoléculas  

Geralmente, os candidatos à fármacos exercem seu efeito biológico a partir da interação 

seletiva com uma determinada biomolécula alvo. O reconhecimento molecular do fármaco pela 

biomacromolécula é dependente do arranjo espacial dos grupamentos funcionais e das 

propriedades estruturais químicas da molécula. 

Os estudos de interação envolvendo biomoléculas e complexos contendo metais, geram 

importantes informações nos sítios de ligação, transporte e no metabolismo no corpo humano, 

e essas interações podem ocorrer por diferentes maneiras como por exemplo eletrostática, 

dispersão, hidrofóbica. A interação entre tais espécies provoca a modificação estrutural das 

biomoléculas, e consequentemente, a alteração das suas funções biológicas, possivelmente, 

ocasiona alterações dos comportamentos farmacodinâmicos (HU et al., 2006; MOREIRA; 

CANAVARRO, 2015; SEEDHER; BHATIA, 2006).   

Os metais desempenham grande importância nos processos biológicos, pois interagem 

com as biomoléculas como as proteínas, lipídeos e DNA. Um exemplo clássico de um metal é 

o ferro, localizado na hemoglobina, que é uma proteína responsável pela absorção e transporte 

do oxigênio molecular (O2) no sangue. O metal por sua vez desempenha função de auxiliar no 

transporte de oxigênio e elétrons, assim como faz parte da estrutura da biomolécula de 

hemoglobina (GROTTO, 2008).  

  Com a descoberta dos compostos de cisplatina e seus derivados tendo como atuação em 

diversos tumores sólidos (câncer de mama, próstata, fígado, pâncreas e pulmão), as pesquisas 

por novos agentes antitumorais tomou outro caminho, e hoje, não se baseia em apenas um 

alvo farmacológico, como por exemplo o DNA, porém os novos estudos inclui a utilização de 

moléculas sinalizadoras, proteínas moduladores de apoptose e moléculas que promovem a 

angiogênese (DUTTA et al., 2018; FONTES; DE ALMEIDA; DE ANDRADE NADER, 

1997).  

  Os fármacos já existentes para o tratamento dos diversos tipos de tumores, apresentam 

marcantes efeitos colaterais, como também alguns necessitam de altas doses para que o efeito 

seja sucedido (GARCIA-MANERO et al., 2003).  

 

 

 

 



7 

1.5 Proteínas Albumina do Soro Bovino (BSA)  

As interações entre moléculas e proteínas ocorrem devido apresentarem funções como 

armazenamento, transporte, metabolismo, que podem por vias endógenas quanto exógenas, por 

exemplo a albumina e fármacos em geral. A interação das proteínas com tais compostos provoca 

a modificação estrutural da proteína e, consequentemente, a alteração das suas funções, e 

possivelmente, ocasiona alterações dos comportamentos farmacodinâmicos (HU et al., 2006; 

SEEDHER; BHATIA, 2006).  

Existem diversos estudos com os diferentes tipos de proteínas, em especial as albuminas 

disponíveis na natureza, sendo estas a albumina humana (HSA) e albumina bovina (BSA). Nos 

dias de hoje, a BSA vêm sendo cada vez mais utilizada, por apresentar alta semelhança estrutural 

com a HSA; estabilidade; disponibilidade e menor baixo custo. A BSA exibe 76% de semelhança 

estrutural, se comparada à HSA, e ainda 80% de sua sequência homóloga (ANISH BABU et al., 

2020; MACIĄŻEK-JURCZYK et al., 2018).  

As albuminas HSA e BSA apresentam semelhanças estruturais, e por isso exibem 

regiões de ligações que são locais de atuação de alguns fármacos. Essas regiões são classificadas 

em três grandes domínios, sendo denominados de I, II e III, para cada um destes três domínios, 

contém dois subdomínios, classificados em A e B. E as principais regiões de ligações 

preferenciais dos fármacos estão localizadas nos subdomínios IIA e IIIA, mais comumente 

denominadas de Sítios I e II de Sudlow (PETERS JR., 1995).  

A proteína BSA apresenta 582 aminoácidos, sendo 20 grupos de tirosina e dois 

fragmentos de triptofano, sendo denominados de triptofano-134 e 212, ou seja, que ficam  

localizados  nas posições 134 e 212, situados nos subdomínios IB e IIA (PETERS JR., 1995). A 

estrutura terciária da BSA está apresentada na Figura 2.   
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Figura 2. Representação tridimensional dos arcabouços proteicos da albumina do soro bovina 

(BSA).  

      

Fonte: (BELATIK et al., 2012). 

A investigação sobre a interação da BSA e fármacos, se baseia na técnica de 

espectroscopia de fluorescência, para isso albumina é excitada em λ=280nm, e exibem 

fluorescência característico aos resíduos dos aminoácidos aromáticos, mais precisamente nas 

regiões dos triptofanos 134 e 212, pois apresentam emissão com comprimento máximo de 

emissão em λ= 350nm, por serem bem significativas e apresentarem adequado ambiente protéico 

no qual os resíduos estão localizados (PETERS JR., 1995).  

 

1.6 Ácido Desoxirribonucleico (DNA)  

 

O DNA é uma biomolécula que contém as informações genéticas e é considerado como 

sendo o alvo farmacológico de vários fármacos mais utilizado em terapias medicinais ou em 

fase clínica. A composição do DNA é dada pela junção de duas fitas seguida por uma sequência 

de nucleotídeos por uma ligação fosfodíester entre os grupos na posição 5 e as hidroxilas na 

posição 3. Esse nucleotídeo se dá pela combinação de um açúcar (pentose), um grupo de fosfato 

e uma base nitrogenada, (STRYER, L; TYMOCZKO, J.L; BERG, 2004), que pode ser púrica 

(guanina ou adenina) por apresentar dois anéis de átomos de carbono e nitrogênio, e são 

derivados de uma substância purina. O outro tipo é considerado pirimídica (citosina ou timina), 

que derivam de outro composto contendo apenas um anel de carbono e nitrogênio (KHAN et 

al., 2012).   
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Estas fitas estão associadas entre si através de ligações de hidrogênio, formando assim 

a estrutura dupla hélice (Ver figura 3). Ademais, a dupla hélice pode ser estabilizada por 

interações do empilhamento π-π entre os áneis aromáticos das bases nitrogenadas (WATSON; 

CRICK, 1953).  Na figura 3, podemos observar as bases presentes na formação dos 

nucleotídeos.  

 

Figura 3. Estruturas das bases nitrogenadas encontradas no DNA. 

 

Fonte: Adaptações de (KHAN et al., 2012). 

 

As bases são consideradas compostos fracamente básicos, e possuem uma enorme 

variedade de propriedades químicas que podem afetar a estrutura e a função do DNA. As 

purinas e as pirimidinas são moléculas que apresentam conjugação (Figura 3), e traz 

consequências na estrutura, distribuição e a absorção da luz pelo DNA. Nos áneis presentes nas 

bases existe ressonância que busca envolver diversos outros tipos de átomos no qual confere na 

maioria das ligações parcial de dupla ligação, e isso faz com que ocorra que as pirimidinas 

sejam planas e enquanto as purinas são quase planas, apresentando uma leve deformação. 

Podemos acrescentar que as purinas e pirimidinas são de caráter hidrofóbicas e relativamente 

insolúveis em água, com valor de pH próximo a neutralidade da célula (NELSON; COX, 2002).  

O açúcar presente no ácido desoxirribonucleico (DNA) é a desoxirribose (Ver Figura 

4), onde o prefixo “desoxi” é referente ao carbono 2 da ose que possui dois hidrogênios ligados, 

enquanto que na ribose (açúcar presente no RNA) no mesmo carbono não apresenta hidroxila 

e hidrogênio (WONG et al., 2010).  
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Na Figura 4, exibe a representação da formação da fita do DNA, é possível observar a 

presença de fitas helicoidais complementares que percorrem em direções antiparelas, tornando 

assim adequado para o armazenamento das informações genéticas (KHAN et al., 2012).  

 

Figura 4. Representação do modelo de dupla fita proposto pela dupla Watson e Crick em 

1953. 

 

Fonte: Adaptações da referência (MELLOTI, 2019) de (RICCI, 2007).  

 

O DNA possui um papel fundamental nas funções celulares, nele estão presentes todas 

as instruções para a formação dos outros componentes celulares, e é considerado como principal 

alvo para as pesquisas de infecções e câncer (BISCHOFF; HOFFMANN, 2002).  

 

1.7 Lipídeos representados por lipossomos 

 

A importância de estudar as propriedades interfaciais entre o composto e uma 

membrana, deve-se ao fato de que a interação inicial de fármacos com as células ocorre devido 

a sua capacidade de se incorporar e permear membranas, bem como, na sua habilidade em 

produzir espécies citotóxicas nas proximidades do microambiente em que se pretende causar 

danos (TSUBONE; BAPTISTA; ITRI, 2019). Por isso, compreender os mecanismos a nível 

molecular pelos quais fármacos interagem com bicamada lipídica é de importância crítica no 

campo farmacológico (BARREIRO, E. J., & FRAGA, 2015). Neste contexto, modelos de 

membrana in vitro à base de lipídios surgiram para oferecer uma alternativa simples, mas 

extremamente útil, de estudar as interações fármaco-membrana. Lipossomos são vesículas 
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constituídas por duas bicamada lipídica, sendo o modelo de membrana 3D mais popular devido 

a presença de folhetos internos e externos que simulam a membrana celular (ANDRADE et al., 

2021).  

A classificação da morfologia dos lipossomos é dada através da quantidade de 

bicamadas lipídicas encontradas nas vesículas, ou pelo seu tamanho (Ver Figura 5). Os 

lipossomos podem ser encontrados do tipo, multilamelares (MLV- multilamelar vesicles) que 

são constituídas por várias bicamadas esféricas formadas a partir da dispersão dos fosfolipídios 

podendo ser em água ou tampões, e seu diâmetro se encontra em uma variação de 400nm e 

3,5μm. Podemos encontrar também os lipossomos unilamelares (LUV- large unilamellar 

vesicle), onde a vesícula possui somente uma bicamada lipídica com tamanhos de diâmetro 

entre 100nm e 1μm e lipossomos pequenos (SUV- small unimellar vesicle) com tamanhos de 

diâmetro entre 20 e 50nm e os lipossomos unilamelares gigantescos (GUV- giant unilamellar 

vesicle) com tamanhos superiores a 1μm. Portanto, dentre estes apresentados, os mais utilizados 

são do tipo LUV, usados como modelos mimetizadores de membrana plasmática. Ademais, 

existem os lipossomos oligolamalares (LOV) e multivesiculares (MVL) no qual influenciam 

diretamente no processo de absorção, distribuição, metabolismo, eliminação e no perfil de 

toxicidade de substâncias encapsuladas (BATISTA; CARVALHO; MAGALHÃES, 2007; 

NUNO C. SANTOS; MIGUEL A. R. B. CASTANHO, 2002; TYRRELL et al., 1976).  

 

Figura 5. Representação esquemática dos Lipossomos, mostrando sua classificação por 

tamanho, número de lamelas e vesículas do tipo MLV (multilamelar vesicles); LUV (large 

unilamellar vesicle); SUV (small unimellar vesicle).  

 

 

 

Fonte: Adaptado por  (LASIC, 1998) de (TORCHILIN, 2005).  
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Além de utilizar lipossomos como modelos de membrana, os mesmos também têm sido 

bastante utilizados como carreadores de compostos do tipo lipofílico ou hidrofílicos em células 

(TORCHILIN, 2005). O lipossomo utilizado para esse trabalho, é o 1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-

[fosfo-rac-(1-glicerol)] ou conhecido como DOPG. Abaixo, segue a figura 6 com a 

representação estrutural do DOPG utilizado. 

 

Figura 6. Representação estrutural do lipossomo DOPG. 

 

Fonte: Figura extraída da referência  (KROETZ, 2012). Adaptada de (MANSILHA, 2002).   
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2 OBJETIVOS  

2.1 Geral: 

Estudar a capacidade de três complexos tricarbonilrênio(I): fac-[Re(CO)3(phen)(py)]+, 

fac-[Re(CO)3(dpq)(py)]+ e fac-[Re(CO)3(dppz)(py)]+ (Figura 7) de interagirem com 

biomoléculas, como proteína, lipídeo e DNA, e relacionar o efeito citotóxico destes complexos 

em células tumorais com o grau de interação com biomoléculas.  

