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Resumo  

Os metalodendrímeros têm surgido como fortes candidatos a agentes anticancerígenos devido 

à conjugação das propriedades dos dendrímeros (e.g. multifuncionalidade, baixa polidispersidade, 

acumulação preferencial nos tumores) com as dos complexos organometálicos (e.g. diversidade 

estrutural e múltiplos estados redox). 

Nesta dissertação, prepararam-se metalodendrímeros de ruténio (II) de baixa geração baseados 

em estruturas dendríticas de poli(alquilideno imina) funcionalizadas perifericamente com grupos 

nitrilo. A partir da reacção do dendrímero [N≡C(CH2)2]2N(CH2)6N[(CH2)2C≡N]2  (3) ou do 

dendrímero [N≡C(CH2)2O(CH2)3]2N(CH2)6N[(CH2)3O(CH2)2C≡N]2 (6) com o complexo 

organometálico [(η5-C5H5)Ru(PPh3)2Cl], na presença do AgCF3SO3  como abstractor de cloretos, 

obteve-se os metalodendrímeros [{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(3)][CF3SO4]4 (7) e 

[{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(6)][CF3SO4]4 (8) com rendimentos de 35 e 25%, respectivamente. Estes 

compostos foram caracterizados por diversas técnicas analíticas, nomeadamente por espectroscopia de 

RMN (1H, 31P e 19F) e de infravermelho (FT-IR), espectrometria de massa (MS) e análise elementar.  

O efeito citotóxico dos dendrímeros 3 e 6, dos metalodendrímeros 7 e 8 e dos complexos 

[(η5-C5H5)Ru(PPh3)2Cl] e cisplatina foram determinados, através do ensaio do MTT, em células de 

origem neoplásica (linhas celulares Caco-2, CAL-72, MCF-7, A2780 e A2780cisR) e em células 

estaminais mesenquimais humanas saudáveis de origem não-neoplásica (MSCs).  Os resultados 

obtidos de actividade metabólica foram considerados como uma medida directa de viabilidade celular 

e expressos em função da concentração. A partir destes gráficos foram estimados os valores de IC50 

para cada composto nos diferentes tipos de células estudadas. Os metalodendrímeros 7 e 8 

apresentaram um efeito inibitório, por molécula, significativo no crescimento da série de células 

cancerígenas estudadas com valores de IC50 situados entre 0,1 e 3,4 µM. Estes compostos 

demonstraram uma actividade antiproliferativa, por molécula, superior aos restantes compostos 

analisados. A citotoxicidade por centro metálico destes metalodendrímeros foi superior à actividade 

da cisplatina para as células MCF-7, A2780, A2780cisR e para as MSCs.  

Os promissores resultados obtidos neste trabalho, permite-nos inferir que uma avaliação 

biológica padronizada combinada com uma entrega direccionada para os tumores destes 

metalodendrímeros será crucial para uma aplicação bem-sucedida. 

 

Palavras-chave: complexos de ruténio (II), poli(alquilideno imina), metalodendrímeros, 

fármacos anticancerígenos,  química organometálica, ensaio do MTT.   
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Abstract  

Metallodendrimers have emerged as strong candidates for the design of anticancer drugs due 

to the conjugation of the dendrimer properties (e.g. multifunctionality, low polydispersity, preferential 

accumulation in tumors) with the characteristics of organometallic complexes (e.g. structural diversity 

and multiple redox states).  

In this dissertation, low generation ruthenium(II) metallodendrimers were prepared based on 

poly(alkylidenimine) dendritic structures peripherally functionalized with nitrile groups. From the 

reaction of the [N≡C(CH2)2]2N(CH2)6N[(CH2)2C≡N]2 (3) dendrimer or the 

[N≡C(CH2)2O(CH2)3]2N(CH2)6N[(CH2)3O(CH2)2C≡N]2 (6)  dendrimer with the organometallic 

complex [(η5-C5H5)Ru(PPh3)2Cl], in the presence of AgCF3SO3, as chloride abstractor, we describe 

the successful preparation of the following metallodendrimers [{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(3)][CF3SO4]4 

(7) and [{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(6)][CF3SO4]4 (8) with yields of 35 and 25%, respectively. These 

compounds were characterized by several analytical techniques, namely NMR (1H, 31P and 19F) and 

infrared spectroscopy (FT-IR), mass spectrometry (MS) and elemental analysis.  

The cytotoxicity effect of the dendrimers 3 and 6, along with the metallodendrimers 7 and 8, 

the complexes  [(η5-C5H5)Ru(PPh3)2Cl]  and cisplatin were determined by the MTT assay in neoplastic 

cells (Caco-2, CAL-72, MCF-7, A2780 and A2780cisR cell lines) and in healthy mesenchymal stem 

cells of non-neoplastic origin. The metabolic activity results were considered as a direct measure of 

cell viability and expressed against the concentration. From these plots the IC50 values were determined 

for each compound regarding each cell type studied. The metallodendrimers 7 and 8 displayed a 

significant inhibitory effect per molecule in all cancer cell types evaluated in this work with IC50 values 

lying between 0.1 and 3.4 µM. These compounds have shown a superior antiproliferative activity, per 

molecule, when compared with the dendrimer/complex alone. The cytotoxicity per metallic center of 

the synthesized metallodendrimers was higher than the activity of cisplatin in MCF-7, A2780, 

A2780cisR cells and in MSCs. The promising results obtained in this work allows us to infer that a 

standardized biological evaluation along with a target delivery of these metallodendrimers will be 

crucial for its successful applications. 

 

Keywords: ruthenium (II) complexes, poly(alkylidenimine), metallodendrimers, anticancer 

drugs, organometallic chemistry, MTT assay.
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Capítulo 1 – Introdução 

1.1. Biologia do Cancro 

1.1.1. Definição de cancro 

O cancro é um grupo vasto e complexo de doenças, existindo mais de 200 tipos de cancro 

identificados com diferentes causas e sintomas [1, 2]. Apesar da heterogeneidade das doenças 

oncológicas, uma das características que apresentam em comum é o crescimento anormal e 

descontrolado das células, o qual é desencadeado pela acumulação de múltiplas alterações genéticas 

[2, 3]. A alteração da informação genética conduz a perturbações nos mecanismos de regulação da 

divisão e diferenciação celular que consequentemente provocam o desequilíbrio entre as taxas de 

proliferação e de morte celular. A perda do controlo do crescimento celular favorece o 

desenvolvimento de um conjunto de células transformadas com multiplicação ilimitada, conhecido 

como tumor [3, 4]. 

De acordo com as características exibidas, os tumores podem ser diferenciados em benignos 

ou malignos. Geralmente, nos tumores benignos as células crescem por expansão de uma forma lenta 

e circunscrita com um perímetro bem definido. Estas células não invadem os tecidos adjacentes e 

assemelham-se às células que lhes deram origem. No entanto, os tumores benignos podem colocar a 

vida do hospedeiro em risco através da compressão dos nervos ou dos vasos sanguíneos ou da 

segregação de substâncias (e.g. hormonas) que alterem os mecanismos homeostáticos [3, 5, 6]. 

O cancro é um tumor maligno que se caracteriza normalmente pela expansão das células de 

uma forma rápida e desorganizada. Estas células invadem e danificam as estruturas circundantes e 

podem apresentar diferentes graus de diferenciação, com tendência a sofrer desdiferenciação com 

perda da função e estrutura [7, 8]. 

Além disso, nos tumores malignos, as células cancerígenas1 podem libertar-se do tumor 

primário (primitivo) e migrar através dos vasos sanguíneos ou linfáticos para outros locais do 

organismo (figura 1), onde se multiplicam e dão origem a tumores secundários (metástases) [1, 5, 6]. 

As metástases são responsáveis por 99% das mortes provocadas pelo cancro [1, 4]. 

 

                                                           
1 Ao longo do presente trabalho utiliza-se, a expressão “células cancerígenas” para fazer referência às células 

que favorecem o desenvolvimento do cancro, bem como às células que possuem natureza cancerosa (i.e. que 

tem cancro), o que é passível de correcção. 
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Figura 1 - As etapas principais do processo de invasão e metastização do cancro: a) 

transformação celular e crescimento do tumor primário; b) angiogénese promovida pela síntese e 

secreção de factores angiogénicos; c) invasão para os vasos sanguíneos ou linfáticos; d) circulação das 

células cancerígenas no sistema circulatório e interacção com os componentes do sangue com acesso 

aos nutrientes. As células que sobrevivem à circulação ficam retidas/aderentes nos capilares 

sanguíneos de diversos orgãos (e.g. pulmão, cérebro); e) extravasação: saída das células cancerígenas 

dos capilares para o parênquima, o tecido residente no exterior dos vasos e da membrana basal capilar, 

ocorrendo a formação de micrometástases e f) a proliferação celular e a angiogénese nas 

micrometástases favorecem o seu crescimento e o aparecimento de metástases adicionais (adaptado da 

referência [9]). 

 

A nomenclatura dos tumores pode ser baseada no tecido/local de origem e no seu 

comportamento (benigno ou maligno), como exemplificado na tabela 1. Normalmente, os tumores 

benignos são classificados através da adição do sufixo -oma ao nome do tecido de origem. Deste modo, 

um tumor benigno com origem no tecido fibroso é classificado de fibroma. A classificação dos tumores 

malignos também se inicia com o tipo de tecido a partir do qual surgiram, porém são utilizados outros 

sufixos como, por exemplo, -carcinoma para os tumores malignos de origem epitelial e -sarcomas 
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para os que provêm dos tecidos mesenquimais. Assim, um tumor maligno proveniente do tecido 

glandular designa-se de adenocarcinoma enquanto o tumor com origem no tecido fibroso é 

denominado de fibrossarcoma. No entanto, alguns tumores malignos não seguem estas regras como, 

por exemplo, as leucemias que derivam do tecido hematopoiético. Além disso, existem tumores que 

são constituídos por mais do que um tipo de célula/tecido, como é o caso do teratoma (deriva das 

células germinativas primitivas) e do carcinossarcoma [7, 8, 10-13].  

 

Tabela 1 - Nomenclatura de alguns tumores.  

Tipo de tecido Benigno Maligno 

Epitelial 

Epiderme 

Revestimento epitelial das glândulas  

 

Papiloma 

Adenoma 

 

Carcinoma 

Adenocarcinoma 

Conjuntivo 

Fibroso 

Osso 

Cartilagem 

 

Fibroma 

Osteoma 

Condroma 

 

Fibrossarcoma 

Osteossarcoma 

Condrossarcoma 

Nervoso 

Células nervosas 

Tecido glial 

 

Neuroma 

Glioma 

 

Neuroblastoma 

Glioblastoma 

Hematológico 

Hematopoiético 

Linfóide  

  

Leucemias 

Linfomas 

Músculo   

 Liso Leiomioma Leiomiossarcoma 

 Estriado Rabdomioma Rabdomiossarcoma 

  

De mencionar que os tumores podem ser agrupados em tumores sólidos ou tumores líquidos. 

Os tumores sólidos (e.g. carcinoma ou sarcoma) são formados por um conjunto individualizado de 

células neoplásicas com origem em células epiteliais ou mesenquimais que são normalmente imóveis. 

Por outro lado, os tumores líquidos (e.g. leucemia) são constituídos por células neoplásicas cujos 

precursores são normalmente células móveis, tais como as células hematopoéticas [14-16]. Note-se 

que os linfomas originam, geralmente, tumores sólidos nos gânglios linfáticos, no entanto são 

frequentemente denominados de tumores líquidos pois derivam de células hematopoéticas [16].   
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1.1.2. Epidemiologia do cancro 

Segundo as últimas estimativas da Agência Internacional de Investigação do Cancro (IARC), 

ocorreram, em 2012, 8,2 milhões de mortes atribuídos ao cancro. Os cancros mais frequentes foram 

os do pulmão, fígado, estômago e o colorrectal, os quais contribuíram com mais de 50% do total das 

mortes por cancro (figura 2) [17, 18].  

A incidência do cancro a nível mundial está prevista aumentar 75% até 2030, traduzindo-se 

assim no surgimento de 22,2 milhões de novos cancros diagnosticados. Prevê-se que este panorama 

seja ainda mais acentuado nos países em desenvolvimento [19].  

 

 

 

Figura 2 - Mortalidade por tipo de cancro registada no mundo em 2012 (adaptado da 

referência [20]).  

 

Na Europa, o cancro é a segunda causa principal de mortalidade surgindo logo a seguir às 

doenças associadas ao sistema circulatório. A incidência e a mortalidade variam com o tipo de cancro, 

sendo que o cancro do pulmão e do cólon apresentam uma maior taxa de mortalidade (figura 3) [21].  
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Figura 3 - Mortalidade e incidência dos principais tipos de cancros na Europa em 2010 e 

respectivas previsões para 2020 (adaptado da referência [21]). 

 

Na Europa, a incidência do cancro aumentou 32% desde meados de 1980 até 2011 devido à 

redução da mortalidade por doenças do sistema circulatório e ao aumento da esperança média de vida. 

A incidência do cancro é maior no pulmão, no cólon, na próstata e na mama (sexo feminino) com uma 

previsão crescente para 2020.  Para além do mais, verificou-se que a mortalidade sofreu uma redução 

em 15% entre 1990 e 2009. Nos homens, os tumores malignos localizados nos pulmões, cólon, 

estômago e na próstata são os mais frequentes, sendo responsáveis por 50% das mortes resultantes 

desta patologia.  Ao passo que, nas mulheres, 60% das mortes por cancro devem-se a tumores malignos 

localizados na mama, no pulmão, no estômago, no cólon, no colo do útero e no ovário. No que 

concerne às idades, as taxas de mortalidade por cancro são superiores em idades acima dos trinta anos, 

sendo que os homens apresentam de uma forma geral taxas mais altas que as mulheres [21]. 

Em Portugal, segundo o Instituto Nacional de Estatística (INE), registaram-se cerca de 107 969 

óbitos em 2012, tendo como principais causas de morte as doenças do sistema circulatório (30,4%), os 

tumores malignos (23,9 %) e as doenças do sistema respiratório (12,9%) [22-24]. 

No período compreendido entre 1980 e 2012, o número de óbitos causados por doenças do  

aparelho circulatório registou um decréscimo enquanto que o número de óbitos motivado por tumores 

malignos e por doenças do aparelho respiratório aumentou (figura 4) [25].  De  referir que a taxa bruta 

de mortalidade por tumores malignos registada em 2012 foi de 245 óbitos por 100 mil habitantes, o 

que representa um aumento de 14,1% comparativamente ao valor observado em 2002 [24]. 

Os cancros responsáveis por mais óbitos em Portugal no ano de 2012 foram os seguintes: 

laringe, traqueia, brônquios e pulmão (4012 óbitos), cólon (2691 óbitos), estômago (2376 óbitos), 

tecido linfático/hematopoético (2152 óbitos), próstata (1814 óbitos) e o da mama (1787 óbitos) [23].  
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Figura 4 - Óbitos segundo as principais causas de morte, por 100 mil habitantes, registados em 

Portugal desde 1970 a 2012 [25].  

 

1.1.3. Causas do cancro  

A génese do cancro é um processo multifactorial uma vez que envolve um conjunto complexo 

de acontecimentos. Estes podem ser agrupados em duas categorias, nomeadamente em factores 

externos e internos e são os responsáveis pelas mutações induzidas e espontâneas, respectivamente. 

As mutações promovidas pelos factores exógenos e endógenos divergem na origem mas 

causam danos semelhantes no ácido desoxirribonucleico (ADN), tais como modificação das bases 

nucleotídicas, formação de aductos que distorcem as suas hélices e rupturas intra e intercadeias. Caso 

estas lesões não sejam reparadas podem resultar em diversas mutações no ADN [3, 4, 26]. 

Os principais factores externos que promovem mutações no ADN são os agentes químicos, a 

radiação e os microrganismos [1, 7]. 

 Agentes químicos: O ser humano é exposto constantemente a diversos agentes químicos 

provenientes do ambiente, da dieta, do estilo de vida (e.g. fumar e consumir bebidas alcoólicas) e do 

trabalho, os quais podem alterar os processos celulares [1]. Os químicos carcinogénicos ou os 

respectivos derivados são electrófilos (espécies deficientes em electrões) muito reactivos que podem 

reagir com os nucleófilos (espécies ricas em electrões) presentes nas estruturas celulares. No caso da 

molécula de ácido desoxirribonucleico (figura 5), os centros nucleofílicos (e.g. átomos de oxigénio e 
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de azoto localizados nos anéis de purina ou pirimidina) que a compõem são susceptíveis ao 

estabelecimento de ligações covalentes com agentes químicos, formando-se aductos [3, 6].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 - Estrutura secundária da molécula de ADN ilustrando os seus centros nucleofílicos, 

onde as bases nucleotídicas estão representadas pelas letras T - timina, A - adenina, C - citosina e 

G - guanina (adaptado da referência [27]). 

 

 Radiação: a radiação ultravioleta (UV) induz maioritariamente ao estabelecimento de 

ligações intracadeia entre pirimidinas adjacentes (normalmente timinas), originando-se dímeros de 

pirimidina. Estes dímeros criam distorções na hélice do ADN e podem bloquear a sua transcrição ou 

replicação. Por outro lado, os raios X e os raios gama são mais energéticos do que a radiação UV e 

danificam a molécula de ADN através da formação de radicais livres que, por sua vez, podem 

modificar as bases nucleotídicas ou fragmentar as cadeias de ADN [4]. A figura 6 ilustra os danos 

induzidos pela radiação na molécula de ADN. 
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 Figura 6 - Efeito da radiação na molécula de ADN (adaptado da referência [28]). 

  

 Microorganismos: As infecções causadas por bactérias, vírus, parasitas ou outros 

microorganismos promovem o desenvolvimento do cancro, actuando através da inflamação crónica ou 

da transformação directa das células. Os processos inflamatórios promovem a formação de espécies 

reactivas de oxigénio e azoto, o aumento da divisão e proliferação celular, o bloqueio da diferenciação 

celular e o aumento da morte celular necrótica (não programada). Este cenário pode contribuir para o 

aumento da taxa de mutações genéticas e, consequentemente, potenciar o risco de desenvolvimento do 

cancro. Além disso, os agentes infecciosos podem alterar o ciclo celular das células hospedeiras através 

da inserção de oncogenes activos, da inactivação dos genes supressores de tumor ou da mimetização 

de factores de crescimento [1].  

 

 Os factores internos ou endógenos referem-se à predisposição genética e às mutações 

espontâneas: 

 Mutações hereditárias: A predisposição genética resulta de mutações que ocorreram nas 

células da linha germinativa (oócitos e os espermatozóides) e que, ao não serem corrigidas ou reparadas 

são transmitidas à descendência. O risco de desenvolvimento de cancro varia de acordo com a mutação 

herdada. No entanto, estas mutações não determinam, por si só, o aparecimento do cancro, sendo 

necessária a acumulação de mutações adicionais no organismo [1, 4].  

 Mutações espontâneas: As mutações que não apresentam um padrão hereditário 

designam-se de mutações espontâneas e provêm de alterações nas células somáticas. Estima-se que 90 

a 95% dos cancros diagnosticados devem-se a mutações espontâneas adquiridas durante a vida do 

indivíduo. [1, 4]. Apesar do cancro surgir em indivíduos de qualquer faixa etária, a incidência global 
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da maioria dos tumores malignos aumenta drasticamente com a idade, onde a idade média para o seu 

diagnóstico é de 65 anos [1, 4, 29]. Por conseguinte, o envelhecimento populacional é um factor que 

aumenta a susceptibilidade para o desenvolvimento do cancro, o qual poderá estar associado à 

acumulação de células com mutações genéticas aleatórias e à redução da eficiência dos mecanismos 

de protecção e reparação das mesmas [29-31]. 

As fontes endógenas responsáveis pelas mutações espontâneas advêm maioritariamente dos 

subprodutos do metabolismo normal das células e dos erros inerentes ao processamento do ADN 

(e.g. reparação e replicação). O metabolismo normal das células geram intermediários oxidativos como 

é o caso das espécies reactivas de oxigénio (e.g. anião superóxido, radical hidroxilo e o peróxido de 

hidrogénio) que provêm, por exemplo, da respiração aeróbica e da resposta inflamatória. A 

concentração destas espécies é controlada pelos mecanismos antioxidantes das próprias células, sendo 

que em concentrações baixas contribuem para os processos de regulação e sinalização celular. No 

entanto, o aumento excessivo destes radicais, devido ao desequilíbrio entre a sua produção e 

eliminação, conduz a oxidação das estruturas celulares (e.g. ADN) comprometendo as suas funções 

[1, 4].  

A maquinaria utilizada no processamento do ADN é de extrema precisão no entanto, a inserção 

de erros nesta molécula pode ocorrer durante, por exemplo, a sua replicação. Para além disso, as 

alterações epigenéticas podem contribuir para o aparecimento do cancro. O genoma contem dois tipos 

de informação nomeadamente a genética e a epigenética. Enquanto que a primeira determina a 

produção de proteínas requeridas pelo organismo, a segunda dita quando e onde esta expressão de 

informação genética ocorrerá. As modificações epigenéticas (e.g. metilações ou acetilações nas bases 

do ADN) podem influenciar os processos da regulação da cromatina, da repressão transcricional, da 

reparação do ADN, da estabilidade genómica, entre outros [4]. 

 

1.1.4. Carcinogénese  

A formação do cancro ou carcinogénese é um processo genético e epigenético que envolve 

várias mutações no genoma [32]. Estas mutações podem ocorrer em diversos genes contudo, apenas 

as alterações em determinados genes conduzem à perda dos mecanismos de regulação do crescimento 

e da morte celular, contribuindo para o desenvolvimento de um fenótipo maligno. Estes genes que 

potenciam o surgimento do cancro podem ser agrupados em três categorias: a) proto-oncogenes que 

codificam os componentes das vias de sinalização responsáveis pela regulação da proliferação celular, 

quando mutados designam-se de oncogenes; b) genes supressores de tumores, que quando mutados 

conduzem à desregulação da progressão do ciclo celular, da degradação de proteínas e da adesão e 
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mobilidade celular; c) genes que codificam as enzimas reparadoras do ADN, que quando mutados 

conduzem à perda das suas funções com promoção da instabilidade do genoma [26].  

A carcinogénese pode ser caracterizada por três etapas sequenciais, nomeadamente a iniciação, 

promoção e progressão com transformação maligna (figura 7). 

 

 

 

Figura 7 - Processo multifásico da carcinogénese (adaptado da referência [33]). 

 

A fase da iniciação resulta da interacção dos agentes carcinogénicos com o ADN, despoletando 

rupturas na cadeia desta molécula ou, mais frequentemente, originando nucleótidos alterados. Na 

replicação do ADN alterado, a não reparação destas lesões pelas ADN polimerases leva à sua fixação 

no genoma [3, 32]. Na maioria das vezes, estes erros são inócuos para a célula uma vez que não 

envolvem os genes de susceptibilidade para o cancro. Todavia, por exemplo, se a mutação ocorrer na 

sequência de um gene codificante de uma proteína reguladora do crescimento, sob determinadas 

circunstâncias, a célula pode adquirir uma vantagem de crescimento selectivo. Estas circunstâncias 

incluem a exposição a uma classe de elementos denominadas de promotores (e.g. hormonas, 

inflamação crónica). 

Na etapa da promoção, julga-se que os promotores seleccionam ou estimulam 

preferencialmente a proliferação das células iniciadas, levando à formação de múltiplos tumores 

benignos. O efeito da promoção é completamente reversível e a ausência do agente promotor limita a 

proliferação das células tumorais. Por conseguinte, os promotores são agentes mitogénicos 

(i.e. induzem a mitose) que aumentam o crescimento celular através de um mecanismo epigenético, 

envolvendo a regulação do gene ao nível transcricional ou pós-transcricional. Os promotores são 

indutores fracos da transformação maligna [32]. 

Finalmente, a fase da progressão representa o período mais longo na carcinogénese, no qual os 

tumores benignos transformam-se em malignos. Esta transformação pode resultar da exposição a 

agentes carcinogénicos adicionais ou da instabilidade genómica induzida pelas mutações da etapa da 

iniciação [32]. Como resultado, as células adquirem alterações irreversíveis que lhes conferem um 
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fenótipo maligno. Este fenótipo fornece um novo leque de propriedades a uma dada população celular, 

incluindo: auto-suficiência de factores de crescimento; insensibilidade a sinais inibidores de 

crescimento; evasão à apoptose; potencial replicativo ilimitado; angiogénese (capacidade de formação 

de novos vasos sanguíneos a partir dos já existentes) sustentada; capacidade de invasão de tecidos e 

de formação de metástases; capacidade de reprogramar o metabolismo celular e evasão ao sistema 

imunitário [32, 34]. 

 

1.1.5. Tratamento do cancro  

Geralmente, o tratamento do cancro engloba mais do que uma abordagem sendo a sua selecção 

condicionada pela natureza, localização e o estado de desenvolvimento do cancro [1, 4].  

As principais metodologias utilizadas nos pacientes com cancro são a cirurgia, radioterapia e a 

quimioterapia. A terapia fotodinâmica, abordagens relacionadas com anticorpos e vacinas bem como 

a terapia genética correspondem a outras estratégias que se encontram em sério desenvolvimento [4].  

A cirurgia de ressecção é utilizada na remoção dos tumores de pequenas dimensões ou que se 

encontrem bem definidos (figura 8). Este procedimento pode ser acompanhado com a remoção de 

tecido circundante saudável para prevenir o reaparecimento da neoplasia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 - Ressecção de um tumor presente no pâncreas envolvendo o corte e a reconstrução 

da confluência estabelecida entre as veias porta e mesentérica superior (PV-SMV) (adaptado da 

referência [35]). 

 

Note-se que a quimioterapia ou a radioterapia são frequentemente administrados antes da 

cirurgia para reduzir o tumor e/ou depois da cirurgia de modo a assegurar a eliminação das células 

cancerígenas que possam ter permanecido no local ou que possam ter metastizado. As técnicas 
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cirúrgicas têm vindo a sofrer um grande avanço tecnológico permitindo a remoção eficaz dos tumores 

de uma forma menos invasiva e com poucos efeitos secundários ou complicações [4, 5, 8].  

A radioterapia é uma terapia localizada que envolve a utilização de radiação ionizante para 

eliminar as células cancerígenas. Este tipo de radiação interfere directamente com a estrutura do ADN 

ou induz a formação de radicais livres que danificam o ADN. Por conseguinte, a não reparação do 

ADN conduz ao bloqueio da divisão e proliferação celular e, consequentemente, à morte celular. A 

radiação ionizante afecta as células normais e as cancerígenas. O principal objectivo da radioterapia é 

maximizar a dose de radiação nos tecidos cancerígenos e minimizar a exposição das células saudáveis, 

o qual tem sido alcançado com novas técnicas de imagiologia e de entrega da radiação [1, 4, 8].  

A quimioterapia assenta na utilização de agentes químicos para destruir ou inibir o 

crescimento das células cancerígenas [4, 5]. De acordo com o tipo de cancro e o seu estado de 

desenvolvimento, a quimioterapia pode ser utilizada para: a) erradicar todas as células cancerígenas 

até completa cura do paciente; b) prevenir a reincidência do cancro ou o desenvolvimento de 

metástases depois de uma cirurgia; c) aumentar o tempo de vida do paciente nos cancros incuráveis 

através da redução do tumor ou prevenindo o seu crescimento e a formação de metástases e d) melhorar 

a qualidade de vida dos pacientes em estado terminal [5].  