 

2.2 Específicos:  

⮚ Determinar o coeficiente de partição água/octanol desses três complexos; 

⮚ Avaliar o grau de interação dos complexos tricarbonilrênio(I) com proteínas representada 

por BSA 

⮚ Estimar o grau de interação dos complexos tricarbonilrênio(I) com lipídeos na forma de 

lipossomos constituídos de DOPG; 

⮚ Investigar o grau de interação dos complexos tricarbonilrênio(I) com DNA; 

⮚ Avaliar ensaios de citotoxicidade dos complexos tricarbonilRênio(I) frente a linhagem 

celular (HeLa).  
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Figura 7. Representação estrutural dos complexos tricarbonilrênio(I) do tipo fac-

[Re(CO)3(phen)(py)]+ (1); fac-[Re(CO)3(dpq)(py)]+ (2) e fac-[Re(CO)3(dppz)(py)]+ (3). No 

decorrer dessa dissertação os complexos serão mencionados sem explicitar o prefixo fac, e nas 

figuras os complexos são abreviados como Re(phen), Re(dpq) e Re(dppq) em função de seus 

ligantes diferentes.  

 

Fonte: Complexos tricarbonilrênio(I) adquiridos em colaboração com o Laboratório de Fotoquímica 

(LAFOT) da IQ-UFU coordenado pelo Profº.Dr Antônio Otávio do Patrocínio e o Mestre Marcos 

Eduardo Gomes. A síntese e caracterização estão descritas conforme em (RAMOS et al., 2022b).  



15 

3 PARTE EXPERIMENTAL  

3.1 Reagentes e solventes  

Na Tabela 1 estão apresentados todos os reagentes utilizados ao longo deste trabalho, 

bem como o percentual de pureza e marca.  

 

Tabela 1. Lista de reagentes e solventes. 

 

Fonte: Autora. 

 

3.2 Espectroscopia eletrônica UV-visível 

Os espectros de absorção na região do ultravioleta-visível (UV/Vis) foram obtidos em 

uma cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho óptico, onde as soluções foram submetidas à 

varredura espectrométrica de 800 a 200 nm, nos espectrofotômetros Shimadzu modelo UV-

2501BC e UV-2501 PC, pertencentes ao Laboratório de Fotoquímica e Ciência dos Materiais 

(LAFOT-CM) e ao Laboratório de Síntese de Candidatos a Fármaco (LasFar), do Instituto de 

Química (IQ), da UFU Campus Santa Mônica em parceria com o Prof. Dr. Antônio Otávio 

Patrocínio; Mestre Marcos Eduardo Gomes e Prof. Dr.Wendell Guerra.  

 

 

Reagentes Pureza (%) Marca 

Acetonitrila - Merck 

                  1-Octanol 98 Vetec 

Albumina Bovina 96 Sigma Aldrich 

Tampão Trizma Base 99 Sigma Aldrich 

    Lipídio DOPG 

Ácido desoxirribonucleico                                                           
de esperma de salmão (ss- DNA) 

        Ácido clorídrico  

       Cloreto de sódio  
 

99 
              - 

Avanti Polar Lipids 

     Sigma Aldrich 
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3.3 Espectroscopia eletrônica de emissão 

   Os espectros de emissão de fluorescência foram registrados utilizando-se cubetas de 

quartzo de 1,0 cm de caminho óptico, no espectrofluorímetro Horiba modelo Fluoromax-4, 

pertencente ao Laboratório de Fotoquímica e Ciência dos Materiais- LAFOT-CM, do Instituto 

de Química (IQ), da UFU Campus Santa Mônica em parceria com o Prof. Dr. Antônio Otávio 

e o Mestre Marcos Eduardo Gomes.  

 

 

3.4. Estabilidade de complexos tricarbonilrênio(I) em tampão Tris (pH 7,4) 

Nesse estudo, analisou-se a estabilidade dos complexos tricarbonilrênio(I) em tampão 

tris (hidroximetil-aminometano) em pH=7,4, em 24 horas. O preparo das concentrações dos 

complexos tricarbonilrênio(I) de 20 μM e posteriormente foram feitas as leituras de absorção 

logo após a dissolução e 24 horas após a dissolução em 50 mM tris (pH 7,4), a fim de verificar 

melhor a sobreposição e similaridade das bandas (IL e MLCT).  

 

3.5. Determinação do coeficiente de partição octanol/água.  

A utilização do coeficiente de partição é um parâmetro físico-químico muito usado nos 

estudos de QSAR (do inglês, Quantitative Struture Activity Relationships) (TAVARES, 2004); 

(PIRES et al., 2001) (RANDO et al., 2002) que busca descrever a lipofilicidade dos compostos, 

sendo estes importantes nos processos de solubilização, penetração e distribuição no organismo. 

 

Nesta análise, procurou-se investigar através do coeficiente de partição, que é uma 

medida amplamente utilizada em meio farmacológico, as propriedades lipofílicas dos 

complexos investigados, ou seja, se conseguem adentrar em células pela passagem das 

membranas fosfolipídicas. Por isso, utiliza-se um sistema que simula o meio biológico, com 

uso de solventes imiscíveis (ROCHA, 2020).  

  

Desse modo, os tipos de solventes das fases mais utilizados pelos especialistas são 

octanol (orgânico) e aquosa (tampão em pH 7,4) (MARTINS; LOPES; ANDRADE, 2013). O 

solvente octanol é um tipo de solvente orgânico viscoso e que apresenta propriedades químicas 

de cadeias hidrofóbicas e grupos hidrofílicos e por isso consegue simular um sistema in-situ  

(PRAUSNITZ; TAVARES, 2004).  
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Para o solvente aquoso, foi feito o preparo do Tampão Tris, com uma massa de 0,01213 

g de Tampão Tris (hidroximetil-aminometano) e concentração final de 10mM. Em seguida, 

foram dissolvidos em água destilada para solubilizar e ajustar o pH 7,4 com HCl totalizando 

um volume de 10 mL.  

O preparo das soluções dos complexos de tricarbonilrênio(I), ambos com concentrações 

de 50 μM. Posteriormente, separou-se três frascos com alíquotas de 50% (v/v) dos solventes 

octanol e tampão tris-HCl pH 7,4, onde colocou-se 1mL de cada solvente. Em seguida, 

adicionou-se 70 μL da solução estoque dos complexos, e levou-se ao agitador mecânico vortex 

para homogeinização, após agitação os frascos foram envoltos em papel alumínio, com a 

finalidade de protegê-los da luz e calor, e foram mantidos assim por 24 horas para a etapa de 

incubação/interação dos complexos, esse experimento foi realizado em modo duplicata.  

Posteriormente, foram retirados 100 μL de cada fase dos solventes, e foram diluídos em 

2.000 μL em acetonitrila, totalizando um volume de 2.100 μL para efetuar as leituras de 

absorção de UV-vis conforme descrito no item 3.2.  

Para determinar o coeficiente de partição (Kp), foi utilizado a equação 1 e posteriormente 

o Log de P, que é a medida logarítmica de partição (MALVEZZI, 2003). O termo coeficiente 

de partição de uma espécie química é definida pela razão entre a concentrações das espécies 

químicas, que se encontram em condições de equilíbrio, sendo dissolvida em um sistema 

constituído por duas fases, uma fase orgânica no numerador e outra aquosa no denominador 

(HANSCH, 1969). 

 

              Kp =
[Composto] Fase orgânica

[Composto] Fase aquosa
             Equação 1 

 

Onde:  

Kp é o valor do coeficiente de partição, sendo enunciado pelas razões das 

concentrações em equilibrio do composto em fase orgânica e aquosa; 

[Composto] Fase orgânica: é o termo da concentração do composto dissolvido na fase 

orgânica. 

[Composto] Fase aquosa: é o termo da concentração do composto dissolvido na 

fase aquosa.  

O experimento foi realizado em duplicata independente com 3 repetições em cada 

experimento (n = 6), para obtenção de resultados calculou-se as médias aritméticas e desvio 

padrão dos valores obtidos em cada experimento. 
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3.6 Interação dos complexos tricarbonilrênio(I) com Albumina de Soro Bovino (BSA) 

Para a obtenção dos espectros, preparou-se separadamente as amostras de solução de 

BSA em tampão Tris 10mM (pH 7,4), com concentração final de 3,0x10-6 mol L-1. Para a 

realização desse procedimento, foram utilizadas soluções estoque de BSA recém-preparadas, 

visando a manutenção da estrutura proteica. Portanto, a solução estoque de BSA eram 

descartadas ao final do dia.  

Foram preparadas soluções individuais, com alíquotas de 10 a 100 µL da solução dos 

complexos de Rênio 5,0x10-4 mol L-1, com tampão tris atingindo as concentrações de 0; 1,7; 

3,3; 4,9; 6,5; 8,1; 9,8; 11; 12; 14,6; 16,1 µmol L-1 em complexo, respectivamente.  

As amostras para os espectros de emissão dos resíduos de triptofano da BSA foram 

excitadas no (λexc) em 280 nm e a varredura das leituras na faixa entre 300 e 550 nm após 5 

minutos de incubação entre os complexos de rênio e BSA. A análise foi feita na temperatura de 

incubação de 35ºC sob certas condições montadas com o intuito de investigar a capacidade dos 

complexos de rênio em interagir com a proteína BSA.  

Neste trabalho foi utilizado um parâmetro matemático para a correção do efeito de filtro 

interno das amostras dos espectros de emissão. Esse parâmetro, foi desenvolvido  no ano de 

1968 por Parker, cujo objetivo foi reduzir ou minimizar o espalhamento da luz e fornecer 

informações mais precisas a níveis moleculares na amostra (GENOT et al., 1992); (OATES; 

WOOD; PARKER, 1987); (FREITAS, 2021). E para avaliar se os complexos 

tricarbonilrênio(I) possuem capacidade de suprimir a fluorescência da BSA, foi necessário a 

correção desse efeito de filtro interno das amostras.  A equação 2 de Parker segue abaixo:  

  

   Fcor= Fobs x 2,3 dAexc/1-10-dAexcx 10gAemx2,3 sAem/1-10-sAem       Equação 2 

 

E para investigar o quanto ocorre de supressão de fluorescência da BSA com os 

complexos de rênio, os dados foram ajustados e utilizou-se a equação de Ster-Volmer (Ksv), 

descrita abaixo pela equação 3.          

                           F0/F = 1+ KSV [Q]                        Equação 3         

Onde: 

KSV  é a constante de supressão de Stern-Volmer; 
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F0/F são as medidas das intensidades de fluorescência na ausência e 

presença do agente supressor da fluorescência; 

[Q] é a concentração do agente supressor (complexos de rênio); 

 

Foi utilizado também outro parâmetro de interesse para avaliar o grau de interação entre 

os complexos de rênio e a proteína (BSA), por meio do termo de ligação (Kb) através da  

Equação de  (LAKOWICZ, 2006),  descrita pela equação 4 abaixo: 

         Log (F0-F) / F= Log Kb + n x Log [Q]             Equação 4                                                                       

Onde F0 e F são respectivamente, as intensidades de fluorescência na ausência e na 

presença do supressor, o termo Kb é a constante de ligação aparente do supressor à BSA, n é 

referente ao número de sítios de ligação do supressor à BSA e [Q] é a concentração do 

supressor. Esses valores de n e Kb podem ser obtidos do coeficiente angular e intercepto, por 

meio da plotagem linear de Log (F0-F)/F versus [Q].  

 

3.7 Interação dos complexos tricarbonilrênio(I) com lipossomos (DOPG)    

Primeiramente foi feito a investigação para avaliar a quanto tempo ocorre estabilidade 

dos complexos com os lipossomos constituídos por 1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-[fosfo-rac-(1-

glicerol)] (DOPG).  