Ao contrário da cirurgia e da radioterapia, onde o tratamento do cancro é localizado, a 

quimioterapia é realizada de forma sistémica. Esta consiste na distribuição dos medicamentos de baixo 

peso molecular pela maioria dos tecidos do corpo através do sistema circulatório, permitindo a sua 

acção nas células cancerígenas localizadas em áreas protegidas (e.g. o cérebro) e nas 

micrometástases [4, 5].  

A distribuição sistémica dos agentes terapêuticos citotóxicos conduz a mais efeitos secundários 

comparativamente à radiação e à cirurgia [36]. Os efeitos secundários devem-se, com algumas 

excepções, à não especificidade dos agentes quimioterapêuticos que afectam não só as células 

cancerígenas bem como as células saudáveis. Deste modo os principais efeitos colaterais são a 

supressão da medula óssea, lesões no tracto gastrointestinal, perda de cabelo, náuseas, infertilidade e 

o rápido desenvolvimento de resistência clínica [4, 5].  

No actual estado da arte, os agentes anticancerígenos apresentam uma baixa especificidade pois 

não possuem um alvo celular que os torne mais selectivos e eficazes contra as células cancerígenas. 

Por exemplo, a actuação dos medicamentos baseados na velocidade de divisão celular poderá não ser 

eficaz uma vez que as taxas de proliferação das células cancerígenas variam nos diferentes tipos de 

tumores. Além disso, as células saudáveis poderão apresentar, em alguns casos, uma taxa de divisão 

semelhante às células cancerígenas, tornando este método pouco selectivo. Por conseguinte, o desenho 

de medicamentos contra o cancro tem-se focado na produção de agentes tóxicos que se liguem a 
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proteínas exclusivas ou predominantes na superfície das células cancerígenas ou que actuem nas 

principais vias de sinalização que contribuem para o desenvolvimento do cancro. Estas estratégias 

aumentam a especificidade dos medicamentos e reduzem os seus efeitos colaterais [26]. 

A combinação de medicamentos também tem sido utilizada com o objectivo de atingir vários 

alvos presentes nas células cancerígenas. Além disso, a radioterapia e a cirurgia também podem ser 

utilizadas como métodos complementares de tratamento [1, 5, 26].  

A classificação dos medicamentos anticancerígenos é efectuada de acordo com a forma como 

danificam ou interferem com a função do ADN, com o tipo de processo celular afectado ou com as 

fontes a partir das quais derivam [5]. As principais categorias de medicamentos antineoplásicos são: 

 

 Agentes alquilantes modificam as bases do ADN através da introdução de grupos alquilo, 

promovendo assim rupturas na cadeia e a formação de ligações cruzadas nesta molécula. Estes efeitos 

resultam na apoptose ou na interrupção do crescimento celular. Os agentes alquilantes também podem 

estabelecer ligação com o ácido ribonucleico (ARN) e com as proteínas celulares. Estes agentes podem 

ser agrupados nas seguintes categorias (figura 9): bis(cloroetil) amina e derivados, alquil sulfonatos 

(e.g. bussulfano), nitrosouréias (e.g. carmustina),   aziridinas (e.g. tiotepa), sais metálicos 

(e.g. cisplatina) e tetrazinas (e.g. dacarbazina) [4, 10, 37]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 - Estrutura de alguns fármacos anticancerígenos que pertencem à família dos agentes 

alquilantes (adaptado das referências [4, 37])2.  

                                                           
2 Os nomes que se encontram entre parêntesis referem-se ao nome comum e à marca comercial do fármaco 

utilizado na quimioterapia. 
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 Antimetabólitos são substâncias estruturalmente semelhantes a moléculas presentes 

naturalmente no organismo que bloqueiam as vias metabólicas cruciais para o crescimento celular (e.g. 

inibem enzimas essenciais para a síntese ou reparação do ADN). Estes agentes actuam nas células que 

apresentam elevadas taxas de proliferação, pelo que as células cancerígenas e as células saudáveis que 

crescem mais rápido são afectadas. No entanto, tumores sólidos mais avançados possuem uma pequena 

fracção de células com crescimento activo e, por isso, apenas algumas células respondem à medicação. 

Os antimetabólitos incluem, por exemplo, os análogos do ácido fólico (e.g. metotrexato) e os análogos 

das purinas e pirimidinas (figura 10) [4, 5, 10].  

 

 

Figura 10 - Estrutura de alguns fármacos anticancerígenos que pertencem à família dos 

antimetabólitos (adaptado da referência [4]). Os nomes comuns seguidos da marca comercial do 

fármaco, utilizado na quimioterapia, encontram-se entre parêntesis (**genérico descontinuado). 

 

 Inibidores mitóticos ou agentes anti-tubulina incluem os alcalóides da Vinca, obtidos 

inicialmente da planta Catharantus roseus (conhecida comumente como pervinca de Madagáscar) e 

os taxanos, extraídos inicialmente das plantas do género Taxus. Estes dois grupos de agentes interferem 

com a dinâmica (montagem e desmontagem) dos microtúbulos de tubulina nas células, bloqueando a 

mitose e conduzindo à morte celular. Os alcalóides da Vinca, como por exemplo a vincristina e a 

vinblastina (figura 11), ligam-se à tubulina e previnem a montagem do fuso mitótico requerido para a 

segregação dos cromossomas na mitose. Os taxanos, como o paclitaxel e o docetaxel, activam a 

montagem do fuso mitótico mas inibem a sua desmontagem [4, 10].  
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Figura 11 - Estrutura de alguns fármacos anticancerígenos que pertencem à família dos 

inibidores mitóticos (adaptado da referência [38]), onde a marca comercial do fármaco administrado 

na quimioterapia é mencionada entre parêntesis (*genérico). 

 

 Inibidores das topoisomerases afectam as enzimas topoisomerases, as quais são 

responsáveis pelo controlo do enrolamento e desenrolamento da molécula de ADN. Estas enzimas são 

fundamentais na replicação do ADN onde a inibição das suas funções interfere com a capacidade das 

células em reparar e reconstruir as rupturas na dupla hélice do ADN, impedindo a divisão celular e 

conduzindo à morte celular [4, 10, 37]. Um dos exemplos de fármacos que actua como inibidor das 

topoisomerases I é o topotecano (figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 - Estrutura do topotecano, inibidor da topoisomerase I (adaptado da referência [38]). 

 



18 
 

 Antibióticos antitumorais podem actuar como agentes alquilantes, agentes intercalantes do 

ADN e inibidores da topoisomerase II. Além disso, podem gerar radicais livres que oxidam as 

proteínas presentes na célula inibindo as suas funções. Estes agentes compreendem as antraciclinas 

(e.g. doxorrubicina, daunorrubicina) e os antibióticos (e.g. actinomicina D) ilustrados na figura 13[10, 

37]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 - Estrutura de alguns antibióticos anticancerígenos (adaptado da referência [38]), 

onde a marca comercial do fármaco administrado na quimioterapia é mencionada entre parêntesis 

(*genérico). 

 

1.2. Complexos metálicos como agentes anticancerígenos 

Os iões metálicos estão envolvidos em processos biológicos essenciais, onde os centros 

metálicos poderão estar sujeitos a variações no seu estado de oxidação (e.g. FeII/ FeIII no grupo heme) 

de modo a controlar a ligação reversível de moléculas pequenas (e.g. O2) e promover mudanças 

estruturais [39-41].  

Os complexos metálicos possuem um espectro amplo de números e geometrias de coordenação, 

estados redox acessíveis e a possibilidade de ajustar a termodinâmica e cinética da permuta dos 

ligandos que os compõem. Estas propriedades tornam os complexos metálicos alvo de grande interesse 

para o desenho de um vasto número de agentes terapêuticos com mecanismos de acção que não estão 

presentes nos fármacos baseados em compostos orgânicos. No entanto, o grande desafio reside no 

controlo destas propriedades quando os complexos se encontram no organismo [42-44]. 

O estudo da actividade dos iões metálicos essenciais bem como do genoma do organismo é 

fundamental para compreender a forma como são seleccionados, captados e distribuídos nas células. 

A natureza do ião metálico, o seu estado de oxidação e a natureza e o número de ligandos podem 

contribuir significativamente para a actividade biológica dos complexos metálicos [39].  
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A utilização de compostos contendo metais para fins terapêuticos é praticada há mais de 5000 

anos mas de uma forma, maioritariamente, empírica com poucas tentativas de formulação de 

medicamentos e com um conhecimento escasso ou inexistente acerca do mecanismo de actuação dos 

mesmos [45-47]. Apenas no início do século XX, a investigação e o desenvolvimento de fármacos 

com metais emergiu com a descoberta das propriedades terapêuticas do Salvarsan® (ou arsfenamina) 

por Paul Ehrlich. Este composto apresenta arsénio na sua constituição e demonstrou ser eficaz no 

tratamento da sífilis, tendo sido utilizado até o ano de 1945 para o combate desta patologia [48-50]. A 

estrutura química do Salvarsan® apenas foi determinada correctamente em 2005 por Lloyd et al. [51], 

a qual consistia numa mistura de compostos, onde o trímero e o pentâmero de arsénio eram as 

estruturas dominantes (figura 14) [51]. 

 

 

 

Figura 14 - Estrutura dos principais compostos presentes no Salvarsan® (adaptado da 

referência [51]). 

 

Outro marco importante no campo dos metais para o uso medicinal foi a descoberta das 

propriedades anticancerígenas da cis-diaminodicloroplatina(II) (cisplatina, figura 15) em 1969 por 

Barnett Rosenberg [52] bem como a sua aprovação pela Food and Drug Administration (FDA) para o 

uso clínico em 1978. Este evento incentivou a exploração intensiva do potencial anticancerígeno dos 

complexos metálicos de platina [39, 40, 46]. 

Apesar de um grande número de compostos de platina terem sido sintetizados e testados nos 

ensaios clínicos, devido à sua baixa eficácia, elevada toxicidade e/ou à baixa solubilidade, apenas mais 

dois compostos de platina (II) foram aprovados pela FDA como medicamentos anticancerígenos e são 

actualmente utilizados em todo o mundo. Estes compostos referem-se à 

cis-diamino(ciclobutanodicarboxilato)platina(II) ou carboplatina (aprovado 1993) e à 

(1R,2R-diaminociclohexano)oxalato)platina(II) ou oxaliplatina (aprovado em 2002), os quais 

encontram-se representados figura 15. Os fármacos de platina (II) são utilizados no tratamento de 
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tumores malignos presentes no testículo, ovário, bexiga, cabeça e pescoço, esôfago, pulmão, mama, 

colo do útero, estômago, próstata, pâncreas, colorrectal bem como na terapêutica dos neuroblastomas, 

sarcomas, mielomas múltiplos, linfomas e melanomas. A administração dos complexos de platina pode 

ser efectuada individualmente ou em combinação com outros medicamentos [39, 40, 53-58].  

 

 

 

 

 

 

Figura 15 - Estrutura da cisplatina, carboplatina e oxaliplatina (adaptado da referência [59]). 

 

Todavia, o tratamento do cancro com os fármacos de platina (II) apresenta efeitos secundários 

adversos que limitam a dose de administração dos mesmos. Estes efeitos colaterais incluem náuseas e 

vómitos, decréscimo na produção de células sanguíneas e de plaquetas pela medula óssea, supressão 

do sistema imunitário, danos nos rins e nas células nervosas e perda de cabelo. Além disso, os tumores 

malignos exibem resistência à terapia limitando o espectro de actividade dos complexos de platina [55, 

58].  

Por conseguinte, a incorporação de ligandos que aumentem a actividade e a selectividade dos 

complexos de platina (II), bem como o estudo da actividade terapêutica de complexos com platina (IV) 

ou com outros centros metálicos têm sido alvo de investigação intensiva [60, 61]. Os principais 

complexos metálicos em estudo como possíveis agentes anticancerígenos são os que possuem os 

metais: paládio (II), ouro (I) e (III), ruténio (II) e (III), bismuto (III), rénio (I) e cobre (II), derivados 

de gálio (III) e os de estanho (IV) [60].  

Neste trabalho serão abordadas as propriedades anticancerígenas dos complexos à base de  

ruténio. Primeiramente, será introduzido de uma forma breve, o mecanismo de acção da cisplatina, 

uma vez que este composto é considerado como padrão de comparação para avaliar a actividade 

anticancerígena de outros complexos metálicos [62]. Uma visão geral das estratégias adoptadas para 

optimizar a actividade dos complexos com platina também será igualmente apresentada. 

 

1.2.1. Complexos de platina - Modo de actuação da cisplatina 

A cisplatina é um complexo inorgânico neutro constituído por um centro metálico de 

platina (II) que possui na sua esfera de coordenação duas aminas e dois cloros numa configuração cis 
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(figura 15). Este composto possui uma geometria quadrangular plana e foi sintetizado primeiramente 

por Peyrone em 1844 [62-64]. O mecanismo de acção da cisplatina é um processo que envolve: 

a) captação e acumulação pelas células e b) activação e interacção com os constituintes intracelulares 

[40].  

 

a) Captação e acumulação da cisplatina na célula 

No meio extracelular, a cisplatina é inerte devido à elevada concentração de iões de cloro, 

aproximadamente 100 mM, pelo que a hidrólise deste complexo é maioritariamente suprimida. 

Contudo, mesmo nestas condições, estudos demonstraram que a hidrólise da cisplatina poderá ocorrer 

conduzindo à presença de espécies como [Pt(NH3)2ClOH] e [Pt(NH3)2Cl(H2O)]+ (figuras 16A e 17). 

Para além do mais, alguns trabalhos também evidenciaram a existência de complexos de platina 

coordenados com as proteínas extracelulares (e.g. albumina) (figura 16A) [40, 56, 65]. Especula-se 

que as espécies neutras de platina (e.g. [Pt(NH3)2Cl2] e [Pt(NH3)2ClOH]) possam entrar na célula 

através do transporte passivo (e.g. difusão simples ou facilitada) ou transporte activo (e.g. endocitose) 

como exemplificado na figura 16B [63, 65].  