A preparação dos lipossomos, mais precisamente do tipo LUV´s (vesículas unilamelares 

grandes, do inglês Large Unilamellar Vesicles), iniciou-se com a retirada da quantidade 

adequada da solução estoque do lipídio DOPG (25,0x10-3 mol L-1) sob temperatura ambiente, 

obtendo uma concentração final de 1mM.  Posteriormente, o solvente clorofórmio foi 

lentamente evaporado (28ºC) sob um fluxo contínuo e suave de argônio (atmosfera inerte), a 

fim de formar o filme lipídico na parte inferior do eppendorf.  Depois da secagem, a amostra 

foi submetida a uma hidratação com tampão tris em pH 7,4 para um volume de 2.000uL, 

produzindo lipossomos do tipo MLVs (do inglês, Multilamellar Vesicles), onde foi 

homogeneizado, com a utilização do agitador vórtex e ultrassom.  Em seguida,  levou-se para 

o processo de extrusão (ALVES et al., 2013)  que permite a mudança de lipossomos do tipo 

MLV (multilamelar vesicles)  para o tipo LUV ( large unilamellar vesicles) que possui  diâmetro 

de poro definido de 100 nm, por uma passagem em torno de  21 vezes em uma  membrana de 

policarbonato ou celulose (Ver Figura 7) (Nuclepore, Track-Etch Membrane) da Whatman 

Scheider & Schuell (Kent, Reino Unido), utilizando-se uma mini-extrusora da Avanti Polar 
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Lipids (Ver Figura 8)  (Alabaster, AL, EUA). O uso desse procedimento promove uma 

suspensão final de 100% de lipossomos unilamelares (ALVES et al., 2013; MACDONALD et 

al., 1991). 

As condições foram prescritas para os três complexos com uma concentração de 9mM 

previamente prontas, para um volume total de 3.500 uL, sendo este 300 uL da solução de 

lipossomos, mais 3.160 uL de tampão tris (pH 7,4) e 40 uL dos complexos, em uma cubeta de 

quartzo com caminho óptico de 1,0 cm. Com isso, as leituras de absorção sucederam à varredura 

espectrofotométrica de 200 à 800 nm. 

E para os espectros de emissão, se deu primeiramente com a realização da cinética de 

purga com a utilização do gás argônio, a fim de monitorar o tempo de incubação da amostra 

sob atmosfera inerte com o complexo de Re(phen), que serviu como modelo para os demais, e 

no qual foi estabelecido que no tempo de 10 minutos os espectros de emissão permanecem 

constantes, sugerindo assim que a partir de 10 minutos é o tempo suficiente para avaliar a 

interação dos complexos com lipossomos (DOPG). Para isso, a figura 8 apresenta o espectro de 

emissão via cinética de purga.  

Nos espectros de emissão, os complexos de Re(phen) e (dpq) utilizou-se o mesmo filtro 

LP 400nm, apenas com mudanças nas fendas 2 e 5nm para o (phen) e 2 e 2nm para o (dpq) 

ambos com λexc em 350nm e λemi  em 410 a 800nm. E para o complexo de Re(dppz) utilizou o 

filtro LP 455nm com uso das fendas de 10 e 20nm, com λexc em 350nm e λemi em 500 a 800nm. 

 

Figura 8. (A) Espectro de emissão do Complexo de Re(phen), em função do tempo sob 

atmosfera inerte de argônio. (B) Intensidade de emissão monitorada em 557nm do complexo 

de Re(phen) versus tempo de estabilidade em minutos do espectro de emissão. 

 

Fonte: Autora. 
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Após essa investigação do tempo de interação, foi feito titulação em modo triplicata, 

onde a concentração dos complexos de Rênio se manteve fixa de 20μM, enquanto foram 

adicionados 14 pontos da solução de Lipossomos DOPG (1,5mM) variando as concentrações, 

na solução contendo os complexos, totalizando assim soluções com concentrações de 5,2; 10; 

15; 20; 24; 29; 35; 42; 49; 59 68; 76; 82 e 92μM com tempo de incubação de 30minutos ambos 

em agitação manual e posteriormente foram realizados as leituras de absorbância.  

A constante de ligação (Kb) dos complexos de Rênio a bicamada lipossomal foi 

determinada por medidas espectrofotométricas de absorção UV-Vis da solução variando a 

concentração dos lipossomos. O Kb foi calculado pelo ajuste da equação descrito por Santos e 

colaboradores (SANTOS; PRIETO; CASTANHO, 2003). 

 

𝐀𝐛𝐬 =
𝐀𝐛𝐬𝟎+𝐀𝐛𝐬𝐟 𝐱 𝐤𝐛𝐱 [𝐋]

𝟏+𝐤𝐛𝐱 [𝐋]
            Equação 5 

 

Onde: 

Abs: Intensidade de absorbância 

Abs0: Absorbância na ausência de lipossomo (DOPG) 

Absf: Absorbância após adição de lipossomo (DOPG) 

[L]: concentração de lipossomo constituído de DOPG em mol/L  

Kb: Constante de ligação  

 

Fonte: Adaptado de (RUKAVINA; VANIĆ, 2016). 

 

Figura 9. Representação ilustrativa do processo de extrusão. 
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Figura 10. Representação da mini extrusora da marca Avanti Polar Lipids para obtenção de 

lipossomos unilamelares (LUV) com tamanhos uniformes de 100nm. 

 

 

Fonte: Autora. 

 

3.8. Interação dos complexos tricarbonilrênio(I) com ss-DNA 

Primeiramente foi realizado o preparo da solução do tampão tris (50mM) e NaCl (5mM) 

em pH 7,4, onde pesou-se 0,30285g de Tris (C4H11NO3) e 0,01461g de cloreto de sódio (NaCl) 

e ambos foram dissolvidos em 50mL em água ultrapura, obtendo-se assim um pH de 10,80, 

posteriormente foi feito o ajuste com algumas gotas de HCl (8 mol.L-1) para atingir um pH 7,40.  

O preparo da solução do ácido desoxirribonucleico de esperma de salmão (ss-DNA) em 

parceria com a Professora Dra. Renata Galvão (ICENP-UFU) que nos cedeu uma amostra da 

biomolécula e contribuiu na condução desse estudo. Com isso, pesou-se 5 mg e dissolveu-se 

em 5 mL da solução de tampão tris (50 mM) e NaCl (5 mM) com pH 7,4. Para utilizar o DNA, 

é necessário a realização do teste de integridade, no qual indica se a biomolécula mantém sua 

estrutura de dupla hélice nas condições favoráveis, assim como as proteínas. Esse teste é feito 

a partir da razão das medidas de absorbâncias em 260 e 280 nm (Abs260nm/Abs280nm), sendo que 

essa razão deve ser superior ou maior que 1,8 (Figura 27),  pois caracteriza que o DNA têm sua 

estrutura com dupla hélice mantida e não há proteínas livres na solução (GONZLEZ-RUIZ et 

al., 2011).  

Para esse estudo foi realizado uma titulação, onde a concentração dos complexos de 

Rênio se manteve fixa de 20μM, enquanto foram adicionados 10 μL da solução de ss-DNA 

(85,5μM), totalizando 10 adições e obtendo assim soluções de 85; 171; 255; 338; 420; 502; 

583; 663; 742 e 821μM da biomolécula, que foi feito em triplicata. 

Para avaliar a interação entre os complexos de Re com o ss-DNA, foi feito uma solução 

padrão contendo apenas a biomolécula ss-DNA com tampão Tris/NaCl para ser subtraída com 

a solução de trabalho (complexos com ss-DNA) já que os complexos possuem as bandas IL de 

absorção na mesma região do ss-DNA. E para a obtenção da constante de interação (Kb) desse 
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sistema do DNA com os complexos de Rênio(I), utilizou-se a Equação 5, desenvolvida por 

(BENESI; HILDEBRAND, 1949) que fornece a intensidade da interação (BARRA; NETTO, 

2015; MOHAMADI et al., 2015).  

 

𝐴0

𝐴−𝐴0
=  

𝜀𝐺

𝜀𝐻𝐺−𝜀𝐺
∗  

1

𝐾𝑏[𝐷𝑁𝐴]
   Equação 6 

Onde A0 é a absorbância referente ao complexo no comprimento de onda estudado sem 

DNA, A é a absorbância referente ao complexo no comprimento de onda estudado após adições 

em série de alíquotas de DNA, ɛG é a absortividade molar do complexo no comprimento de 

onda estudado, ɛHG é a absortividade molar no comprimento de onda estudado para o aduto 

complexo e DNA, Kb é a constante de ligação e [DNA] é a concentração de DNA. A razão entre 

o coeficiente linear e o angular em um gráfico de A0/A-A0 em função de 1/[DNA] fornece o 

valor de Kb. 

Para as medidas, utilizou-se uma cubeta de quartzo com caminho óptico de 1,0 cm em 

varredura espectrofotométrica de 800 nm a 200 nm após 5 minutos de incubação em 

temperatura ambiente. A solução de ss-DNA durante todo o experimento foi mantida em 

refrigeração de banho de gelo entre 2-10ºC e constante agitação manual.  

 

3.9. Linhagem celular e cultivo dos complexos de Re em células HeLa 

As células da linhagem carcinoma do colo do útero humano (HeLa) foram gentilmente 

cedidas pelo Laboratório de Processos Fotoinduzidos e Interfaces (LPFI), coordenado pelo 

Prof. Dr. Maurício Baptista do Instituto de Química da USP. As células HeLa foram cultivadas 

em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) contendo 10% de soro fetal 

bovino (SFB), L-glutamina (2 mM) e o antibiótico penicilina (100 UI/mL). Estas foram 

mantidas em incubadora com 5% de CO2 à temperatura constante de 37°C. O cultivo de células 

foi realizado no Laboratório Biologia da Reprodução, coordenado pelo Professor Dr. Marcelo 

Beletti, situado no Campus Umuarama da UFU.  
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3.10. Incorporação dos complexos de tricarbonilrênio(I) em células tumorais (HeLa) 

Primeiramente foi feito o plaqueamento onde as células foram incubadas em placas de 

24 poços (1,13x106 células/1000μl) por 24hs em estufa de CO2 (5%) a 37 °C. Após isso, os 

poços foram lavados 1x em solução estéril de tampão PBS e foi acrescentado a solução dos 

complexos solubilizados em DMSO foi de máximo de 2,5% v/v, garantindo a não interferência 

do mesmo nos resultados com concentrações de 10 e 20μM (independentes) para serem 

solubilizados em DMEM contendo 10% de SFB (Soro Fetal Bovino) e 1% de antibióticos 

(penicilina e estroptomicina). A incubação contendo as células e os complexos se deu 

novamente por 24hs em estufa de CO2 (5%) a 37°C.   

Após este tempo, foi retirado 500 μL de sobrenadante de cada poço e adicionados em 

eppendorf junto com 500 μL de solvente DMSO. As células foram lavadas com tampão PBS 

1x para posterior adição de 500 μL de DMSO por poço, a fim de extrair a quantidade de 

complexo incorporado na célula. As soluções do sobrenadante e de complexo extraído foram 

completadas para 500 µL com DMEM e 500 µL de DMSO na mesma proporção para posterior 

leituras de absorbâncias.  

 

3.11. Ensaio de viabilidade celular dos complexos de tricarbonilrênio(i) em HeLa 

Para avaliar o estudo da viabilidade celular dos complexos de Re e seus ligantes, a 

linhagem celular HeLa foi investigada através do uso do reagente MTT [3-(4,5-dimetiltiozol-

2- brometo de il)-2,5-difeniltetrazólio] (MTT) segundo (MOSMANN, 1983) com 

modificações. As células foram plaqueadas (30.000 células/poço) em placas de 48 poços 

estéreis e mantidas em incubadora (37°C e 5% de CO2). Após 24h, foram adicionados aos poços 

as concentrações (de 5; 10; 25; 50 e 100μM) dos complexos tricarbonilrênio(I) ou dos ligantes, 

previamente preparados, e as células incubadas com os compostos por mais 24 h nas mesmas 

condições de cultivo descritas anteriormente (37°C e 5% de CO2). Após esse período, 

adicionou-se uma solução (100μl/poço) de 0,75mg/mL-1 de MTT por 3h. Posteriormente, a 

solução foi removida e os cristais de formazan formados durante o período foram solubilizados 

em 300μL de solvente DMSO (Ver figura 11).  A leitura da absorbância foi realizada em leitor 

de microplacas (SpectraMax M2e) em 570nm pertencente ao Laboratório de 

Imunoparasitologia Dr. Mario Endsfeldz Camargo situado no Campus Umuarama da UFU pela 

supervisão da técnica Ana Claúdia. O software utilizado para análise estatística foi o GraphPad 

Prism versão 5.0. Esse experimento ocorreu em duplicata independente, com 3 repetições em 

cada replicata (n = 6).  
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Figura 11. Representação do ensaio de citotoxicidade pelo método de MTT. 

 

Fonte: Adaptado de (TRIPATHY et al., 2018). 