O tipo de transporte que medeia a captação dos complexos de platina para o interior da célula 

é condicionado pela sua concentração. Deste modo, em elevadas concentrações, a cisplatina é 

maioritariamente transportada através da membrana celular por difusão passiva. Em situações de 

baixas concentrações, a captação do complexo metálico pelas células é geralmente mediada por 

transporte activo [63, 65].  

Os principais transportadores membranares associados à captação da cisplatina são os 

transportadores de catiões orgânicos (OCT1-3), os transportadores de cobre (CTR1) e os 

transportadores dependentes de sódio não identificados (figura 16B) [63, 65].  

Os transportadores de catiões orgânicos (OCT) são membros da família de proteínas 

transportadores de soluto (SLC), mais concretamente à subfamília SLC22, e localizam-se na 

membrana plasmática. Estes transportadores estão normalmente envolvidos na absorção e excreção de 

compostos endógenos e exógenos em diversos órgãos (e.g. fígado, intestino, cérebro, pulmões, coração 

e medula óssea) [65].  

Os transportadores de cobre 1 (CTR1) pertencem à subfamília SLC31 e são os principais 

transportadores de cobre nos mamíferos. No ser humano, o transportador de cobre 1 (hCTR1) é 

expresso em todos os tecidos e é fundamental na regulação dos níveis do cobre intracelular [65]. 

A enzima (Na+/K+)ATPase ou  bomba de sódio e potássio é responsável por manter o gradiente 

de Na+/K+ através da membrana plasmática,  hidrolisando para o efeito a adenosina trifosfato (ATP) 

enquanto bombeia sódio para o exterior e potássio para o interior das células animais. Existem 
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transportadores que dependem deste gradiente para o seu funcionamento. A cisplatina não é um 

substrato para a bomba de sódio, no entanto a inibição deste transportador reduz o gradiente de Na+ 

que atravessa a membrana afectando o transporte activo ou facilitado da cisplatina [63, 65]. 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 - Diagrama dos mecanismos que afectam e controlam a acumulação celular dos 

quimioterapêuticos de platina, exemplificado para a cisplatina (adaptado das referências [63, 65]).  

  

b) Activação e interacção da cisplatina com as estruturas celulares 

Uma vez no interior da célula a cisplatina também será sujeita, em maior proporção, ao 

conjunto de reacções espontâneas de hidrólise representadas na figura 17. A baixa concentração de 

cloro (4 a 50 mM) no citoplasma favorece a perda de um ou dos dois ligandos de cloro da cisplatina 

[40, 63, 66]. As formas catiónicas de platina resultantes são muito reactivas e podem interagir com o 

ADN ou com estruturas celulares presentes no citoplasma [66]. 
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Figura 17 - Representação esquemática da hidrólise da cisplatina em solução aquosa. Na tabela 

encontra-se registado as percentagens de cada espécie a pH 7,4 e a diferentes concentrações de iões de 

cloro, nomeadamente [Cl-] = 100 mM e 4 mM (adaptado da referência [65]). 

 

De referir que apenas 5 a 10% de cisplatina  presente no interior das células interage com o 

ADN enquanto 75 a 85%  deste composto liga-se às regiões nucleofílicas dos constituintes 

intracelulares (e.g. proteínas) [67, 68]. Os complexos activados de platina interagem com as bases 

nucleotídicas do ADN, maioritariamente na posição N7 da guanina, originando aductos 

estruturalmente diferentes (figura 18)  [40, 67].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18 - Interacção da cisplatina com as bases nucleotídicas do ADN: (A) ligação cruzada 

intracadeia, (B) ligação cruzada intercadeia, (C) aducto monofuncional e (D) complexo 

proteína-cisplatina-ADN. O principal local de ataque da cisplatina ao ADN é a posição N7 da guanina, 

representado no centro da imagem (adaptado da referência [67]). 
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Os aductos de cisplatina-ADN produzidos com maior frequência são os que resultam das 

ligações cruzadas intracadeia entre guaninas adjacentes (65% de todas as lesões no ADN) ou entre 

uma guanina e uma adenina (25% das lesões) e das ligações cruzadas intercadeia de duas guaninas 

[68, 69]. No entanto, também poderá ocorrer a ligação da cisplatina numa única base nucleotídica 

(aducto monofuncional) ou a formação do complexo proteína-cisplatina-ADN [67, 68]. Os aductos 

promovidos pela cisplatina conduzem a distorções significativas na molécula do ADN (figura 19) que 

inibem a sua replicação e a transcrição, ocorrendo a activação da via apoptótica [56, 59]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19 - Estrutura do ADN contendo diferentes tipos de aductos de cisplatina: a) ligação 

cruzada 1,2- intracadeia; b) ligação cruzada 1,3- intracadeia e c) ligação cruzada intercadeia [70].  

 

A interacção da cisplatina com outras estruturas celulares diferentes do ADN pode conduzir à 

sua desactivação e eliminação através da:  

i. ligação com moléculas que possuam o grupo tiol (R-SH) na sua estrutura, como a  proteína 

metalotioneína (MT) e o tripéptido glutationa (γ-glutamil-L-cisteinilglicina, GSH) impedindo a 

interacção do complexo de platina com o ADN (figura 16B). Além disso, o conjugado resultante da 

interacção da cisplatina com a glutationa é removido da célula através da bomba de efluxo 

glutationa-S-conjugada (GS-X). As bombas GS-X, conhecidas também como proteínas associadas à 

resistência a múltiplos fármacos (MRP), são transportadoras de aniões orgânicos dependentes de ATP 

que pertencem à superfamília “ATP-binding cassette” (ABC) [65, 71].   

ii. remoção mediada por transportadores de efluxo do cobre dependentes de ATP (figura 16B), 

os quais pertencem à família ATPase 7. No ser humano, existem dois tipos de isoformas destas 

enzimas, nomeadamente as ATPases 7A e7B que diferem nos níveis de distribuição nos tecidos. A 

ATP7A, com a excepção do fígado, é expressa no epitélio intestinal e noutros tecidos. Por outro lado, 

a ATP7B é expressa maioritariamente no fígado e em determinadas áreas do cérebro. Quando a 
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concentração do cobre é baixa ou normal, estas ATPases situam-se normalmente na rede Trans do 

complexo de Golgi, onde são responsáveis por entregar o cobre para ser incorporado nas enzimas 

dependentes de cobre. No entanto, nas situações de elevadas concentrações de cobre intracelular, a 

ATP7A desloca-se para a membrana plasmática de modo a conduzir o efluxo de cobre. Por outro lado, 

a enzima ATP7B é também responsável por redistribuir o excesso de cobre por vesículas 

citoplasmáticas que serão eliminadas por exocitose [63, 65, 72, 73]. 

iii.  retenção nos melanossomas presentes nos melanócitos, os quais são subsequentemente 

exportadas para o meio extracelular (figura 16B). Nestes organelos ocorre a síntese, o armazenamento 

e o transporte da melanina [65]. 

 

1.2.1.1. Resistência celular aos complexos de platina e estratégias para optimizar a sua eficiência 

Normalmente, os doentes oncológicos apresentam uma boa resposta inicial à quimioterapia 

com cisplatina, porém o seu efeito clínico é reduzido ao longo do tempo devido ao desenvolvimento 

de resistência adquirida. No entanto, outros doentes apresentam resistência ao fármaco logo no início 

do tratamento (resistência intrínseca). Os estudos realizados em cultura de tecidos sugerem que o 

processo de resistência celular à cisplatina é um processo multifactorial, os quais incluem, por 

exemplo, as alterações anteriormente referidas nos sistemas de captação e excreção; aumento dos 

processos de destoxificação do fármaco através do aumento dos níveis celulares dos compostos com 

grupos tióis; o aumento da capacidade da célula para reparar ou tolerar o ADN danificado e alteração 

da regulação da transcrição [40, 54, 55, 66]. Deste modo, diversas estratégias têm sido estudadas para 

comaltar a baixa selectivadade, elevada toxicidade e a resistência celular para  os complexos de platina 

(II), tais como [61]: 

i. construção de complexos de platina com diferentes modos de ligação ao ADN, como por 

exemplo, os complexos polinucleares (possuem mais do que um centro metálico, figura 20) [61, 74];  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20 - Estrutura de alguns complexos polinucleares de platina [40]. 
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ii. aumento da acumulação selectiva dos complexos de platina no local do tumor através da sua 

conjugação com substâncias bioactivas (e.g. hormonas, carbohidratos) ou com polímeros ou 

nanopartículas (e.g. dendrímeros, lipossomas), como representado na figura 21 [61, 75]; 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21 - Conjugação de um complexo de platina com a hormona estradiol (a) e 

encapsulamento da cisplatina num lipossoma funcionalizado à superfície com o polímero polietileno 

glicol (PEG, b) (adaptado da referência [61]). 

 

iii.  exploração de complexos de platina que actuem como pró-fármacos, ou seja, que sejam 

administrados na forma inerte e, posteriormente, activados através dos processos celulares do 

organismo [61, 74, 76-80]. Os complexos de platina (IV) são bons exemplos de pró-fármacos, uma 

vez que podem ser suficientemente estáveis e inertes que lhes permite ser transportados por todo o 

organismo até alcançarem os tumores sem sofrer muitas alterações na sua estrutura. Estes complexos 

ao serem expostos ao ambiente redutor dos tumores podem sofrer eliminação redutiva dos seus 

ligandos axiais (figura 22), sendo convertidos na forma quadrangular planar com estado de oxidação 

II (forma citotóxica) [61, 81-83].  

 

 

 

Figura 22 - Eliminação redutiva dos ligandos axiais (X) de um complexo de platina (IV) para 

a cisplatina (II) (adaptado das referências [76, 78, 81]). 



27 
 

Por conseguinte, os complexos de platina (IV) têm uma geometria octaédrica e apresentam 

diversas vantagens relativamente aos complexos de platina (II), tais como: 

i. elevada inércia cinética à substituição dos ligandos contribuindo para uma baixa reactividade 

do complexo; 

ii. efeitos secundários reduzidos devido à elevada estabilidade do complexo;  

iii. maior possibilidade de modificações estruturais devido à presença de dois ligandos 

adicionais nas posições axiais (e.g. lipofilicidade) [81-85]; 

i.v. novas propriedades farmacodinâmicas tais como toxicidade adicional conferida pela 

possibilidade de incorporar dois ligandos axiais biologicamente activos (e.g. fármacos, inibidores 

enzimáticos),  que podem ser libertados após a redução do complexo. Os ligandos libertados e o 

complexo reduzido resultante podem actuar em conjunto para eliminar as células cancerígenas [40, 

82-84].    

De acordo com a natureza dos ligandos coordenados ao metal, a redução química dos 

complexos de platina (IV) pode ser desencadeada por diversos vias, como por exemplo, através de 

enzimas ou de factores específicos presentes em determinadas áreas do organismo (e.g. o baixo pH 

presente nos tumores) [81].  

No entanto, a redução química dos complexos Pt(IV) poderá ocorrer em qualquer parte do 

organismo que apresente um ambiente redutor, pois estes compostos apresentam uma baixa 

selectividade para as células cancerígenas. Uma das estratégias para aumentar a selectividade dos 

complexos de Pt(IV) é através da incorporação, na sua estrutura, de ligandos sensíveis à luz 

(fotoactivação). Deste modo, a incidência de luz (e.g. por laser) na zona dos tumores permite que 

apenas os complexos de Pt(IV) presentes neste local sejam activados [81, 86]. A classe de composto 

de platina (IV) em estudo susceptíveis de sofrer fotoactivação assenta em complexos diodoplatina (IV) 

e diazidoplatina (IV), figura 23 [81]. 

 

 

 

 

 

 

Figura 23 - Estrutura geral dos complexos de platina activados pela luz: a) diiodoplatina (IV) 

e b) diazidoplatina (IV) (adaptado da referência [81]). 
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1.2.2. Complexos de ruténio - Modo de actuação dos complexos de ruténio 

As propriedades anticancerígenas dos complexos de ruténio foram primeiramente reconhecidas 

pela investigação conduzida por Dwyer e colaboradores na década de 50 do século XX [87-89]. No 

entanto, só após a descoberta do efeito terapêutico da cisplatina é que os estudos se aprofundaram para 

complexos com outros metais, tais como o ruténio [87]. 

O ruténio é um metal de transição localizado, como a platina, no grupo 8 da tabela periódica. 

Os complexos de ruténio representam uma classe de compostos com um grande potencial para o 

desenvolvimento de agentes anticancerígenos [90]. As principais propriedades que parecem estar 

associadas com a actividade biológica do ruténio são as seguintes:  

 

 Cinética de permuta dos ligandos lenta, semelhante a dos complexos de platina. No geral, 

para os iões metálicos Pt(II), Ru(II) e Ru(III), a substituição dos pequenos ligandos demora várias 

horas imitando a escala de tempo para muitos processos celulares (figura 24). Deste modo, estes metais 

apresentam uma elevada estabilidade cinética. A escala de tempo para ocorrer a substituição dos 

ligandos do complexo metálico é determinante na sua actividade biológica visto que este processo 

deverá ser suficientemente longo para permitir que o medicamento atinja o alvo biológico antes de ser 

activado. No entanto, a activação do complexo metálico deverá ocorrer antes da sua excreção pelo 

organismo. É de mencionar que existem poucos medicamentos metálicos que alcancem o alvo 

biológico sem sofrerem modificações. Apesar de algumas reacções de permutas serem fundamentais 

para induzir as propriedades terapêuticas pretendidas, outras conduzem à desactivação e eliminação 

do medicamento. Para além das características do metal, a natureza e a disposição espacial dos ligandos 

coordenados ao metal afectam as taxas de permuta dos ligandos e podem ser utilizados para optimizar 

as propriedades do complexo metálico [90-92].  

 

 

 

 

 

 

Figura 24 - Taxas de permuta de ligandos, por segundo, de diversos metais (adaptado da 

referência [93]). 
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 Múltiplos estados de oxidação acessíveis no meio fisiológico, nomeadamente II, III e IV, 

onde o ruténio é predominantemente hexacoordenado com geometria octaédrica. Além disso, a energia 

necessária para ocorrer a interconversão entre estes estados de oxidação é relativamente baixa, o que 

facilita a sua ocorrência nos fluídos fisiológicos. No entanto, a natureza da esfera de coordenação do 

ruténio é fundamental para a estabilização do estado de oxidação do metal, determinando as suas 

propriedades redox. Deste modo, apesar da acessibilidade dos estados de oxidação, os complexos de 

ruténio possuem ligandos com taxas de substituição relativamente baixas em meio aquoso [90, 93]. 

 

 Activação por redução é uma hipótese demonstrada apenas in vitro que assenta na activação 

do complexo de ruténio através da modificação do seu potencial redox promovido pelo ambiente 

redutor dos tumores sólidos. Isto contribui para o aumento da selectividade do medicamento e 

minimiza os possíveis efeitos negativos nas células normais. O ambiente extremamente redutor 

presente nas células cancerígenas surge devido à elevada taxa metabólica que estas células exibem 

que, associado com o fornecimento insuficiente de oxigénio, conduz a uma maior dependência da via 

metabólica da glicólise para a obtenção de energia (em vez do ciclo de Krebs). A utilização preferencial 

da glicólise conduz à formação de um excesso de ácido láctico, ocorrendo a diminuição do pH do meio 

nos tecidos circundantes. Para além disso, a presença dos agentes redutores nas células (e.g. glutationa) 

favorece a redução dos complexos de ruténio. Deste modo, teoricamente, os fármacos de ruténio 

administrados, por exemplo, no estado de oxidação III, relativamente inertes, poderão ser activados 

por redução em ruténio (II) nos tecidos malignos. Se no caso dos complexos reactivos de Ru(II) 

deixarem de estar sob exposição do ambiente hipóxico, estes serão novamente convertidos em Ru(III) 

por uma diversidade de agentes oxidantes biológicos (i.e. tornando-se menos activo) [90, 93, 94].  

 

 Mimetização da ligação do ferro a moléculas biológicas como as proteínas séricas 

transferrina e albumina. Estas proteínas são as responsáveis pelo transporte e solubilização do ferro no 

plasma [90, 95]. O ferro é um micronutriente essencial para as funções celulares sendo requerido em 

diversos processos metabólicos, tais como no transporte de oxigénio, na síntese do ADN (como 

co-factor da ribonucleotide reductase), na produção de energia e na proliferação celular [96]. Contudo, 

o excesso de ferro é tóxico devido à sua capacidade de catalisar a formação de radicais livres que, por 

sua vez, conduzem à danificação química da maioria dos componentes celulares [97].  

As células que apresentam uma taxa de divisão rápida, incluindo as células cancerígenas, 

requerem grandes quantidades de ferro pelo que expressam um maior número de receptores de 

transferrina na membrana celular permitindo uma maior captação de transferrina. De acordo com o 

tipo celular, estudos in vivo demonstram que nas células cancerígenas poderá ocorrer um aumento na 
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concentração de ruténio de duas a doze vezes mais comparativamente às células normais. O ruténio 

pode ser transportado para as células por mecanismos dependentes de transferrina e independentes da 

transferrina [90]. Nos humanos, a transferrina encontra-se a uma concentração de 3 mg/mL no sangue 

e, normalmente, a cerca de 30% de saturação de ferro (III), o qual permite a ligação e o transporte de 

outros iões metálicos [98]. 

Os complexos de ruténio ligam-se à apotransferrina formando conjugados estáveis que não 

alteram as interacções da proteína com o receptor da transferrina (figura 25). No entanto, apenas a 

transferrina com ferro coordenado (holotransferrina) é captada pela célula. Embora seja um assunto 

em discussão, pensa-se que apenas o ruténio coordenado à holotransferrina é efectivamente captado 

pelas células. Porém, após a entrada do ruténio na célula, mediada pela transferrina, o destino dos 

conjugados de ruténio ainda é desconhecido. Contudo, os complexos de ruténio que não estão 

fortemente ligados à holotransferrina podem dissociar-se desta. Esta dissociação poderá ser favorecida 

através da alteração das condições fisiológicas como, por exemplo, através da redução do pH que por 

sua vez terá um efeito sobre o estado de oxidação do ruténio [97].   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25 - Mecanismo geral a partir do qual os complexos de ruténio podem ser transportados, 

via transferrina, para o interior das células (adaptado da referência [93]). 

 

Uma grande diversidade de complexos de ruténio têm sido alvo de estudo para o tratamento do 

cancro. Actualmente, o composto NAMI-A (New Anti-tumour Metastasis Inhibitor-A, 

trans-[tetracloro(dimetilsulfóxido) rutenato(III) de imidazol]) e o composto KP1019 ou FFC14A 

(trans-[tetracloro-bis(1H-indazol)rutenato(III)]) encontram-se em ensaios clínicos [40, 62, 99].  
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Nos pontos seguintes serão abordados os complexos de ruténio (III), nomeadamente os 

complexos NAMI-A e o KP1019, e a família de compostos de ruténio (II) com ligandos areno e de 

ciclopentadienilo como potenciais fármacos anticancerígenos.  

  

1.2.2.1. Complexos de ruténio(III) presentes nos ensaios clínicos: NAMI-A e KP1019  

 O NAMI-A, com fórmula geral [ImH][trans-RuCl4(DMSO)(Im)] (Im = imidazole e  DMSO = 

dimetilsulfóxido), foi o primeiro fármaco de ruténio a ser testado em humanos (figura 26), tendo já 

completado a fase I dos ensaios clínicos para o tratamento de metástases [40, 62].  

 

 

 

 

 

 

Figura 26 - Estrutura química do trans-[tetracloro(dimetilsulfóxido)rutenato(III) de imidazol] 

(NAMI-A) [100]. 

 

Apesar do complexo NAMI-A reduzir a formação de metástases e aparentar inibir o seu 

crescimento, este composto detém um efeito menos pronunciado nos tumores primários em modelos 

animais (figura 27).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27 - Representação esquemática do tratamento selectivo das metástases com o fármaco 

NAMI-A, onde se visualiza a remoção quase total das células metastizadas com impacto reduzido no 

tumor primário (adaptado da referência [101]). 
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Todavia, tem sido sugerida a hipótese do composto NAMI-A eliminar selectivamente as 

células cancerígenas com capacidade de metastização presentes no tumor primário permitindo a 

redução do seu tamanho e, consequentemente, possibilitando a sua remoção cirúrgica [40, 62, 100]. 

O composto NAMI-A apresenta características químicas e biológicas promissoras, tais como 

uma boa actividade antimetástica, baixa toxicidade, uma preparação fácil e reprodutível e uma boa 

estabilidade no estado sólido [40]. Contudo, este composto apresenta uma estabilidade hidrolítica 

reduzida em tampão fosfato a um pH de 7,4 e a 37ºC, o que limita a sua administração [102]. 

 O mecanismo exacto pelo qual o NAMI-A exibe o seu efeito antimetástico permanece 

desconhecido. Contudo a sua actividade tem sido maioritariamente atribuída às múltiplas interacções 

que estabelece com os componentes presentes no exterior e interior das células [99, 100]. Algumas das 

características relevantes para a actividade terapêutica do NAMI-A são: 

i. capacidade de alterar as interacções que as células cancerígenas estabelecem com a matriz 

extracelular, promovendo o aumento da adesão celular dependente de actina, a inibição da degradação 

da matriz por metaloproteínases  e, consequentemente, inibindo a invasão e migração celular [95, 100]; 

ii. efeitos anti-angiogénicos [40, 99]; 

iii. forte interacção com proteínas, incluindo albumina, transferrina e integrinas [95]; 

iv. capacidade de bloquear a progressão do ciclo celular na fase pré-mitótica (fase G2) [40]; 

v. entre outros. 

É de salientar que o complexo NAMI-A estabelece ligações com o ADN mais fracas do que os 

derivados de platina pelo que a sua actividade anticancerígena deve-se, provavelmente, à forte 

interacção com as proteínas [59]. 

O composto KP1019, [InH][trans-RuCl4(In)2] (In = indazole), foi sintetizado por Keppler e 

colaboradores (figura 28). Este composto é um análogo do NAMI-A que utiliza bases de indazole em 

vez de imidazole e é extremamente activo contra certos tipos de cancro (e.g. colorrectal), tendo 

recentemente completado a fase I dos ensaios clínicos [62, 99, 103, 104]. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28 - Estrutura química do trans-[tetracloro-bis(1H-indazol)rutenato(III)] 

(KP1019) [100]. 
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O modo exacto de acção do complexo KP1019 nas células cancerígenas também é pouco 

conhecido (figura 29) [97].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29 - Representação esquemática do modo de acção hipotético do KP1019 (adaptado da 

referência [94]). 

 

Seguindo o perfil dos metais de transição, o KP1019 exibe uma elevada afinidade para os 

átomos doadores de electrões presentes nas estruturas celulares (e.g. proteínas e o ADN) [40]. Deste 

modo, o complexo KP1019 liga-se à proteína transferrina sendo transportado para o interior das células 

cancerígenas [40, 97, 100]. Uma vez no interior das células, pensa-se que a libertação das unidades de 

ruténio do complexo KP1019 ocorre essencialmente nos endossomas, onde os reduzidos valores de 

pH favorecem a sua dissociação [100]. Além disso, os complexos de KP1019 podem ser activados por 

redução promovida, por exemplo, pela glutationa (0,5 - 10 mM na célula) ou pelo ácido ascórbico 

(11 - 79 µM no plasma sanguíneo) originando as espécies reactivas correspondentes de Ru(II) [40]. 

Ao contrário do composto NAMI-A, especula-se que o complexo KP1019 exibe uma 

citotoxicidade directa nas células cancerígenas através da indução da apoptose. Esta poderá ser 

induzida por uma via intrínseca das mitocôndrias ou poderá ser despoleta pela ligação do ruténio ao 

ADN [62, 100]. As interacções entre o composto KP1019 e o ADN são semelhantes às que a cisplatina 

estabelece com esta biomolécula. Contudo, este complexo de ruténio apresenta uma menor intensidade 

e eficiência na formação de aductos com o ADN e com um menor grau de distorção da sua estrutura 

secundária [99]. De qualquer forma, o complexo KP1019 apresenta um comportamento terapêutico 

diferente ao da cisplatina, o qual poderá trazer algumas vantagens terapêuticas no futuro, 

especialmente para certos tipos de cancro [40]. 
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1.2.2.2. Complexos de ruténio (II) com ligandos areno   

A instabilidade química e o mecanismo complicado de permuta de ligandos nos complexos de 

coordenação de ruténio (III) constituem um dos problemas principais nos ensaios clínicos. Por 

conseguinte, o aumento da estabilidade dos complexos organometálicos de ruténio poderá melhorar o 

perfil terapêutico destes como agentes anticancerígenos [105]. 

Os complexos de ruténio(II)-areno são muito atractivos para este efeito uma vez que possuem 

um ligando aromático normalmente inerte às reacções de substituição nas condições fisiológicas. Deste 

modo, este ligando confere estabilidade e protecção ao ruténio (II), prevenindo a sua oxidação para 

ruténio (III) [62, 106-108].  

A ideia de utilizar os compostos ruténio(II)-areno como agentes anticancerígenos foi 

primeiramente introduzida por Tocher et al. em 1992. Este grupo de investigação observou que a 

coordenação do agente anticancerígeno 1-β-(hidroxietil)-2-metil-5-nitro-imidazole (metronidazolo) ao 

fragmento (η6-C6H6)RuCl2 (figura 30) aumentou a sua citotoxicidade comparativamente à exibida pelo 

ligando livre [108-110]. O estudo da actividade antineoplásica e antimetastática desta classe de 

complexos tem sido principalmente desenvolvido nos grupos de investigação liderados por Dyson e 

Sadler [105, 109, 111, 112].  

 

 

 

 

 

 

Figura 30 - Estrutura do primeiro composto organometálico de ruténio com ligando areno a 

ser testado pelas suas propriedades anticancerígenas [110]. 

 

Os complexos de ruténio(II)-areno são conhecidos como complexos em “meia sandwich” com 

a fórmula geral [(η6-areno)Ru(X)(Y)(Z)]n+. Estes complexos apresentam uma estrutura característica 

em “banco piano” onde o ligando areno ocupa três locais de coordenação do complexo (formando o 

assento) e os ligandos X,Y e Z ocupam as restantes posições (representando as pernas do banco de 

piano) [40, 47, 113]. De acordo com as ligações estabelecidas entre os ligandos X,Y e Z e o ruténio 

poderemos ter apenas ligandos monodentados (X=Y=Z), um monodentado (X) e um bidentado (Y-Z) 

ou um ligando tridentado (X-Y-Z), figura 31[114]. 
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Figura 31 - Estrutura geral dos complexos ruténio(II)-areno “meia sandwich” (adaptado da 

referência [114]). 

 

A estrutura geral dos complexos organometálicos de ruténio(II)-areno permite a modificação 

do estado de oxidação do metal e da natureza dos ligandos que o compõe de modo a controlar a sua 

reactividade química (e.g. reacções redox, substituição do ligando, solubilidade em água) [40, 47, 113]. 

Por conseguinte, uma grande variedade de ligandos podem ser incorporados nesta classe de 

compostos de ruténio (II) para optimizar as suas propriedades farmacológicas tais como a captação 

celular, distribuição, interacção com biomoléculas e os efeitos secundários tóxicos [113]. 