Para calcular a porcentagem de células viáveis (vivas) por meio de leituras de 

absorbância das células controle e das células tratadas, utiliza-se a equação 6 pela referência de 

(MOSMANN, 1983) conforme descrita abaixo. 

 

% 𝐂é𝐥𝐮𝐥𝐚𝐬 𝐕𝐢á𝐯𝐞𝐢𝐬 =
 𝐀𝐛𝐬 𝐭𝐫𝐚𝐭𝐚𝐦𝐞𝐧𝐭𝐨 (𝟓𝟕𝟎𝐧𝐦 – 𝟖𝟎𝟎𝐧𝐦) 

𝐀𝐛𝐬 𝐂𝐭 (𝟓𝟕𝟎𝐧𝐦− 𝟖𝟎𝟎𝐧𝐦) 
 ∗ 𝟏𝟎𝟎%    Equação 6 

 

Onde:  

Abstratamento = Leituras nos comprimentos de onda de 570 nm e 800 nm das células controle 

(CT)  

AbsCT = Leituras nos comprimentos de onda de 570 nm e 800 nm das células tratadas.  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

4.1. Espectroscopia eletrônica de absorção dos complexos tricarbonilrênio(I)  

A espectroscopia de absorção na região do ultravioleta (UV) e visível (Vis) é uma 

técnica utilizada para avaliar as transições eletrônicas em compostos de coordenação que 

apresentem absorção na região do UV-Vis de 200nm a 800nm. A molécula quando absorve 

energia, os elétrons são promovidos de um orbital ocupado de maior energia chamado de 

HOMO (do inglês, Highest Occupied Molecular Orbital) para o orbital desocupado de menor 

energia chamado de LUMO (do inglês, Lowest Unoccupied Molecular Orbital). Durante os 

processos de absorção, ocorrem algumas mudanças dos estados energéticos dos elétrons do qual 

constituem as moléculas que podem ser elétrons não ligantes, ou elétrons envolvidos de uma 

ligação química (PAVIA, et al., 2015).   

Geralmente, estruturas de complexos de tricarbonilrênio(I), apresentam transições 

eletrônicas MLCT (transferência de carga do metal para ligante) de menor energia, e transição 

IL (intraligante) de maior energia (RAMOS et al., 2022a).  O espectro eletrônico de absorção 

UV-Vis em acetonitrila para os complexos fac-[Re(CO)3(phen)(py)]+; fac-[Re(CO)3(dpq)(py)]+ 

e fac-[Re(CO)3(dppz)(py)]+ estão apresentados na Figura 12.  
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Figura 12. Espectro eletrônico de absorção em UV-Vis dos complexos (-) fac-

[Re(CO)3(phen)(py)]+; (-) fac-[Re(CO)3(dpq)(py)]+ e (-) fac-[Re(CO)3(dppz)(py)]+ à 10μM 

em acetonitrila (ACN). 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

As bandas de maior energia (entre 200 nm e 300 nm) observadas na Figura 12, para os 

três complexos rênio (fac-[Re(CO)3(phen)(py)]+; fac-[Re(CO)3(dpq)(py)]+ e fac-

[Re(CO)3(dppz)(py)]+), representam as transições intraligantes (IL, π→π∗) dos ligantes piridina 

(py), onde 1,10-fenantrolina (phen), pirazino [2,3-f][1,10]fenantrolina (dpq) e dipirido [2,3-

a:2’3’-c]fenazina (dppz).  
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Já as bandas de absorção de energia mais baixa (300-450 nm) são atribuídas a uma 

transição de transferência de carga de metal para ligante (MLCT, dπ→π∗). Tais características 

espectrais são típicas de complexos tricarbonilrênio(I) e as interpretações das bandas (IL ou 

MLCT) foram feitas em comparação com a literatura (DYER et al., 2003; RAMOS et al., 

2022a).  

 

4.2. Estabilidade dos complexos tricarbonilrênio(I) em tampão Tris (pH 7,4) 

A solução de tampão possui a finalidade de estabilizar o pH do meio, sendo esta 

indispensável para análises de caráter biológico, que é normalmente tamponado em pH 7,4 e à 

uma temperatura de 37ºC. Idealmente, a utilização desses tampões em estudos bioquímicos não 

pode alterar a estrutura química das moléculas estudadas por meio de troca de ligante, e nem 

afetar as interações presentes no estudo. O tampão tris (hidroximetil-aminometano) apresenta 

ser amplamente útil em estudos bioquímicos, devido a sua faixa tamponante ser na região do 

pH fisiológico. Entretanto, a molécula de tampão tris apresenta grupos substituintes nas 

extremidades em sua estrutura sendo estes OH e NH2 (Ver Figura 13) que se apresentam como 

bases de Lewis, por possuir pares de elétrons nos átomos doadores de oxigênio e nitrogênio. 

Essas bases podem se coordenar com o centro metálico de complexos de coordenação, a 

depender do metal e da labilidade do(s) ligante(s) envolvido (ŠÍPOVÁ-JUNGOVÁ et al., 

2021).   

 

Figura 13. Estrutura química do tampão tris (hidroximetil-aminometano). 

 

 

Fonte: https://en.wikipedia.org/wiki/Tris   

Considerando que neste trabalho, estudou-se a interação dos complexos de rênio com 

biomoléculas (proteína, lipídios e DNA), e para isso utilizou-se de tampão tris em pH 7,4, a 

estabilidade dos três compostos frente ao tampão tris foi averiguada. 
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Na Figura 14 tem-se os espectros eletrônicos de absorção dos complexos fac-

[Re(CO)3(phen)(py)]+; fac-[Re(CO)3(dpq)(py)]+; fac-[Re(CO)3(dppz)(py)]+, respectivamente, 

em presença do tampão Tris/NaCl (pH=7,4) logo após sua dissolução (em preto) e após 24h de 

incubação (em vermelho).  

 

Figura 14. Espectro de absorção UV-Vis dos complexos (1) fac-[Re(CO)3(phen)(py)]+; (2) fac-

[Re(CO)3(dpq)(py)]+; (3) fac-[Re(CO)3(dppz)(py)]+ em tampão Tris 50mM (pH = 7,4) em 

imediatamente após a dissolução, 0 minuto (--) e 24 horas (--) após a dissolução, à temperatura 

ambiente. 

 

Fonte: Autora. 

Como pode ser observado na Figura 14, não há deslocamento no comprimento de onda 

da absorção das bandas MLCT’s dos complexos tricarbonilrênio(I) após 24 horas de dissolução 

dos compostos em tampão tris. Também não há variação significativa na intensidade de 

absorção dessas bandas MLCT dos compostos estudados (Figura 14). Observou-se apenas uma 

leve diminuição da absorbância na banda IL (250-300 nm) do fac-[Re(CO)3(dppz)(py)]+ 

(Figura 14(3)), provavelmente devido ao empilhamento π→π no ligante dppz, por ser mais 

hidrofóbico. Desta forma, os resultados experimentais indicam que os complexos são estáveis 

(sem alteração na estrutura química ou troca de ligantes) visualmente em tampão tris, para se 

ter mais efetividade é necessário outro tipo de técnica para elucidar melhor os dados de 

estrutura, mas antemão podem ser possibilitados a aplicação destes compostos nos estudos com 

biomoléculas (proteína, lipídio e DNA) que necessitam de tampão tris para controle do pH em 

7,4. 
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4.3. Determinação do coeficiente de partição água/octanol dos complexos 

tricarbonilrênio(I) 

O processo que envolve a absorção de um fármaco no organismo, é dado através da 

passagem das membranas biológicas. Nesse processo ocorrem caminhos de caráter hidrofílicos 

ou hidrofóbicos, que faz com que a substância seja transportada para seu sítio de ação, e exerça 

sua atividade biológica  (TAVARES, 2004). Esse transporte até a distribuição do fármaco é 

descrito aos processos de dissociação/ionização e a lipofilia dos grupos ligantes (OPEA, 2002).   

As propriedades lipofílicas indicam as possíveis interações hidrofóbicas e podem ser 

descritas pelo coeficiente de partição (Kp) e o seu respectivo valor de Log P. Os valores de 

coeficientes de partição (Kp) são úteis para estimar a distribuição de fármacos dentro do corpo, 

além de serem importantes na descoberta, desenvolvimento e fabricação de drogas. Por 

exemplo, o uso do coeficiente de partição (Kp) em água-octanol prevê uma relação estrutura-

atividade quantitativa (QSAR, do inglês Quantitative Structure-Activity Relationships), onde 

se assume que existe uma relação simples entre Kp e respostas biológicas, como a dose letal 

para 50% dos organismos de teste (LD50, do inglês Lethal Dose para 50% morte) (HSIEH et 

al., 2011).  

Compostos hidrofóbicos com altos valores de coeficientes de partição octanol-água são 

distribuídas principalmente em áreas hidrofóbicas, como as bicamadas lipídicas das células. Por 

outro lado, drogas hidrofílicas (coeficientes de partição octanol/água baixos) são encontradas 

principalmente em regiões aquosas (SHARGEL L, SUSANNA WP, 2012). 

Outras conclusões já obtidas em outros trabalhos acerca dos estudos do QSAR, 

apresentaram as mesmas características de Log P em (LIPINSKI et al., 2001; MUSIOL et al., 

2010).  

Neste contexto, utilizamos um sistema bifásico contendo dois solventes imisciveis, 

sendo um solvente de caráter polar e o outro apolar, no caso o tampão tris pH 7,4 e octanol, 

respectivamente, para estimar os valores de Kp e logP. Para isso, registrou-se os espectros de 

absorção UV-Vis dos complexos de rênio (fac-[Re(CO)3(phen)(py)]+; fac-

[Re(CO)3(dpq)(py)]+; fac-[Re(CO)3(dppz)(py)]+) coletados do meio aquoso e orgânico 

(Figura 15).  
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Figura 15. Espectros de absorção UV-Vis dos complexos de rênio (50μM) em sistema 

bifásico 1:1 água-octanol. 

 

Fonte: própria autora. 

Observando os espectros coletados de absorção (Figura 15), é possível notar que o 

complexo de [Re(CO)3(phen)(py)]+ apresentou maior absortividade em meio aquoso, para o 

complexo [Re(CO)3(dpq)(py)]+ demonstrou-se parcialmente nos meios aquoso e orgânico, 

porém o complexo [Re(CO)3(dppz)(py)]+ verificou-se maior absortividade em octanol, no qual 

apresenta bandas com intensidade maiores (Figura 15).  

A partir dos dados coletados, utilizou-se a equação 1 (descrita em metodologia, item 

3.5) para determinar o coeficiente de partição (Kp) e os respectivos valores de Log P dos 

complexos de rênio, como também médias aritméticas e desvio padrão da duplicata 

independente, cujos valores estão apresentados na Tabela 2.  

 

Tabela 2. Valores do coeficiente de partição (Kp) e Log P dos complexos de rênio no sistema 

bifásico octanol/água. Valores representam a média ± desvio padrão de dois experimentos 

independentes com 3 repetições em cada experimento (n = 6). 

 

Composto Kp Log P 

fac-[Re(CO)3(phen)(py)]+ 0,341 ± 0,145 -0,386 ± 0,083 

fac-[Re(CO)3(dpq)(py)]+ 0,694 ± 0,009 -0,151± 0,105 

fac-[Re(CO)3(dppz)(py)]+ 6,944 ± 0,185 +0,646 ± 0,205 

Fonte: Autora. 

 



32 

Com base na literatura, os valores de Kp dos compostos que apresentarem maior 

coeficiente de partição, possui uma maior afinidade pela fase orgânica, favorecendo assim uma 

maior taxa de permeabilidade nas biomembranas, e provocam biodisponibilidade 

farmacológica dos compostos (HAMELIN, 1998). 

Observando os valores do coeficiente de partição (Kp) obtidos, nota-se que o complexo 

de [Re(CO)3(dppz)(py)]+ apresentou maior valor de Kp com 6,944 ± 0,185 no qual indica que 

teve maior afinidade pela fase orgânica, provavelmente por ser a molécula mais lipofílica diante 

dos outros complexos investigados do [Re(CO)3(phen)(py)]+  e [Re(CO)3(dpq)(py)]+.  

Os estudos de Hansch e seus colaboradores, denotaram que o Log P faz parte de uma 

medida aditiva e possui um grande valor constitutivo (HANSCH, 1969; HANSCH et al., 1973). 

Os valores de Log P sendo positivos indicam uma maior afinidade do soluto (composto) pela 

fase orgânica, e os valores negativos indicam afinidade pela fase aquosa (TAYLOR, 1990). 

Desta maneira, os valores de Log P dos complexos de rênio (I) obtidos nos dois experimentos 

independentes do sistema octanol/água, observa-se dois valores logarítmicos negativos para os 

complexos de [Re(CO)3(phen)(py)]+ (Log P = -0,386 ± 0,083) e [Re(CO)3(dpq)(py)]+ (Log 

P = -0,151 ± 0,105), no qual indica maior afinidade pela fase aquosa. No entanto, o 

[Re(CO)3(dppz)]+ (Log P = +0,646 ± 0,205) apresentou valor positivo indicando maior 

afinidade pela fase orgânica.            

       

Portanto, o complexo de [Re(CO)3(dppz)(py)]+ apresenta maior afinidade por solvente 

orgânico (octanol), o que está de acordo com a maior cadeia carbônica em um de seus grupos 

ligante. Isso sugere que este composto poderá ter mais facilidade de permeabilidade e/ou 

adentrar nas células através das membranas fosfolípidicas (KONKANKIT et al., 2020). De fato, 

segundo o trabalho de outros autores, mostram que quanto maior a cadeia carbônica da 

molécula, maior Kp e Log P e consequentemente maior a taxa de incorporação em células 

(PAVANI et al., 2009);  (BACELLAR et al., 2014).  
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4.4. Interação dos complexos tricarbonilrênio(I) com Albumina de Soro Bovino (BSA) 

As albuminas séricas são os principais constituintes proteicos do sistema circulatório 

dos mamíferos. Essas macromoléculas têm importante papel fisiológico, pois contribuem para 

a pressão osmótica do sangue (PETERS, 1985), além de ajudarem a controlar o pH do sangue 

e aumentar a solubilidade de moléculas hidrofóbicas. A função fisiológica mais importante das 

albuminas é o transporte de várias moléculas na corrente sanguínea (BERTUCCI; DOMENICI, 

2002). Portanto, é importante estudar as interações dos candidatos a fármacos com essas 

proteínas. Esses tipos de estudos geralmente são realizados usando uma proteína modelo, a 

Albumina de Soro Humano (HSA) ou a Albumina de Soro Bovino (BSA) (RAGONE et al., 

2017). Apesar da importância desse tipo de estudo, até o momento existem apenas alguns 

relatos na literatura sobre estudos de associação de complexos de rênio com BSA (RAGONE 

et al., 2017); (BHUVANESWARI et al., 2011, 2014; BHUVANESWARI; FATHIMA; 

RAJAGOPAL, 2012). Por isso, também se investigou a capacidade dos complexos 

tricarbonilrênio(I) em interagir com a proteina BSA. 

A fluorescência das albuminas é originada por três resíduos de aminoácidos com grupos 

fluoróforos intrínsecos presentes na proteína, ou seja, triptofano (Trp), tirosina (Tyr) e 

fenilalanina (Phe). De fato, a fluorescência das albuminas vem quase completamente de Trp e 

Tyr, já que a fluorescência da fenilalanina tem um rendimento quântico muito baixo 

(LAKOWICZ, 2006). Quando uma pequena molécula se liga a albuminas, pode provocar 

mudanças no microambiente proteico dos resíduos de aminoácidos emissores afetando a 

intensidade de fluorescência da proteína. 

As principais regiões de sítios de ligação de moléculas em albuminas estão localizadas 

em cavidades hidrofóbicas nos subdomínios IB e IIA, que são preferências dos fármacos, e 

possuem aminoácidos do tipo aromáticos (triptofano, tirosina e fenilalanina) responsáveis pela 

fluorescência em 350nm, quando excitadas em 280nm (NETO et al., 2020); 

(BHUVANESWARI et al., 2014). 

Com objetivo de obter-se os parâmetros sobre as interações entre a BSA e os complexos 

fac-[Re(CO)3(phen)(py)]+; fac-[Re(CO)3(dpq)(py)]+ e fac-[Re(CO)3(dppz)(py)]+, utilizou-se a 

técnica de espectroscopia de absorbância e fluorescência, explorando mais especificamente, a 

supressão de fluorescência da BSA induzida pela presença dos complexos. Primeiramente foi 

realizado os espectros de absorbância obtidos para BSA (cor preta) e em presença dos 

complexos que estão apresentados na Figura 16. 
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Figura 16. Espectros de absorbância da BSA (3μM) sob adições sucessivas dos complexos de 

rênio(I) em tampão Tris 10mM, pH 7.4, na temperatura de 35ºC com varreadura de 200nm a 

800nm para ambos. 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

Analisando os espectros de absorção (Figura 16), nota-se que ocorre um aumento 

gradual da intensidade de absorção (efeito hipercrômico) à medida que se adicionou alíquotas 

dos complexos de rênio. Esse aumento na intensidade de absorbância ocorre devido ao aumento 

da concentração de complexo de Re na amostra de BSA.  

 

Na Figura 17 estão representados os espectros de emissão com efeito do filtro interno 

corrigido, conforme descrito no item 3.6 da metodologia (equação 2).   

 

Figura 13. Espectros de fluorescência da BSA (3,0 μM) em ausência e presença de diferentes 

concentrações dos complexos de Re (500 μM) à 35ºC, em tampão Tris (pH 7,4), com λexc = 

280nm, fendas de excitação e emissão de 5,0 nm e 1,0 nm respectivamente. 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 
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O espectro de fluorescência da BSA apresenta uma banda com máximo de emissão em 

torno de 350 nm, que posteriormente diminui a intensidade de emissão (supressão) conforme a 

concentração dos complexos de rênio (Figura 19). Essa diminuição gradual das intensidades de 

fluorescência provavelmente ocorre devido às mudanças conformacionais dos microambientes 

protéicos próximos aos resíduos do triptofano (MOREIRA et al., 2014). Não se observou 

deslocamento do máximo de emissão (Figura 17). 

A partir dos espectros apresentados na Figura 18, determinou-se a constante de 

supressão (Ksv) usando a equação 3 de Stern-Volmer (descrita em metodologia, item 3.6) 

(Figura 18).   

 

Figura 14. Representação dos gráficos F0/F de Stern-Volmer em função da concentração dos 

[Complexos de Rênio] -BSA, em Tampão Tris-HCl 10mM em pH 7,4 em temperatura de 35ºC. 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

Os gráficos da Figura 18 apresentam perfis lineares, portanto utilizou-se de regressões 

lineares para calcular os valores da constante Stern-Volmer (Ksv) para o sistema dos [complexos 

de rênio]-BSA na temperatura de 35ºC (Tabela 3).  
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Tabela 3. Valores da constante de Stern-Volmer (Ksv) e R2 dos complexos de Re com a BSA 

(3 μM) em Tampão Tris-HCl (10mM) em pH 7,4. Tabela 3. Valores da constante de Stern-

Volmer (Ksv) e R2 dos complexos de Re com a BSA (3 μM) em Tampão Tris-HCl (10mM) 

em pH 7. 

 

Composto Ksv(x104 L mol-1) R2 

[Re(CO)3(phen)(py)]+ 4,26 0,968 

[Re(CO)3(dpq)(py)]+ 2,19 0,873 

[Re(CO)3(dppz)(py)]+ 13,74 0,984 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

Observando os valores obtidos para Ksv na Tabela 3, nota-se um maior valor de Ksv para 

o complexo [Re(CO)3(dppz)(py)]+, o que sugere que o complexo [Re(CO)3(dppz)(py)]+ pode 

ter maior capacidade de suprimir a fluorescência da BSA comparado com os outros compostos 

estudados. Os complexos [Re(CO)3(phen)(py)]+ e [Re(CO)3(dpq)(py)]+ apresentou-se valores 

de Ksv próximos, indicando que ambos suprimem a fluorescência da BSA em intensidades 

aproximadas. 

 

Utilizando outro parâmetro de interesse pela equação 4 (descrito na metodologia, item 

3.6), determinou-se também os valores de constante de ligação (Kb) dos complexos de rênio 

pela proteína BSA. A partir da equação 4 também determinou-se o número de sítios de ligação 

(n). Para isso, plotou-se os gráficos log[(F0/F)/F] que estão descritos na Figura 19 em função 

do logaritmo da concentração dos complexos de rênio com BSA.  
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Figura 19. Gráfico de log[(F0/F)/F] em função de log[Complexos de Re] com BSA (3 µM) em 

tampão Tris-HCl 10mM pH 7,4; na temperatura de 35ºC. λexc = 280nm, fendas de excitação e 

emissão de 5,0 nm e 1,0 nm, respectivamente. 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

Com os dados obtidos através dos gráficos, observamos um perfil linear no qual foi 

possível calcular o coeficiente angular e coeficiente linear, que representam n e Kb, 

respectivamente. Os valores da constante de Ligação (Kb) e o número de sítios de ligação (n) 

obtidos encontram-se na (Tabela 4). 

 

Tabela 4. Constante de ligação (Kb) e o número de sítios de ligação (n) dos complexos 

tricarbonilrênio(I) em BSA calculadas pela equação 4 (descrita no item 3.6 da metodologia). 

 

Composto      Kb (M-1) n R2 

[Re(CO)3(phen)(py)]+     3,10x103  0,91 0,920 

[Re(CO)3(dpq)(py)]+     8,57x103 0,99 0,990 

[Re(CO)3(dppz)(py)]+    2,57x106 0,99 0,999 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

Observando os valores de n que apontam dados de ≅ 1, sugerindo a formação de sítio 

de ligação em que os complexos de rênio se ligam a BSA com uma proporção de 1:1. 

[Re(CO)3(dppz)(py)]+ apresentou-se valor de Kb na ordem de 106, sugerindo uma forte 

interação entre [Re(CO)3(dppz)(py)]+ e BSA já que valores de Kb > 105, indica que o composto 

se liga fortemente à proteína (NETO et al., 2020); (MOREIRA et al., 2014). A análise de Kb é 

bastante útil para inferir como uma espécie molecular será distribuída no plasma sanguíneo, 
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valores de Kb considerados ideal encontram-se na faixa de 104 a 106 M–1 (LAZNIEWSKA et 

al., 2021). Desta forma, Kb obtido para [Re(CO)3(dppz)(py)]+ indica que o composto se liga 

forte o suficiente na BSA para se transportado, mas não tão forte a ponto de não ser liberado da 

albumina para a chegada às células-alvo (MILUTINOVIĆ et al., 2017). Além disso, dentre os 

compostos estudados [Re (CO)3(dppz)(py)]+ possui constante de ligação (Kb) com BSA 103 

vezes maior que [Re(CO)3(phen)(py)]+ e [Re(CO)3(dpq)(py)]+ (Tabela 4). Já os complexos de 

[Re(CO)3(phen)(py)]+ e [Re(CO)3(dpq)(py)]+ apresentaram valores na mesma ordem de 

grandeza (103), sugerindo uma interação fraca com BSA (KANDAGAL, 2006); (SILVA, 

2017); (FREM et al., 2018; FRIN; NASCIMENTO, 2016); (CARTER; HO, 1994; LUCCHESE 

et al., 2004). 

Diante dos resultados apontados, nota-se que a ordem crescente dos valores de Kb é 

[Re(CO)3(phen)(py)]+ < [Re(CO)3(dpq)(py)]+ << [Re(CO)3(dppz)(py)]+. Estes dados 

corroboram com os resultados obtidos para Kp, no qual a tendência dos valores de Kp também 

foi a mesma, isto é, [Re(CO)3(phen)(py)]+ < [Re(CO)3(dpq)(py)]+ < [Re(CO)3(dppz)(py)]+. Isso 

indica que a maior hidrofobicidade de [Re(CO)3(dppz)(py)]+ favorece a interação com proteína.  
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4.5. Interação dos complexos de tricarbonilrênio(I) com lipossomos (DOPG) 

Os lipossomos trazem uma grande importância, pois podem ser usados como modelos 

de membrana e são preparados por constituintes naturais, de modo que haja a formação de uma 

estrutura de bicamada que é a principal característica das membranas celulares (HUANG; 

CHARLTON, 1971). Uma das principais funções dos lipossomos é mimetizar o 

comportamento de membranas e torná-lo um veículo seguro e eficaz e principalmente ser 

usados em aplicações médicas (GREGORIADIS, 1995; LOPEZ-BERESTEIN, 1989). O uso 

dos lipossomos têm aumentado devido às suas atribuições como carreadores, que facilitam a 

liberação dos fármacos, como antibióticos, antitumorais e as vacinas (CAMPANHÃ, 2020).  