Existem diversas famílias de complexos de ruténio com o fragmento [(η6-areno)Ru(II)] em 

estudo para o combate do cancro, onde as que possuem os ligandos 

1,3,5-triaza-7-fosfatriciclo[3.3.1.1]decano  (pta) ou  etilenodiamina (en) têm sido mais 

especificamente explorados [115]. Os complexos [(η6-bifenil)Ru(en)][PF6] (RM175) e o 

[(η6-p-cimeno)RuCl2(pta)] (RAPTA-C) representam alguns dos exemplos com propriedades anti-

tumorais promissoras (figura 32) [40, 116].  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32 - Estrutura dos complexos organometálicos de ruténio: a) RM175 e 

b) RAPTA-C [116]. 
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1.2.2.2.1. Reactividade química dos complexos de areno 

A compreensão do modo como os constituintes (e.g. areno, ligandos e carga) dos complexos 

ruténio(II)-areno afectam a sua actividade biológica, é importante para o desenho de fármacos mais 

eficazes e com poucos efeitos secundários [113]. 

 

 Hidrofobicidade do ligando areno  

 A hidrofobicidade é uma característica farmacológica importante nos complexos metálicos 

uma vez que esta condiciona fortemente o fluxo dos fármacos, através das membranas celulares, para 

o interior e o exterior da célula. Além disso, as interacções hidrofóbicas são importantes no 

estabelecimento de ligações com certas biomoléculas (e.g. ADN e proteínas) [62, 91, 113]. 

A actividade biológica dos complexos de ruténio(II)-areno, nomeadamente os que possuem a 

fórmula geral [(η6-areno)Ru(en)Cl]+, tem demonstrado ser condicionada pela natureza do areno. Nesta 

família de complexos, o aumento da hidrofobicidade do areno coordenado através, por exemplo, do 

aumento do seu tamanho com substituintes apolares contribui para o aumento da citotoxicidade destes 

compostos [113]. Deste modo, complexos de ruténio (II) com hidrocarbonetos aromáticos policíclicos, 

como o tetrahidroantraceno, têm demonstrado uma boa actividade anticancerígena [91, 117]. 

O aumento da actividade biológica com o aumento da hidrofobicidade pensa-se que esteja 

relacionado com a capacidade do areno substituído intercalar no ADN, provocando maior distorção na 

estrutura desta molécula. Além disso, estudos revelaram que os complexos contendo este tipo de 

arenos ligam-se mais rapidamente à guanosina monofosfato cíclico (cGMP) do que os complexos que 

possuem um areno não substituído (e.g. benzeno). Isto sugere que a ligação é promovida pelas 

interacções hidrofóbicas entre o areno e a purina [113].  

 

 Hidrólise do grupo abandonante (X) 

O grupo abandonante ocupa a posição a partir da qual o metal central estabelece a ligação com 

as biomoléculas. Deste modo, pensa-se que a hidrólise do grupo abandonante seja o passo de activação 

para a classe dos complexos de ruténio (II) em “meia sandwich” [109, 113]. 

Na família de complexos com fórmula geral [(η6-areno)Ru(YZ)X ]n+, a taxa de hidrólise do 

grupo abandonante (X) afecta a citotoxidade destes complexos nas células cancerígenas na medida em 

que os complexos que hidrolisam mais rapidamente apresentam uma actividade superior 

(e.g. X = haleto) enquanto os que não hidrolisam (e.g. X = piridina) apresentam uma baixa actividade 

ou encontram-se inactivos [91, 113, 118].  A substituição do grupo abandonante (normalmente é um 

cloreto) por uma molécula de água conduz à formação de um complexo mais reactivo (figura 33). Esta 
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espécie reage mais rapidamente com as biomoléculas (e.g. ADN) do que o seu percursor pelo que é a 

responsável pelo efeito farmacológico do complexo [91]. 

Todavia, a reactividade química dos complexos [η6-areno)Ru(YZ)X]n+ por hidrólise é 

condicionada não só pela natureza do grupo abandonante mas também pelas características dos 

restantes ligandos coordenados ao metal, sendo que a presença de grupos electroextractores  diminui 

a taxa de hidrólise do grupo abandonante [91].  

Para além da taxa de hidrólise do grupo abandonante, o valor do pKa da molécula de água 

coordenada ao complexo resultante da hidrólise representa outro parâmetro importante. Esta 

informação permite determinar a presença das espécies aquosas [(η6-areno)Ru(en)(OH2)]
+  ou  

[(η6-areno)Ru(en)(OH)]2+  que possuem reactividades variáveis em pH fisiológico (figura 33).  De 

salientar que o complexo [(η6-areno)Ru(en)(OH)]2+  é menos susceptível de sofrer substituição pelo 

que provavelmente será menos reactivo perante alvos biomoleculares [109, 113]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33 - Reactividade geral dos complexos ruténio(II)-areno, onde a hidrólise da ligação 

Ru-X origina espécies aquosas mais reactivas. As diferentes estruturas estão exemplificadas para a 

reactividade do [Ru(η6-bip)Cl(en)]+ com  X = Cl, onde bip = bifenil e en = etilenodiamina (adaptado 

da referência [91]). 

 

Normalmente, os complexos com valores de pKa (da molécula de água coordenada) superior a 

7 são activos enquanto os que apresentam o pKa inferior ao pH fisiológico são inactivos uma vez que 

a forma hidroxo predomina no meio celular. Na maioria dos complexos ruténio(II)-areno, os valores 

de pKa (da água coordenada) situam-se por volta dos 8. O pKa é condicionado pela natureza dos 

ligandos presentes no complexo, uma vez que, por exemplo, grupos electroextractores removem 

densidade electrónica ao metal, tornando-o deficiente em carga negativa e a molécula de água 

coordenada adquire um carácter mais acídico (diminuição do pKa) [119]. Por conseguinte, através da 

natureza dos três blocos de construção do complexo (e.g. areno coordenado, grupo abandonante e o 
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ligando quelante), a sua reactividade química pode ser controlada de modo a que o fármaco alcance e 

reaja com alvo terapêutico, minimizando interacções com outros componentes celulares [91].  

 

 Ligando quelante (YZ)  

O ligando quelante pode auxiliar no controlo da estabilidade e cinética da permuta de ligandos 

nos complexos [(η6-areno)Ru(YZ)Cl]n+ afectando a sua reactividade [113, 120]. Isto porque os 

complexos quelantes são, normalmente, mais estáveis às reacções de substituição comparativamente 

aos ligandos monodentados. Estes últimos, por sua vez, reagem presumivelmente mais rapidamente 

com os componentes celulares sendo desactivados antes de alcançar o seu alvo [59, 118].  

Para além do ligando quelante afectar a taxa de hidrólise do grupo abandonante, também afecta 

a taxa de ligação e selectividade dos complexos às bases nucleotídicas do ADN. Deste modo, quando 

o ligando quelante é um doador de hidrogénio como a etilenodiamina, a ligação do complexo de ruténio 

ao ADN ocorre preferencialmente na posição do azoto N7 da guanina ou N3 da timina. Este 

comportamento parece estar relacionado com as ligações de hidrogénio favoráveis entre os protões 

NH da etilenodiamina com o átomo de oxigénio exocíclico C6O da guanina. Por outro lado, a ligação 

dos atómos NH da etilenodiamina nas posições N3 da citosina ou N7 da adenina são desfavorecidas 

devido ao efeito estérico entre o grupo C6NH2 da adenina e o grupo NH da etilenodiamina (figura 

34) [118, 120].  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34 - Interacções entre o complexo {(η6-areno)Ru(en)}2+  com o nucleótido guanina (G) 

e com o nucleótido adenina (A). Na estrutura da direita, o areno e o anel de etilenodiamina foram 

omitidos para simplificação (adaptado da referência [120]). 

 

 Carga 

A carga geral nos complexos [(η6-areno)Ru(YZ)Cl]n+ é determinada pelo ligando quelante YZ 

e pelo grupo abandonante X. Os complexos carregados positivamente serão provavelmente atraídos  

electrostaticamente pela carga negativa do ADN. Contudo, uma elevada carga negativa pode dificultar 

a passagem através das membranas celulares (repulsão). Os complexos de ruténio(II)-areno neutros 
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podem  atravessar a membrana celular mais rapidamente e adquirirem carga positiva no interior da 

célula, através da substituição do ligando cloreto, carregado negativamente, por uma molécula de água 

neutra. O complexo resultante é atraído electrostaticamente para o ADN [113]. 

 

 Modo de actuação/alvo dos compostos  

Os mecanismos de acção de que resultam efeitos antitumorais nos compostos areno de ruténio 

ainda estão, na sua totalidade, por clarificar. No entanto, até agora os esforços para investigar a acção 

destes compostos têm-se focado essencialmente na interacção com o ADN e as proteínas [62].  

Deste modo, a activação dos complexos de ruténio em “banco piano” in vivo parece estar 

relacionada com a rápida hidrólise da ligação Ru-Cl e subsequente formação do metabólito activo Ru-

OH2 (figura 33). Esta hidrólise pensa-se que, tal como para a cisplatina, seja maioritariamente 

suprimida pela elevada concentração de cloro extracelular, mas torna-se possível no interior das 

células, onde a concentração de iões Cl- é muito mais baixa [40, 42].  

O principal alvo dos complexos Ru-OH2 especula-se que seja o ADN das células, onde se liga 

preferencialmente à posição N7 da base nucleotídica guanina. Apesar do complexo apresentar um 

único sítio reactivo, local de saída do grupo abandonante, o composto pode formar ligações não 

covalentes adicionais resultante da intercalação do areno com as bases nucleotídicas do ADN, bem 

como através do estabelecimento de ligações de hidrogénio entre o ligando quelante do complexo e o 

grupo C6O da guanina. A existência destas ligações foi demonstrada experimentalmente, por exemplo, 

para a coordenação dos complexo [Ru(η6-areno)Cl(en)]+ (areno =dha, dihidroantraceno) com a 

9-etilguanina (9-EtG, derivado da guanina), conforme ilustrada na figura 35 [40, 91].  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35 - Complexo [Ru(η6-dha)(en)(9-EtG)]+ onde se observa a) uma forte ligação 

estereoespecífica de hidrogénio entre o grupo carbonilo (C6=O) do  ligando 9-EtG e o NH da 

etilenodiamina e b) uma forte interacção π-π  areno-guanina responsável pela elevada preferência por 

esta base sobre a adenina nestes complexos  ruténio com ligandos areno [91]. 
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As interacções adicionais entre o complexo metálico e o ADN resultam em modos de ligação 

únicos, conduzindo a distorções estruturais desta biomolécula, diferentes daquelas provocadas pela 

cisplatina [40, 42, 62]. Para além disso, a possível formação dos aductos monofuncionais e as 

interacções não covalentes (i.e. intercalação e ligação de hidrogénio estereoespecífica) dos complexos 

de ruténio(II)-areno poderão ser fundamentais para optimizar o reconhecimento do ADN e, 

consequentemente, o seu potencial anticancerígeno [40, 91]. 

De um modo geral, comparativamente ao ADN, os aminoácidos e as proteínas parecem ter uma 

baixa afinidade com os complexos areno de ruténio [120]. No entanto, a acção destas biomoléculas 

tem vindo a ser estudada uma vez que poderão desempenhar um papel importante na farmacocinética 

desta classe de complexos [62, 120]. Particularmente, as reacções dos complexos de Ru(II)-areno com 

os aminoácidos cisteína e metionina contendo enxofre são de grande interesse devido à forte influência 

destes aminoácidos na química intracelular dos complexos de platina (e.g.  mecanismos de resistência 

e destoxicação) [120].  

 

1.2.2.3. Complexos de ruténio (II) com ligandos ciclopentadienilo 

A actividade anticancerígena da família de complexos derivados do fragmento [(η5-C5H5)Ru] 

encontra-se ainda pouco estudada. No entanto, nesta família de compostos, resultados promissores têm 

vindo a ser observados. Alguns potenciais do fragmento (η5-C5H5)Ru são os seguintes [121, 122]:   

 

 Complexos de ruténio coordenados com inibidores de proteína cinases  

As cinases catalisam a transferência de grupos fosfatos (e.g. adenosina trifosfato, ATP) para 

diversos substratos, controlando assim diversos processos celulares importantes. A mutação e 

desregulação das cinases estão na base de muitas doenças, incluindo o cancro, pelo que constituem um 

dos alvos dos fármacos [40, 123, 124]. Estas enzimas possuem mais de 500 membros de proteínas com 

domínios de ligação ao ATP altamente conservados [125]. 

A staurosporina é uma biomolécula que apresenta uma elevada afinidade para o local de ligação 

do ATP nas proteínas cinases, impedindo a ligação do ATP e inibindo a função da cinase [123, 124]. 

Todavia, esta biomolécula apresenta uma selectividade limitada [124] e uma estrutura tridimensional 

com uma conformação e orientação espacial específica que são difíceis de sintetizar [123]. 

 Eric Meggers explorou a facilidade de sintetizar compostos organometálicos de ruténio com 

uma conformação específica para mimetizar a staurosporina [123, 126]. Deste modo, a substituição do 

açúcar presente na estrutura da staurosporina pelo ruténio coordenado com substituintes resultou numa 

família de produtos com uma elevada afinidade para as enzimas cinases (figura 36). Para além disso, 
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ao contrário da staurosporina, através da variação do tamanho e da forma do complexo metálico, uma 

especificidade acrescida para determinadas cinases poderá ser observada [99, 124, 127, 128]. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36 - Estrutura química da staurosporina e dos compostos de ruténio baseados nesta 

molécula (adaptado da referência [46]). 

 

Os complexos de ruténio com ligandos ciclopentadienilo têm demonstrado resultados 

promissores como inibidores das enzimas cinases [126, 129-131], como é o caso do composto (R,S)-

DW12. Na figura 37 encontra-se ilustrado a ligação do enantiómero (R)-DW12 no local de ligação do 

ATP na cinase PAK-1[125, 126, 132]. 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37 - Estruturas de raios-X da co-cristalização do composto (R)-DW12 com a cinase 

PAK-1 (a); e correspondência da estrutura molecular entre o sítio activo da proteína cinase PAK-1 e a 

esfera de coordenação do complexo (R)-DW12 (b) (adaptado da referência [125]). 