Neste trabalho, o intuito foi investigar se ocorre a interação dos complexos de rênio com 

lipossomos DOPG em função do tempo, ou seja, avaliar a quanto tempo os complexos de rênio 

podem interagir ou não com os lipossomos. Por isso, foram plotadas as leituras de absorção e 

de fluorescência dos complexos de rênio com lipossomos. Na Figura 20, estão registrados os 

espectros de absorção UV-Vis dos complexos livres em lipossomos (-), e após a dissolução 

inicial (-) e final da análise (-).  

 

Figura 20. Espectros eletrônicos de incorporação dos complexos tricarbonilrênio(I) [10mM] 

em lipossomos DOPG [0,5mM] em tampão tris [10mM] com pH 7,4 sendo (A) refere-se ao 

complexo [Re(CO)3(phen)(py)]+ no tempo de 1h e 40min; (B) [Re(CO)3(dpq)(py)]+ em tempo 

de 3h e 10min e (C) [Re(CO)3(dppz)(py)]+ no tempo de 2h e 60min.  

 

 

Fonte: Autora.  
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Observando os dados obtidos dos espectros de absorção na Figura 20, nota-se que os 

três complexos de rênio não apresentaram diferenças de absorção entre a adição do lipossomo 

e após o tempo final monitorado a partir de 100 minutos, mostrando que não houve mudanças 

espectrais e também evidencia que a interação dos complexos com os lipossomos é instantânea, 

ou seja, não ocorre processos como reorganização estrutural. 

 

Na Figura 21 estão apresentados os gráficos de emissão de fluorescência sendo 

monitorados a cada 10 minutos, sendo (A) refere-se ao complexo [Re(CO)3(phen)(py)]+; (B) 

[Re(CO)3(dpq)(py)]+ e (C) [Re(CO)3(dppz)(py)]+ com λexc: 350nm para ambos e λemis: 400 á 

800nm em temperatura ambiente. 

 

Figura 21. Espectros de emissão de fluorescência dos complexos de rênio [10mM] em 

diferentes tempos de interação lipossomos DOPG [0,5mM]. λexc = 350nm e λem = 400 á 

800nm, em temperatura ambiente. 

 

Fonte: Autora. 

 

Observando os espectros de emissão coletados que foram monitorados a cada 10 

minutos, nota-se que praticamente não ocorreu variação de intensidades de emissão para o 

complexo de [Re(CO)3(phen)(py)]+ (Figura 21A). No caso do [Re(CO)3(dpq)(py)]+, observa-

se uma leve diminuição na intensidade de emissão em função do tempo de interação com 

lipossomos DOPG (Figura 21B), no qual houve provavelmente uma agregação. Enquanto que 

para [Re(CO)3(dppz)(py)]+ apresentou um crescimento gradual nas intensidades de emissão 

(Figura 21C), sugerindo que a interação entre o complexo e lipossomos aumenta em função do 

tempo. Provavelmente, esteja ocorrendo um aumento de moléculas monomerizadas em função 

do tempo na parte hidrofóbica do ligante dppz, que provocou essa diminuição nas intensidades 

de absorbância na banda IL (250-300 nm) do fac-[Re(CO)3(dppz)(py)]+ (Figura 21)  (SINGH; 
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DAS, 1998). 

Para uma melhor visualização dos dados, foram plotados outro tipo de gráfico com a 

intensidade de fluorescência no comprimento de onda máximo de emissão versus o tempo de 

interação para cada complexo (Figura 22). 

 

Figura 22. Representação da intensidade de emissão normalizada em torno de 554nm para o 

[Re(CO)3(phen)]+ (A)  e 559nm para [Re(CO)3(dpq)]+ (B) e [Re(CO)3(dppz)]+ em 560nm  (C)   

em função do tempo com lipossomos DOPG [0,5mM]. 

 

 

Fonte: Autora 

Nota-se que para [Re(CO)3(phen)(py)]+ a intensidade de emissão manteve-se 

praticamente constante com o tempo de interação com lipossomos (DOPG), sugerindo que o 

grau de interação não é dependente do tempo. No caso de [Re(CO)3(dpq)(py)]+ observou-se 

uma pequena diminuição na intensidade de emissão em função do tempo. Já para 

[Re(CO)3(dppz)(py)]+ tem-se um aumento da intensidade de emissão em função do tempo 

(Figura 21C). Esse aumento na intensidade de emissão do [Re(CO)3(dppz)(py)]+ pode estar 

relacionado com a inserção do composto na parte hidrofóbica da bicamada lipídica e 

subsequente a reorganização estrutural (auto-agregado). 

Os resultados mostram a interação com [Re(CO)3(dppz)(py)]+ é mais lenta comparada 

com outros compostos estudados, e estabiliza apenas a partir de 100 minutos de incubação. 

Além disso, o lipossomo utilizado nesse trabalho é o DOPG (1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-[fosfo-

rac-(1-glicerol)]) que é um tipo de fosfolipídio sintético e que apresenta em sua estrutura duas 

caudas hidrofóbicas e possui carga negativa (JUNIOR ALMEIDA, 2020; LOPES, 2019). Por 

essa razão das características do lipossomo DOPG e os complexos de rênio, sugere que houve 

interações do tipo hidrofóbicas e eletrostáticas para o [Re(CO)3(dppz)(py)]+ que contribuem de 

maneira significativa semelhanças estrutural de elevadas quantidades hidrocarbônicas.  
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Para avaliar o grau de interação dos complexos de Rênio com os lipossomos utilizou-se 

espectroscopia UV-Vis (SANTOS; PRIETO; CASTANHO, 2003). A metodologia se baseia na 

mudança da intensidade de absorção após a incorporação de moléculas em lipossomos, e 

considera que ocorre um equilíbrio químico entre a molécula ligante e a bicamada lipídica de 

forma que uma isoterma de ligação convencional é obtida (SANTOS; PRIETO; CASTANHO, 

2003). Para isso, adicionou-se alíquotas de lipossomos (DOPG) em uma solução de complexos 

de Re com concentração fixa [20μM], e registrou-se os espectros, onde o espectro na cor preta 

refere-se apenas ao complexo e os demais espectros referentes as adições adicionadas dos 

lipossomos na amostra. (Figura 23). 

 

Figura 23. Espectros de absorção de interação de grau dos complexos de Re [20μM] sendo (A) 

Re(phen); (B) Re(dpq) e (C) Re(dppz) aos lipossomos DOPG [1,5μM] em tampão tris pH 7,4 

à temperatura ambiente. Experimento realizado em duplicata. 

 

Fonte: Autora 

Na Figura 23, nota-se um aumento da intensidade de absorbância dos três complexos 

Re estudados, mesmo que numa concentração fixa [20μM], à medida que se adicionam 

alíquotas de lipossomos (DOPG). Para melhor visualizar as alterações nas absorbâncias 

causados pelo aumento da concentração de DOPG, construiu-se um gráfico da absorbância no 

λmáximo em função da concentração de DOPG (Figura 24). Os pontos experimentais obtidos 

foram ajustados por um modelo teórico (equação 5, descrita no item 3.7 da metodologia) para 

se obter os valores de constante de ligação (Kb), apresentados na Tabela 5. 
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Figura 24. Gráfico para obtenção da constante de ligação (Kb) da dispersão dos lipossomos na 

presença dos complexos de Re [20μM] na faixa de concentração de 6,2μM – 82,6μM. 

Experimento foi realizado em duplicata. 

 

Fonte: Autora. 

Tabela 5. Constante de ligação (Kb) dos complexos tricarbonilrênio(I) em lipossomos DOPG 

calculadas pela equação 5 (descrita no item 3.7 da metodologia). Valores da média Kb e desvio 

médio são referentes a experimentos realizados em duplicata. 

 

Composto Kb x103 (M-1) 

[Re(CO)3(phen)(py)]+ 2,14 ± 0,08 

[Re(CO)3(dpq)(py)]+ 4,71 ± 0,10 

[Re(CO)3(dppz)(py)]+ 15,29 ± 1,74 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

Diante dos resultados apontados, nota-se que a ordem crescente dos valores de Kb é 

[Re(CO)3(phen)(py)]+ < [Re (CO)3(dpq)(py)]+ << [Re (CO)3(dppz)(py)]+ (Tabela 5). Estes 

dados corroboram com os resultados obtidos para Kp (Tabela 2, item 4.3) e Kb com proteína 

(Tabela 4, item 4.4), mais uma vez indicando que a maior hidrofobicidade de 

[Re(CO)3(dppz)(py)]+ favorece a interação com biomoléculas. 
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4.6. Interação dos complexos de tricarbonilrênio(I) com ss-DNA  

O DNA é o alvo farmacológico de muitas dos fármacos que estão atualmente em uso 

clínico ou em ensaios clínicos avançados (SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013). Selecionar 

o DNA como alvo do fármaco para interferir na replicação (uma etapa importante no 

crescimento e divisão celular) parece lógico, intuitivamente atraente e conceitualmente direto. 

Pequenas moléculas ligantes podem se ligar ao DNA alterando e/ou inibindo artificialmente o 

funcionamento do DNA. Por exemplo, cis-diaminodicloridoplatina(II) (cisplatina) foi o 

primeiro fármaco anticancerígeno de platina clinicamente bem-sucedido; descobriu-se que ele 

mesmo e vários análogos são capazes de se ligar ao DNA celular, interrompendo a replicação 

e induzindo a apoptose (PAGES et al., 2015). Por isso, o estudo da interação do candidato a 

fármaco com o DNA é muito interessante e significativo não apenas para a compreensão do 

mecanismo de interação, mas também para o design racional de novos fármacos 

(SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013).  

Uma das técnicas usadas para estudar interações fármaco-DNA é a espectroscopia UV-

Vis (SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013). Isso porque a biomolécula de DNA apresenta 

banda de absorção na região UV em 260 nm (ε = 6600 mol/L-1 cm-1) na Figura 25. Essa banda 

é referente à transição eletrônica π-π* aos grupos cromóforos presentes nas bases nitrogenadas 

da estrutura do DNA (GONZLEZ-RUIZ et al., 2011). Por se tratar de uma biomolécula sensível, 

podem ocorrer algumas alterações no comprimento de onda de máxima de absorção, e 

consequentemente na absortividade molar, alterações de pH, temperatura e principalmente de 

força iônica (SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013).  

 



45 

Figura 15. Espectro de absorção eletrônico do DNA (85 µM) em tampão tris (50 mM) com 

NaCl (5 mM), pH 7,4. 

 

Fonte: Própria autora. 

Para avaliar a interação dos complexos Re com DNA, foram adicionadas alíquotas de 

ss-DNA numa solução de complexo de Re (fac-[Re(CO)3(phen)(py)]+; fac-

[Re(CO)3(dpq)(py)]+; fac-[Re(CO)3(dppz)(py)]+) com concentração fixa em 20 μM e 

registrados os espectros de absorbância (Figura 26). Esse experimento foi realizado em 

triplicata, mas optou-se por mostrar de forma representativa, apenas um dos dados espectrais 

obtidos em uma das replicatas (Figura 26). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



46 

Figura 16. Espectros eletrônicos de absorbância dos complexos (20μM) (A) fac-

[Re(CO)3(phen)(py)]+;  (B) fac-[Re(CO)3(dpq)(py)]+ e  (C) fac-[Re(CO)3(dppz)(py)]+ em 

ausência e na presença de diferentes frações de concentração crescente de ss-DNA com 5 

minutos de incubação, à temperatura ambiente. Inserts: banda MLCT (380 nm – 420 nm) dos 

respectivos complexos de Rênio evidenciando os efeitos hipocrômico e hipercrômico.  

 

Fonte: Própria autora. 

Nota-se que as adições sucessivas de alíquotas de ss-DNA, promove um aumento na 

intensidade de absorbância entre 250 nm e 300 nm, uma vez que a concentração de ss-DNA 

também está aumentando dentro da cubeta (Figura 26). Na banda MLCT (380 nm – 420 nm) 

dos complexos de Rênio (fac-[Re(CO)3(phen)(py)]+; fac-[Re(CO)3(dpq)(py)]+; fac-

[Re(CO)3(dppz)(py)]+), onde o DNA não possui absortividade, observa-se um pequeno 

aumento da intensidade de absorbância a medida em que o DNA é adicionado na solução 

contendo o complexo fac-[Re(CO)3(dpq)(py)]+ (insert da Figura 26B). Em contraste, para a 

molécula [Re(CO)3(dppz)(py)]+ tem-se uma diminuição na banda MCLT com adição de DNA 

(insert da Figura 26C).  