 

O composto (S,R)-DW12 tem-se revelado um potencial  agente anticancerígeno uma vez que 

demonstrou exibir actividade contra as linhas celulares de melanoma na ordem de grandeza do 

nanomolar [114]. Além disso, este composto é um inibidor eficaz da cinase Pim-1, a qual se encontra 

sobreexpressa nas células cancerígenas humanas da próstata [123, 124]. Estudos indicaram que o 
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composto (S,R)-DW12 não interage com o ADN e o seu efeito citotóxico deve-se à sua capacidade de 

inibir as enzimas cinases [133];  

De referir que a derivatização do ligando ciclopentadienilo do complexo de ruténio também 

tem sido explorada com o intuito de aumentar a sua eficiência de inibição e selectividade para com as 

enzimas cinases [131, 134]. Esta estratégia conduziu, por exemplo, a obtenção dos compostos (SRu)-1 

e (RRu)-2 (figura 38), os quais demonstraram não só uma efeito inibitório acrescido bem como uma 

maior selectividade para com as cinases Pim-1 e GSK-3, respectivamente [134].  

 

 

 

 

  

 

 

 

Figura 38 - Estrutura dos complexos organometálicos (SRu)-1 e (RRu)-2 [134]. 

 

 Complexos de ruténio com fórmula geral [(η5-C5H5)Ru(P-P)L]+  

Recentemente, o grupo de Química Organometálica da Faculdade de Ciências da Universidade 

de Lisboa (CCMM/FCUL) desenvolveu complexos de monociclopentadienilo de ruténio com 

propriedades anticancerígenas muito interessantes [71, 121, 128, 135-140]. Um exemplo é a classe de 

compostos com fórmula geral [(η5-C5H5)Ru(P-P)L]+, onde P-P= 1,2-bis(difenilfosfino)etano (dppe) 

ou trifenilfosfina (PPh3) e  L= ligando monodentado ou bidentado. Segundo a natureza do ligando L, 

os complexos pertencentes à família [(η5-C5H5)Ru(P-P)L]+ podem ser agrupados em:  

 

a) complexos com ligandos baseados em heterociclos monodentados (doador de um átomo de 

azoto) ou bidentado (doador de dois átomos de azoto) ou com ligandos ciano (doador de um átomo 

de azoto) 

No geral, estes complexos (figura 39) demonstraram actividades anticancerígenas de relevo 

contra diversas linhas celulares tumorais com um efeito na ordem de grandeza do nanomolar e com 

valores de IC50 (concentração requerida para inibir 50% do crescimento celular) inferiores ao da 

cisplatina [128, 135, 137, 138, 141].  
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Figura 39 - Estrutura de alguns complexos com fórmula geral [(η5-C5H5)Ru(PP)L], onde 

PP = 2 PPh3 ou dppe (adaptado das referências [128, 135-138]). 

 

De entre os complexos mais potentes, destaca-se os que o possuem o ligando bipiridil (bipy) 

como o [(η5-C5H5)Ru(2,2’-bipy)(PPh3)][CF3SO3], conhecido também por TM34 (figura 39, 

estrutura 6) [71, 121].  Este complexo apresenta um vasto espectro de actividade contra as células 

cancerígenas, ultrapassando consideravelmente a eficiência da cisplatina. Algumas das propriedades 

físico-químicas observadas para este complexo foram: 

i. capacidade de estabelecer ligação com a albumina, indicando que poderá ser transportado 

na corrente sanguínea  por esta proteína. Além disso, esta interacção não parece afectar a actividade 

citotóxica do composto [121]; 

ii. estável em meio aquoso e apresenta uma toxicidade reduzida para com as linhas celulares 

não cancerígenas [121];  

iii.  forte inibidor da poli(ADP-ribose)polimerase 1 (PARP-1), a qual se encontra envolvida nos 

mecanismos de reparação do ADN e nas vias da apoptose [121]; 

iv. ensaios realizados nas  linhas celulares humanas provenientes de adenocarcinoma do ovário 

(A2780) e da glândula mamária (MDA-MB-231, independente de estrogénio) revelaram que o 

composto apresenta [71]: 

 rápido efeito anti-proliferativo (mesmo em tempos de incubação curtos); 
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 localização preferencial na membrana celular e no citosol, sendo que apenas uma 

pequena percentagem de composto foi observado no núcleo; 

 actividade celular por um processo dependente de temperatura, provavelmente o 

complexo entra na célula por um mecanismo dependente de energia (e.g. endocitose, 

macropinocitose); 

 capacidade de inibir a enzima fosfatase ácida dos lisossomas. 

Estes resultados foram essenciais para elucidar os mecanismos de acção dos complexos 

baseados no fragmento [(η5-C5H5)Ru] [71]. 

Recentemente, com o intuito de aumentar a selectividade do complexo TM34 para as células 

cancerígenas foi reportado, pelo mesmo grupo de investigação, a preparação do composto 

[CpRu(PPh3)(bpyPLA)]+, onde bpyPLA = 2,2’-bipyridine-4,4’-D-glucose end-capped polylactide 

(RuPMC, figura 40) [139]. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40 - Estrutura do compexo organometálico de ruténio RuPMC [139]. 

 

O composto RuPMC apresentou actividade contra duas linhas celulares de adenocarcinoma 

humano da mama, nomeadamente a MDA-MB-231 e a MCF-7, e a linha celular A2780. Apesar do 

complexo de ruténio ter apresentado uma maior citotoxicidade na linha celular MCF-7 

comparativamente à cisplatina, o composto revelou uma menor toxicidade relativamente ao complexo 

de ruténio TM34 para todas as linhas celulares testadas. No entanto, o tempo de permanência superior 

do complexo RuPMC no local do tumor poderá melhorar consideravelmente a sua eficácia terapêutica 

reduzindo a dose necessária para o tratamento. Além disso, o composto RuPMC apresentou uma maior 

actividade anti-proliferativa relativamente a alguns polímeros de cisplatina e ruténio reportados [139]. 

 

b) Complexos coordenados com ligandos N,O-heterocíclicos  

Os complexos catiónicos de ruténio (II) com ligandos N,O-heteroaromáticos bidentados (figura 

41) apresentam uma boa estabilidade ao ar e à humidade. Recentemente, um estudo demonstrou que 

estes complexos organometálicos possuem uma excelente actividade anti-proliferativa em diversas 
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linhas celulares cancerígenas humanas com valores de IC50 significativamente inferiores ao da 

cisplatina [128].  

 

 

 

 

 

 

Figura 41 - Estrutura de alguns complexos de monociclopentadienilo de ruténio (II) com 

ligandos N,O-heterocíclicos (adaptado da referência [128]). 

 

1.2.2.4. Complexos polinucleares de ruténio(II)-areno  

De modo a melhorar as propriedades físico-químicas e biológicas dos complexos metálicos 

como agentes anticancerígenos, têm sido adoptadas diversas estratégias. Uma delas baseia-se na 

preparação de compostos polinucleares, ou seja, complexos que possuem mais do que um metal na sua 

constituição [114, 142]. A incorporação de metais afecta a carga geral, propriedades redox, cinética de 

hidrólise e a reactividade específica do composto final [142]. 

Os primeiros complexos polinucleares com actividade anticancerígena a serem desenvolvidos 

basearam-se no metal platina, posteriormente o conceito da multinuclearidade também foi aplicado 

para outros metais, incluindo o ruténio [109]. 

Os complexos polinucleares de ruténio(II)-areno têm surgido como possíveis candidatos a 

fármacos anticancerígenos e apresentam, em geral, actividade biológica superior aos análogos 

mononucleares [109]. Deste modo, derivados dinucleares, trinucleares, tetranucleares, hexanucleares 

e octanucleares (figura 42) encontram-se reportados na literatura com diferentes perfis de actividade e 

selectividade em diversas células cancerígenas [109, 114]. 
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Figura 42 - Exemplos de complexos polinucleares de ruténio(II)-areno [109]. 

 

1.3. Metalodendrímeros como agentes anticancerígenos  

O interesse crescente no desenho dos fármacos com metais na sua composição é acompanhado 

por certas limitações tais como a baixa solubilidade em água, toxicidade sistémica e entrega não 

específica nos tumores devido à reduzida selectividade [44].  

Apesar dos grandes avanços no desenho de pró-fármacos e ligandos, alguns inconvenientes 

subsistem [44]. De modo a fazer face a estas limitações, novos sistemas de entrega de fármacos têm 

vindo a ser desenvolvidos e implementados [44]. Idealmente, os sistemas de entrega não são tóxicos e 

apresentam características (e.g. propriedades de solubilização) que asseguram o transporte do fármaco 

ao local desejado. Esta estratégia previne uma antecipada eliminação e degradação in vivo do fármaco, 

que poderá ser desencadeada por interacções não específicas à medida que este circula no organismo. 

Até à data, os transportadores à escala nano (nanotransportadores, 10-9 m) parecem ser os sistemas 

mais avançados capazes de preencher estes requisitos [44]. 

Ao longo das últimas décadas, com o grande progresso da nanotecnologia, têm sido 

desenvolvidos diversos tipos de nanotransportadores, como é o caso dos lipossomas e dos dendrímeros 

[44, 143].  
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1.3.1. Dendrímeros como sistemas de entrega de fármacos 

Os dendrímeros (do grego “dendron” que significa “árvore ou ramo” e “meros” de “parte de”) 

são macromoléculas poliméricas sintéticas que apresentam uma estrutura hiperamificada, globular e 

bem definida com dimensões à escala nanométrica (10 – 9 m) [144-146].  

O primeiro composto semelhante a um dendrímero foi sintetizado em 1978 por Vӧglet et al. 

[147] tendo ficado conhecido como “moléculas em cascata” [145, 148]. No entanto, dificuldades nos 

procedimentos experimentais resultaram apenas em compostos de baixa geração. Apenas nos anos 80 

[148], dendrímeros de geração superior com estruturas bem definidas foram preparados por Newkome 

et al. [149] e Tomalia et al. [150]. 

A estrutura dendrítica baseia-se em três componentes básicos (figura 43) [151], nomeadamente 

um núcleo central multifuncional [151, 152], as camadas interiores (denominadas de “gerações”) 

constituídas por unidades repetidas que emanam do núcleo central [151, 152] e os grupos periféricos 

funcionais [148, 153]. Estes blocos de construção do dendrímero encontram-se ligados e interligados 

afectando a sua estrutura (e.g. tamanho, forma, flexibilidade e funcionalidade da periferia) pelo que 

podem ser optimizados para serem aplicados em diferentes campos, tais como na medicina, na 

electrónica e na biologia [151, 152, 154, 155]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 43 - Estrutura geral dos dendrímeros (adaptado da referência [144]). 

 

Apesar da existência de uma grande diversidade de dendrímeros, os mais comumente 

referenciados para possíveis aplicações biomédicas são os: poli(amidoamina) (PAMAM), ácido 

poli(2,2-bis(hidroximetil)propanóico (bis-MPA),  poli(propilenoimina) (PPI), poliéster (PGLSA-OH)  

e poli( L-lisina) (PLL) (figura 44) [148, 156].  
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Figura 44 - Estruturas químicas de alguns dos dendrímeros mais comumente utilizados na 

medicina (adaptado da referência [148]). 

 

A construção dos dendrímeros pode ser efectuada através de duas estratégias principais 

(figura 45), nomeadamente o método convergente (processa-se da periferia para o centro) e o método 

divergente (inicia-se do centro para a periferia) [36, 148, 153].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 45 - Representação esquemática das metodologias mais utilizadas para a preparação 

dos dendrímeros, nomeadamente a divergente e a convergente (adaptado da referência [144]). 
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1.3.1.1. Propriedades dos dendrímeros como sistemas de entrega 

Os dendrímeros têm demonstrado ser excelentes transportadores de fármacos devido às suas 

propriedades peculiares [146], a saber:  

i. capacidade de transportar quantidades superiores de fármaco através do seu encapsulamento 

nas cavidades internas ou através da conjugação covalente dos agentes terapêuticos à sua 

superfície [143, 156, 157];  

ii. possibilidade de prepará-los com número pré-definido de monómeros, ramos poliméricos e 

grupos funcionais [143, 154]; 

iii. possuem um grande número de grupos funcionais à superfície que aumentam 

exponencialmente em cada geração. Esta propriedade fornece uma superfície multifuncional, o que 

permite não só a rápida fixação de múltiplos agentes anticancerígenos como também aumenta as 

interacções entre o conjugado dendrímero-fármaco e os múltiplos receptores do alvo terapêutico, 

melhorando a sua selectividade [36, 158-160];  

iv. possuem uma baixa polidispersidade, ou seja, todos os dendrímeros apresentam uma massa 

molecular dentro de um intervalo estreito, o que torna o seu comportamento extremamente 

reprodutível [36]; 

v. capacidade de aumentar a solubilidade dos fármacos em meio aquoso [145], através do seu 

encapsulamento, contribuindo para uma maior eficiência do seu transporte e para a prevenção de 

interacções não específicas, reduzindo os efeitos secundários negativos do fármaco [143, 146]. 

A entrega dos fármacos mediada pelos dendrímeros pode ser efectuada de forma passiva ou 

activa. A estratégia passiva explora a acumulação preferencial dos dendrímeros nas células 

cancerígenas comparativamente às células saudáveis, o qual é promovido pelo efeito de 

“permeabilidade e retenção aumentada” (EPR sigla inglesa, Enhanced Permeability and 

Retention) [139, 158, 161]. Este fenómeno baseia-se no padrão patofisiológico da maioria dos tumores 

sólidos, os quais apresentam uma neovasculatura anormal com vasos finos permeáveis (constituído 

por poros com diâmetros compreendidos entre 100 a 1200 nm). Esta característica resulta de uma 

angiogénese intensiva nestas células, bem como na presença de um sistema de drenagem linfática 

ineficiente [36, 145, 162, 163]. Por conseguinte, nestes locais, poderá ocorrer um aumento na 

permeabilidade vascular, resultando na difusão passiva de moléculas de grandes dimensões (> 40 kDa) 

e favorecendo a sua retenção por períodos de tempo superiores [158, 164]. Nos tecidos saudáveis, a 

camada endotelial dos vasos sanguíneos possui poros com diâmetros tipicamente inferiores a 2 nm, os 

quais restringem a difusão das moléculas de maiores dimensões presentes no sistema circulatório [158, 

161, 164]. Deste modo, a concentração do fármaco no tumor pode ser 10 a 100 vezes superior à 
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quantidade presente no sangue, aumentado assim a disponibilidade do medicamento no local 

necessário e reduzindo os seus efeitos secundários [139, 159].  