Vale salientar que as alterações espectrais podem ser acompanhadas tanto nas bandas 

do próprio complexo quanto na região de absorção do ss-DNA, caso sejam observadas 

mudanças significativas (ESHKOURFU et al., 2011). Entretanto, a biomolécula de DNA 

apresenta banda de absorção (260 nm) na mesma região das bandas IL dos complexos Re (250-

300 nm) nas Figura 26 e 27. Portanto, para viabilizar a análise dos dados na região de 250-

300 nm, também se registrou o espectro de absorção UV-Vis apenas do ss-DNA (sem 

complexos de Re) nas mesmas condições utilizadas no experimento realizado na presença dos 

complexos (Figura 27). Sendo assim, os espectros de absorbância dos compostos na presença 

de diferentes concentrações de ss-DNA (Figura 28) foram subtraídos dos espectros de 
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absorbância do apenas ss-DNA, na ausência das moléculas de Re (Figura 27), para avaliação 

das alterações espectrais na região de 250-300 nm. 

 

Figura 17. Espectro de absorbância da amostra de ss-DNA sob diferentes concentrações, em 

tampão tris (50 mM) e NaCl (5 mM), pH 7,4. Experimento foi realizado em triplicata. 

 

Fonte: Própria autora. 

 

Figura 18. Espectros de absorbância dos complexos (20μM) (A) fac-[Re(CO)3(phen)(py)]+;  

(B) fac-[Re(CO)3(dpq)(py)]+ e  (C) fac-[Re(CO)3(dppz)(py)]+ descontando os espectros de 

absorção de ss-DNA em diferentes concentrações, tampão tris (50 mM) e NaCl (5 mM) em pH 

7,4. 

 

Fonte: Própria autora. 
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Observando os espectros de absorbância dos complexos Re sem interferência da 

absorção característica do ss-DNA (Figura 28), podemos observar que ocorreu mudanças nas 

regiões de 250 a 300nm causado pelo aumento das concentrações do ss-DNA na solução (Figura 

28), no qual foi verificado para todos os estudos realizados em triplicata.  

Nota-se um efeito hipocrômico (diminuição da absorbância) para os complexos fac-

[Re(CO)3(phen)(py)]+ e fac-[Re(CO)3(dppz)(py)]+ (Figura 28A e Figura 28C). Esse efeito 

sugere possíveis interações do tipo intercalativas do complexo com DNA. De modo que os 

ligantes planares do complexo se intercalam com as bases nitrogenadas do DNA, ocasionando 

um empilhamento do tipo π-π entre ambos os grupos. Isso ocasiona uma estabilidade na 

estrutura helicoidal, proporcionando o efeito hipocromico (REHMAN et al., 2015), com valor 

de ≈ 45% e ≈ 73% (Tabela 5) para fac-[Re(CO)3(phen)(py)]+ e fac-[Re(CO)3(dppz)(py)]+, 

respectivamente. Para confirmar se o tipo de interação [complexo]-DNA de fato refere-se à 

interações do tipo intercalativas, seria necessário como perspectivas futuras realizar medidas 

por dicroísmo circular, além de medidas por UV-Vis (ARANTES, 2022; COSTA; REIS, 2018; 

DA SILVA et al., 2020).  

Curiosamente, o complexo fac-[Re(CO)3(dpq)(py)]+ apresentou um efeito contrário 

observado pelos demais, foi verificado o efeito de hipercromismo (Figura 28B), ou seja, 

aumento da absorbância á medida que se acrescenta frações da biomolécula em solução 

aumenta. Quando ocorre este efeito, sugere que as interações [complexo]-DNA ocorrem 

principalmente por interações eletrostáticas ou interações do complexo com o sulco do DNA, 

que causado pela desestabilização na dupla hélice. Essa interação pode ser compreendida por 

ligações de hidrogênio ou de Van der Waals entre ambas espécies e ocasionar este resultado 

(REHMAN et al., 2015). Na Tabela 6, podemos observar esse efeito de hipercromismo com 

valor de ≈ -93% para este complexo (fac-[Re(CO)3(dpq)(py)]+).  

Para avaliar a intensidade da força de interação entre o DNA e cada complexo citado 

neste trabalho, determinou-se a constante de interação (Kb) pela Equação de Benesi-Hildebrand 

(1949) (equação 5 descrita no item 3.7 da metodologia). Para isso, foram construídos gráficos 

de A0/A-A0 em função de 1/[DNA] (Figura 29), de modo que a razão entre o coeficiente linear 

e o angular fornece o valor de Kb (Tabela 6).  
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Figura 199. Representação do gráfico A0/A-A0 em função de 1/[DNA] para obtenção dos 

valores da constante de interação (Kb) entre o DNA e os complexos tricarbonilrenio(I) sendo 

(A) fac-[Re(CO)3(phen)(py)]+;  (B) fac-[Re(CO)3(dpq)(py)]+ e (C) fac-[Re(CO)3(dppz)(py)]+ 

 

Fonte: Própria autora. 

Tabela 6. Valores das constantes de interação (Kb) e as suas respectivas porcentagens de 

hiper/hipocromismo (%H = Ainicial – Afinal/Ainicial x 100%) de cada complexo. 

 

Composto Kb x103 (M-1) %H R2 

[Re(CO)3(phen)(py)]+ 1,35 ± 0,52 45,2 ± 22,0 0,909225 

 

[Re(CO)3(dpq)(py)]+ 2,01 ± 0,77 -93,2 ± 79,9 0,924183 

 

[Re(CO)3(dppz)(py)]+ 7,63 ± 0,44 73,4 ± 6,3 0,980125 

 

Fonte: Própria autora. 

Conforme os valores apresentados das constantes de ligação (Tabela 6) se encontram na 

ordem de grandeza de 103 M-1, no qual indica que ocorreu uma interação moderada entre os 

complexos avaliados e a biomolécula de DNA. O grau de interação (Kb) em ordem crescente é: 

[Re(CO)3(phen)(py)]+ < [Re(CO)3(dpq)(py)]+ << [Re(CO)3(dppz)(py)]+.  
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Nota-se que mais uma vez, o complexo [Re(CO)3(dppz)(py)]+ foi o que apresentou 

maior valor de Kb com DNA, corroborando com dados obtidos anteriormente no qual essa 

mesma molécula apresentou maior Kb com BSA e maior Kp dentre os compostos estudados. 

Isso reforça a importância da hidrofobicidade do ligante dppz em permitir maior interação com 

regiões hidrofóbicas das biomoléculas. 
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4.7. Incorporação dos complexos de tricarbonilrênio(I) em células tumorais (HeLa) 

Durante o desenvolvimento de um agente terapêutico, a taxa de absorção/incorporação 

de uma molécula para entrar na célula é de suma importância. Para realizar o ensaio de 

citotoxicidade, é necessário que o fármaco ultrapasse a membrana fosfolipídica, pois uma das 

funções é controlar a entrada e saída de substâncias pela célula (LEHNINGER, T.M,; 

NELSON, D.L,; COX, 2014). Por isso o desenvolvimento de novos medicamentos é um 

processo interativo e requer a otimização de muitos pontos, para que assim tenha eficiência 

biológica. Os fatores que contribuem fortemente para o sucesso de potenciais candidatos a 

medicamentos incluem a solubilidade, estabilidade, permeabilidade, absorção de drogas e 

principalmente a lipofilicidade do composto (KONKANKIT et al., 2020).  

Segundo a literatura, complexos contendo rênio mostraram ser absorvidos por vias 

passivas e ativas, e com isso conseguem adentrar nas células por vários mecanismos de entrada 

como endocitose ou difusão passiva. Mas outros mecanismos podem ser verificados como 

variando a lipofilicidade/hidrofilicidade, carga ou mesmo o tamanho das estruturas dos 

complexos (ZHAO; HUANG; LI, 2011).  Com base na referência de (KONKANKIT et al., 

2020), complexos de Re tem apresentado alta taxa de incorporação celular, sendo este 

relacionado fortemente a hidrofobicidade dos ligantes em que o complexo se apresenta e 

resultando assim maior citotoxicidade (PAVANI et al., 2009). 

Para avaliar a incorporação dos compostos em células tumorais (HeLa), utilizou-se 

espectroscopia UV-Vis, no qual foram medidos os espectros de absorbância dos complexos 

antes de interagir com as células e sobrenadante depois de incubado 24 horas nas células nas 

regiões de 250 a 300nm (Figura 30). 
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Figura 30. Espectro de absorção do sobrenadantes de HeLa com os complexos 

tricarbonilrênio(I) com concentração de 20μM, onde (A) [Re(CO)3(phen)(py)]+; (B) 

[Re(CO)3(dpq)(py)]+ ; (C) [Re(CO)3(dppz)(py)]+. 

 

Fonte: Autora. 

 

Na figura 31 abaixo está a representação gráfica dos dados obtidos das células aderidas 

junto com os complexos tricarbonilrênio(I) com concentração de 20μM, onde (A) 

[Re(CO)3(phen)(py)]+; (B) [Re(CO)3(dpq)(py)]+ ; (C) [Re(CO)3(dppz)(py)]+.  

 

Figura 31. Gráfico das células aderidas HeLa com os complexos tricarbonilrênio(I) com 

concentração de 10μM, onde (A) [Re(CO)3(phen)(py)]+; (B) [Re(CO)3(dpq)(py)]+ ; (C) 

[Re(CO)3(dppz)(py)]+. 

 

Fonte: Autora. 

 

Conforme apresentado anteriormente nos dados obtidos perante 2 realizações desse 

experimento, ambos com concentrações distintas, foi verificado que os valores de % Uptake 

eram inviáveis para análise, uma vez que a absorbância na região de 250-300nm dos complexos 

foram baixas comparadas com a absorbância do meio de cultura (DMEM) (Ver figura 32) nessa 

mesma região (250-300nm), e a técnica de UV-Vis não possui sensibilidade suficiente para 
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detectar a % de incorporação dos compostos em células em menor absorção, por isso precisaria 

utilizar outra técnica mais precisa, como por exemplo citometria de fluxo.  

 

Figura 20. Espectros eletrônicos UV-Vis dos complexos tricarbonilrênio(I) em meio de cultura 

(DMEM) em uma concentração de 20μM. 

 

Fonte: Autora.  

 

Diante das dificuldades experimentais encontradas neste experimento e limitação da 

metodologia, não foi possível calcular a % incorporação dos complexos de Re em células HeLa. 
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4.8. Citotoxicidade dos complexos de tricarbonilrênio(I) em células tumorais (HeLa)  

O estudo de citotoxicidade vem sendo muito utilizado, pois através dessa técnica é 

possível avaliar a capacidade que uma substância química possui de inibir a proliferação celular 

e/ou causar danos e consequentemente levar a morte celular. Os tipos de morte celular são 

classificados como apoptose; necrose; autofagia; amorfose, entre outros (HORTON; 

MATHEW, 2015). 

Os tipos de mortes celulares existentes são classificados conforme suas características 

morfológicas e químicas, e alterações nessa esfera de coordenação para essas vias, estão 

intrinsicamente ligadas na tumorogênese (SAWADA; HAYES; MATSUYAMA, 2003).  

A princípio,  os danos celulares são ocasionados quando as células são submetidas a um 

estresse severo, que provoca alterações funcionais e/ou morfológicas e ocasiona o impedimento 

de se adaptarem e reagirem normalmente, ou quando são expostas a agentes nocivos ou 

infecciosos (ARNOULT et al., 2002; BRÖKER; KRUYT; GIACCONE, 2005). Dentre os tipos 

de mortes celulares existentes, os mais relatados pela literatura é apoptose e a necrose.  

De acordo com o estudo realizado por (KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972), foi 

observado um tipo de morte celular, chamado de apoptose que se apresenta diferentemente da 

morte celular necrose que é ocasionada por substâncias toxinas (KROEMER; REED, 2000).  

A apoptose é um tipo de morte celular ou chamada de morte celular programada, no 

qual é um processo que elimina células que sofreram mutações ou danos. Durante o processo 

de apoptose, a célula acaba sofrendo alterações morfológicas, que incluem a retração da célula, 

perda de aderência com a matriz extracelular (MEC) e com as células vizinhas, como também 

a formação de “bolhas “ (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007).  

Além das mudanças morfológicas citadas, podem apresentar mudanças bioquímicas das 

células designadas à morte celular  por modificações no citoesqueleto e na membrana celular 

para o retraimento das células, alterações na distribuição dos carboidratos na superfície celular 

e principalmente a perda da simetria fosfolipídica (KROEMER; REED, 2000), com isso 

resultando na externalização de fosfatidilserina, e acaba facilitando o reconhecimento das 

células por macrófagos e promovendo ligação diferencial dos macrófagos às células apoptóticas 

(HANAYAMA et al., 2004; KROEMER et al., 2009; LIAO; DICKSON, 2003; LIU et al., 

2011).  
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A necrose é um tipo de morte celular ou parte de um tecido que compõe o organismo 

vivo. Essa morte celular é desencadeada pela manifestação final de uma célula que sofreu uma 

lesão do tipo irreversível, ou seja, quando param as funções orgânicas e os processos reversíveis 

do processo de metabolismo (TIRABOSCHI et al., 2002). As causas que levam a esse tipo de 

morte celular são os fatores como agentes químicos/físicos e biológicos, como também 

insuficiência circulatória (VANDENABEELE et al., 1995).  

Os efeitos citotóxicos dos complexos tricarbonilrênio(I) contendo grupos polipiridil, 

vêm se destacando por apresentar atividades anticancerígenas (KING et al., 2019; PARSON, 

2014; PRACHAROVA et al., 2018; RISS et al., 2004; SUNTHARALINGAM et al., 2013). Por 

isso, também avaliou-se a citotoxicidade dos complexos fac-[Re(CO)3(phen)(py)]+; fac-

[Re(CO)3(dpq)(py)]+ e fac-[Re(CO)3(dppz)(py)]+ em células do câncer colo do útero (HeLa) 

pelo método de MTT, e os resultados estão apresentados na Figura 33. 
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Figura 33. Viabilidade celular em células HeLa após tratamento com complexos 

tricarbonilrênio(I) do tipo [Re(CO)3(phen)(py)]+; [Re(CO)3(dpq)(py)]+ e [Re(CO)3(dppz)(py)]+ 

por 24 horas de incubação em diferentes concentrações. As barras representam a média ± desvio 

médio de dois experimentos independentes, com 3 repetições em cada ensaio (n = 6). 

 

Fonte: Autora. 

A Figura 33 mostra uma diminuição da % viabilidade celular à medida que se aumenta 

a concentração dos complexos de Re. Com isso, os dados apurados produzido pelo ensaio de 

redução do MTT revela que os complexos de tricarbonilrênio(I) produziram efeitos de 

citotoxicidade dependentes da concentração na célula HeLa. Essa diminuição da % viabilidade 

celular é mais pronunciada para o [Re(CO)3(dppz)(py)]+ quando comparado com os outros 

compostos. Novamente, tem-se que a ordem crescente de citotoxicidade dos compostos é: 

[Re(CO)3(phen)(py)]+ < [Re(CO)3(dpq)(py)]+ << [Re(CO)3(dppz)(py)]+ (Figura 33). 

Para avaliar se essa ordem crescente de citotocixidade é referente aos complexos de Re 

ou simplesmente dos ligantes isolados, realizou-se um experimento controle para avaliar a 

toxicidade apenas do ligante e compará-los com seus respectivos complexos (Figura 34). 
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Figura 21. Gráfico de viabilidade celular dos ligantes (A) (phen) e (B) (dppz) em diferentes 

concentrações (µM) comparados com seus respectivos complexos [Re(CO)3(phen)(py)]+ (ou 

Re(phen)) e [Re(CO)3(dppz)(py)]+ (ou Re(dppz)), em células tumorais HeLa. 

 

Fonte: Criado pela própria autora.  

 

Note que para o ligante phen, não há diferença significativa na porcentagem de 

viabilidade celular obtidas nas concentrações de 0 à 25 µM em comparação com seu complexo 

Re(phen) (Figura 34A). Apenas em 50 µM e 100 µM observa-se que o complexo Re(phen) foi 

um pouco mais citotóxico que o ligante phen (Figura 34A). Em contrapartida, a citotoxicidade 

do complexo Re(dppz) foi significativamente maior que seu ligante dppz (Figura 34B), 

mostrando que a citotoxicidade é do complexo Re(dppz) e não apenas do ligante dppz sozinho. 

Os valores de IC50 (concentração de composto que inibe 50% da viabilidade celular) dos 

complexos de rênio, foram determinados pelo ajuste (fitting) no programa Origin 8.0, utilizando 

Category: “Pharmacology” e Function: “DoseResponse” (Tabela 6) (Figura 35).  
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Figura 35. Gráfico da curva dose-response de células HeLa tratadas com diferentes 

concentrações dos complexos tricarbonilrênio(I) investigado pelo método MTT após incubação 

por 24h com os compostos. 
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Fonte: Autora. 

 

Tabela 7. Valores de IC50 dos complexos de rênio em células HeLa. 

Composto IC50 (µM) 

[Re(CO)3(phen)(py)]+ 49,04 ± 2,92 

[Re(CO)3(dpq)(py)]+ 22,68 ± 17,42 

[Re(CO)3(dppz)(py)]+ 8,94 ± 1,64 

Fonte: Autora. 

 

Os valores de IC50 mostram que a atividade citotóxica dos complexos de Re 

investigados, aumenta com o tamanho ou extensão do sistema π dos ligantes: IC50 Re(phen) < 

IC50 Re(dpq) < IC50 Re(dppz) (Tabela 7). Isso mostra que a citotoxicidade intrínseca dos 

complexos depende da natureza química do ligante que o acompanha, e não da carga líquida 

das moléculas.  

Maisuls et al também avaliaram a citotoxicidade de complexos tricarbonilrênio(I) com 

diferentes ligantes em células A549 (células epiteliais do carcinoma do pulmão), e encontraram 
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a mesma tendência, isto é, quanto maior o tamanho ou extensão do sistema π dos ligantes, 

menor o valor de IC50 (Tabela 8) (MAISULS et al., 2017). 

 

Tabela 8. Valores de IC50 de outra série de complexos de rênio em células A549 (MAISULS 

et al., 2017). 

Composto IC50 (µM) 

[Re(CO)3(nHO)2Cl 85 ± 1 

[Re(CO)3(bpy)(nHO)]+ 88 ± 1 

[Re(CO)3(phen)(nHO)]+ 65 ± 1 

[Re(CO)3(dppz)(nHO)]+ 10 ± 1 

Fonte: (MAISULS et al., 2017). 

O [Re(CO)3(dppz)(py)]+ foi o que apresentou maior citotoxicidade dentre os compostos 

estudados. De fato, este complexo [Re(CO)3(dppz)(py)]+  apresenta um efeito citotóxico 

(IC50 ≈ 9 µM, Tabela 7) bastante semelhante à uma molécula similar [Re(CO)3(dppz)(nHO)]+ 

(IC50 = 10 µM, Tabela 8) (AHMAD KHAN et al., 2014), e ao descrito para a cisplatina 

(IC50 = 8 µM) contra linhagens de células tumorais (AHMAD KHAN et al., 2014; MAISULS 

et al., 2017) 

A maior citotoxicidade do [Re(CO)3(dppz)(py)]+ pode estar relacionada à maior 

interação do ligante dppz com o DNA e/ou também com maior permeação na bicamadas 

lipídicas das células, que pode aumentar a toxicidade (KING et al., 2019; PARSON, 2014; 

PAVANI et al., 2009; YANG et al., 2017). Isso corrobora com dados anteriores, no qual 

[Re(CO)3(dppz)(py)]+ apresentou maior valor de Kb em DNA e maior valor de Kp (ver itens 4.3 

e 4.6 dos Resultados e Discussão).  
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5 CONCLUSÕES 

 

Os espectros eletrônicos dos complexos tricarbonilrênio(I) mostraram características 

espectrais típicas dessa classe de moléculas, nos quais apresentam bandas de absorbância 

referente a transição intraligante (IL) e transferência de carga metal-ligante (MLCT), em 

concordância com a literatura (RAMOS et al., 2022a). Também se observou que não há 

deslocamento no comprimento de onda da absorção das bandas MLCT’s dos complexos 

tricarbonilrênio(I) após 24 horas de dissolução dos compostos em tampão tris, e nem alteração 

significativa na intensidade de absorbância. Isso mostra que os complexos são estáveis em 

tampão tris, possibilitando a aplicação destes compostos nos estudos com biomoléculas 

(proteína, lipídio e DNA) que necessitam de tampão tris para controle do pH em 7,4. 

Ao determinar o coeficiente de partição água/octanol (Kp e Log P) dos complexos de 

rênio, obteve-se valores Log P negativos para os complexos de [Re(CO)3(phen)(py)]+ (Log 

P = -0,386) e [Re(CO)3(dpq)(py)]+ (Log P = -0,151), indicando que esses compostos possuem 

maior afinidade pela fase aquosa. Por outro lado, o [Re(CO)3(dppz)]+ (Log P = +0,646) 

apresentou valor positivo de Log P, indicando maior afinidade pela fase orgânica e hidrofóbica. 

Isso revelou a seguinte ordem crescente de hidrofobicidade: [Re(CO)3(phen)(py)]+ < 

[Re(CO)3(dpq)(py)]+ < [Re(CO)3(dppz)(py)]+. 

Nos estudos de interação dos complexos Re com BSA, os complexos 

[Re(CO)3(phen)(py)]+ e [Re(CO)3(dpq)(py)]+ apresentaram valores Kb na ordem de 103 M-1, 

indicando uma interação fraca (Kb < 104 M-1) destes compostos com BSA. Já o 

[Re(CO)3(dppz)(py)]+ apresentou-se valor de Kb na ordem de 106, sugerindo uma forte 

(Kb > 105 M-1) interação com BSA. A mesma tendência crescente observada nos valores de Kp 

ou Log P, também foi detectada para os valores de Kb em BSA: [Re(CO)3(phen)(py)]+ < [Re 

(CO)3(dpq)(py)]+ << [Re (CO)3(dppz)(py)]+. 

Em relação à interação dos complexos Re com lipossomos (DOPG) mostrou-se que os 

complexos [Re(CO)3(phen)(py)]+ e [Re(CO)3(dpq)(py)]+ apresentam valores da constante de 

ligação próximas na ordem de 103, no qual indica interação moderada. Novamente, observou-

se que o complexo [Re(CO)3(dppz)(py)]+ por apresentar maior valor da constante de Kb se liga 

fortemente na cadeia hidrofóbica da bicamada lipídica, tornando-se assim um grande 

potencializador nos estudos biológicos.  

Ao avaliar a interação dos compostos com DNA, nota-se um efeito hipocrômico para os 

complexos fac-[Re(CO)3(phen)(py)]+ e fac-[Re(CO)3(dppz)(py)]+, sugerindo que interações 

ocorrem de modo que o complexo intercala com as bases nitrogenadas do DNA. Em contraste, 
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o complexo fac-[Re(CO)3(dpq)(py)]+ exibiu um efeito de hipercrômico, sugerindo que as 

interações [complexo]-DNA ocorrem principalmente por interações eletrostáticas do DNA. Em 

relação à intensidade da força de interação entre o DNA e cada complexo, obteve a seguinte 

ordem crescente dos valores de Kb em DNA: [Re(CO)3(phen)(py)]+ < [Re (CO)3(dpq)(py)]+ < 

[Re(CO)3(dppz)(py)]+. 

O estudos de viabilidade celular, o [Re(CO)3(dppz)(py)]+ apresentou maior 

citotoxicidade (IC50 = 9 µM ± 2) dentre os compostos estudados (IC50 > 20 µM). Essa maior 

citotoxicidade do [Re(CO)3(dppz)(py)]+ pode estar relacionada à maior interação do ligante 

dppz com o DNA e/ou também com maior permeação na bicamadas lipídicas das células, que 

pode aumentar a toxicidade, confirmadas pelos maiores valores de Kp e Kb em DNA. 

Os estudos de interação dos compostos com biomoléculas (proteínas; DNA e lipídeos) 

revelaram que uma maior cadeia alquilica dos ligantes nos complexos, maior a interação com 

as biomoléculas, e como consequência maior citotoxicidade em células tumorais. 
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