Contudo, esta estratégia tem limitações significativas uma vez que o efeito EPR poderá não ser 

homogéneo em todos os casos [117, 163]. O microambiente do tecido cancerígeno (e.g. presença de 

uma matriz extensiva a circundar os tumores, elevada pressão de fluído intra tumoral [117]) poderá 

afectar a permeabilidade vascular de certas macromoléculas limitando deste modo a sua acumulação 

no local do tumor [165].  

Por outro lado, a estratégia de entrega activa do conjugado dendrímero-fármaco consiste na 

colocação à periferia da estrutura dendrítica de ligandos com afinidade específica (e.g. proteínas, 

ácidos nucleicos, vitaminas) para receptores sobreexpressos à superfície das células cancerígenas. Esta 

abordagem resulta na endocitose e internalização de todo o conjunto, favorecendo assim uma entrega 

mais direccionada do fármaco [157, 165].  

Todavia, a combinação destas abordagens de entrega, passiva e activa, permite não só um 

aumento na eficácia terapêutica mas também uma redução dos efeitos secundários [36]. 

 

1.3.2. Metalodendrímeros 

Os metalodendrímeros resultam da incorporação de metais na estrutura dos dendrímeros, a qual 

pode ser realizada em diferentes locais como ilustrado na figura 46 [159, 166]. Estas macromoléculas 

possuem propriedades que as tornam atractivas em diversas áreas como seja por exemplo na catálise, 

na medicina e na biologia [158]. 

 

 

Figura 46 - Representação esquemática de metalodendrímeros com fragmentos metálicos 

(representado pela letra M) em diversas posições [166].  
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O desenvolvimento de fármacos baseados em metalodendrímeros permite usufruir das 

vantagens dos dendrímeros puramente orgânicos como nanotransportadores e, das propriedades 

anticancerígenas dos complexos com metais de transição e dos compostos organometálicos [167]. 

Todavia, e como a seguir se refere existem poucos exemplos de metalodendrímeros reportados 

na literatura para o combate dos diferentes tipos de cancro [158, 159]. 

Os primeiros metalodendrímeros avaliados pelas suas propriedades anticancerígenas foram os 

funcionalizados com complexos de platina [159, 167], como é o caso do composto tetranuclear 

DAB(PA-trans-Pt-Cl)4. Este composto, sintetizado por Jansen et al. [168], consistiu no dendrímero de 

primeira geração [1,4-diaminobutanopoli(propilenoimina)] substituído perifericamente com 

fragmentos de trans-diaminocloroplatina  [159, 167, 168] (figura 47a). O composto DAB(PA-trans-

Pt-Cl)4 demonstrou uma acção anti-proliferativa moderada em duas linhas celulares leucémicas do 

rato, nomeadamente a L1210/0 (IC50 = 12,4 µM) e a L1210/2 (IC50 = 9,3 µM) e em diversas linhas 

celulares cancerígenas humanas, nomeadamente nas linhas celulares provenientes de adenocarcinoma 

da mama (MCF-7 e EVSA-T),  de adenocarcinoma do cólon (WIDR), de adenocarcinoma do ovário 

(IGROV), de melanoma (M19) e de carcinoma renal (A498) com valores de IC50 > 9 µM  [167, 168].   

Um outro exemplo é o metalodendrímero tetranuclear (m-4F-PtDMSO)4DAB(PA)4 , o qual se 

baseia na primeira geração do dendrímero PPI funcionalizado perifericamente com fragmentos 

metálicos de {1,2-bis(4-fluorofenil)etilenodiamina}platina(II) (figura 47b). Este composto 

demonstrou uma citotoxicade (IC50  = 5 µM) comparável com a cisplatina (IC50  = 2 µM) na linha 

celular de adenocarcinoma humano da mama (MCF-7) [158, 167].  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 47 - Metalodendrímeros com fórmula geral a) DAB(PA-trans-Pt-Cl)4 e  b) 

(m-4F-PtDMSO)4DAB(PA)4 [167]. 

 

Zhao et al. prepararam dois metalodendrímeros baseados na primeira geração de dendrímeros 

PAMAM, nomeadamente um composto tetranuclear de platina e um composto polinuclear de cobre 

(figura 48) [160, 167]. O metalodendrímero de platina apresentou um IC50 superior a 100 µM na linha 
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celular de leucemia linfoblástica aguda de células T (MOLT-4) e foi essencialmente inerte para a linha 

celular MCF-7. Os autores defenderam que esta eficácia mais reduzida deveu-se essencialmente à 

baixa solubilidade do composto. Por outro lado, o metalodendrímero de cobre apresentou um melhor 

perfil de citotoxicidade com valores de IC50 de 11,1 e 10,2 µM para as linhas celulares MOLT-4 e 

MCF-7, respectivamente. Este comportamento deveu-se ao aumento do número de complexos 

metálicos com CuCl2 coordenados ao dendrímero ou ao aumento das ligações cruzadas intercadeia 

entre o ADN e os fragmentos de cobre [167]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 48 - Metalodendrímeros funcionalizados com fragmentos metálicos de platina (a) e 

com entidades metálicas de cobre (b) [167]. 

 

Metalodendrímeros de platina (II) e paládio (II) baseados em dendrímeros de primeira (G1) e 

segunda (G2) geração de poliamida com terminações aminas aromáticas, [PAD-(NH2)n] (n = 6 para 

G1 e 12 para G2), foram também avaliados como possíveis agentes terapêuticos (figura 49a). Estes 

metalodendrímeros revelaram um efeito citotóxico moderado (complexo de PtG1, IC50 = 30 µM e 

complexo de PdG2, IC50 = 50 µM) comparativamente à cisplatina (IC50 = 2 µM) na linha celular MCF-7 

[167, 169].  

Robilotto et al. descreveram a síntese de metalodendrímeros funcionalizados à superfície com 

ouro (I). O metalodendrímero com apenas dois átomos de ouro (figura 49b) demonstrou ser citotóxico 

contra a linha celular fibroblástica de rato (3T3) e induzir apoptose a uma concentração de 1-10 µM 

num período de exposição de 6 horas [167, 170].  

Metalodendrímeros funcionalizados com tricarbonilciclopentadienilmetiltungsténio (figura 

49c) com fórmula geral [CpW(CO)3CH3]n-DAB-Am-n, onde n = 4, 8, 16 

(DAB-Am-n = diaminobutano-amina)  revelaram capacidade para clivar a dupla cadeia do ADN 

plasmídico [158, 171]. 
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Figura 49 - Metalodendrímeros funcionalizados com fragmentos metálicos de (a) M = platina 

ou paládio, (b) ouro e (c) tungsténio (c) [167]. 

 

Relativamente aos metalodendrímeros de ruténio, alguns exemplos baseados na estrutura 

dendrítica 1,4-diaminobutanopoli(propilenoimina) (DAB(PA)4) funcionalizada perifericamente com 

complexos organometálicos de ruténio(II)-areno foram publicados por Govender et al., 

nomeadamente: 

a) metalodendrímeros funcionalizados nas terminações da estrutura dendrítica com complexos 

de ruténio(II)-areno (areno = p-cimeno ou hexametilbenzeno) monodentados (figura 50) [106, 158, 

167]. Estes metalodendrímeros demonstraram uma actividade anticancerígena moderada (entre 

20 - 40 µM) relativamente à cisplatina (1,5 µM) contra a linha celular do cancro do ovário (A2780) 

[167]. Além disso foi observado uma correlação entre o tamanho do complexo e a citotoxicidade na 

linha celular A2780 [106, 158], sendo que os metalodendrímeros catiónicos com oito fragmentos 

metálicos foram os mais citotóxicos [158]; 
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Figura 50 - Estruturas dendríticas tetra e octonuclear funcionalizadas com quatro ou oito 

complexos ruténio(II)-areno, respectivamente [158]. 

 

b) dendrímeros coordenados perifericamente com complexos de N,N- e N,O-ruténio(II)-areno 

quelantes (areno = p-cimeno ou hexametilbenzeno) (figura 51) foram testados nas linhas celulares do 

cancro do ovário A2780 e A2780cisR (resistente à cisplatina) [106]. Estes dendrímeros também 

apresentaram uma correlação entre o tamanho do metalodendrímero e a sua citotoxicidade [106, 167].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 51 - Metalodendrímeros baseados na estrutura dendrítica de 

diaminobutanopoli(propilenoimina) funcionalizada com fragmentos N,N- ou N,O-ruténio(II)-areno 

(areno = p-cimeno ou hexametilbenzeno) [159]. 
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Para além disso, no geral, os metalodendrímeros funcionalizados com complexos quelantes de ruténio 

demonstraram uma actividade anticancerígena superior à dos metalodendrímeros com complexos 

monodentados de ruténio [106]; 

c)  metalodendrímeros catiónicos da primeira à quarta geração com complexos metálicos 

quelantes de N,O-ruténio(II)-areno-PTA (PTA=1,3,5-triaza-7-fosfatriciclo[3.3.1.1]decano), os quais 

encontram-se representados na figura 52. O perfil de citotoxicidade destes compostos nas células 

A2780 e A2780cisR demonstrou uma excelente correlação entre o tamanho do metalodendrímero e a 

actividade anti-proliferativa, onde os metalodendrímeros de 4ª geração foram os mais tóxicos. O 

ligando PTA parece melhorar as propriedades farmacológicas dos metalodendrímeros, conduzindo a 

uma maior citotoxicidade [159]. 

 

 

 

 

 

Figura 52 - Metalodendrímeros baseados no dendrímero 

1,4-diaminobutanopoli(propilenoimina) funcionalizado com fragmentos 

N,O-ruténio(II)-areno-PTA [159]. 

 

Apesar dos resultados promissores dos metalodendrímeros como agentes anticancerígenos, 

estudos sobre o mecanismo de acção destas nanoestruturas são necessários, pois permitirão 

eventualmente melhorar as suas propriedades farmacológicas [44]. Deste modo, é importante 

esclarecer, por exemplo, se o fragmento organometálico tem de se dissociar do dendrímero para ser 

activo ou se o metalodendrímero actua como única entidade terapêutica. Além disso, é importante 

prever o perfil de biodistribuição do metalodendrímero, ou seja, as interacções que este composto 

estabelece com os órgãos responsáveis pela eliminação de agentes estranhos uma vez que estas 

poderão comprometer a eficácia do agente terapêutico [44]. 

 

1.4. Objectivos do trabalho  

No presente trabalho pretendeu-se explorar o potencial anticancerígeno de metalodendrímeros 

catiónicos com complexos de ruténio (II) baseados em dendrímeros da primeira geração de 

poli(alquilideno imina) funcionalizados perifericamente com grupos nitrilo (figura 53). A presença dos 
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grupos nitrilo na estrutura dendrítica permite a estabilização de diferentes estados de oxidação de uma 

grande diversidade de metais de transição, incluindo o ruténio [172, 173]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 53 - Estrutura geral dos metalodendrímeros em estudo. 

 

Este tema surge na sequência do trabalho [172-175] desenvolvido pelo grupo de Investigação 

em Materiais Moleculares do Centro de Química da Madeira na preparação e caracterização 

físico-química deste tipo de metalodendrímeros associado com as seguintes características atractivas 

no campo medicina: 

i. devido à sua carga positiva, possuem a capacidade de interagir facilmente com a superfície 

da membrana celular, onde são captados por endocitose e alcançam o citoplasma e o núcleo num 

período de tempo reduzido [176]; 

ii. apresentam diversas vantagens relativamente aos dendrímeros de geração superiores tais 

como: a) requerem a utilização de técnicas de síntese e purificação menos exigentes com baixos custos 

de produção; b) apresentam um baixo nível de defeitos estruturais, mantendo o elevado grau de 

funcionalidade; c) possuem um tempo de circulação na corrente sanguínea reduzido e d) são facilmente 

eliminados por excreção renal [172]; 

De modo a alcançar a meta proposta traçaram-se os seguintes objectivos específicos: 

i.   preparar e caracterizar as estruturas dendríticas de poli(alquilideno imina) com grupos nitrilos 

periféricos; 

ii. sintetizar e caracterizar os complexos organometálicos de ruténio (II);  

iii. funcionalizar  os dendrímeros com os compostos de ruténio (II) e proceder à sua 

caracterização; 

iv. avaliar a citotoxicidade in vitro dos metalodendrímeros em diversas linhas celulares 

cancerígenas através do teste do brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 2 – Resultados e discussão 
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Capítulo 2 – Resultados e discussão  

O primeiro ponto do presente capítulo debruça-se sobre a preparação e caracterização dos 

complexos organometálicos de ruténio (II), das estruturas dendríticas e dos metalodendrímeros. O 

comportamento do complexo organometálico [(η5-C5H5)Ru(PPh3)2Cl] e da trifenilfosfina em 

DMSO-d6 e numa mistura de água deuterada (D2O) e DMSO-d6 é abordada no ponto 2.2. 

Por fim, o ponto 2.3 foca-se no efeito da exposição in vitro dos metalodendrímeros 

[{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(3)][CF3SO3]4 e [{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(6)][CF3SO3]4 em diversas linhas 

celulares. 

 

2.1. Preparação e caracterização dos compostos 

Na caracterização dos compostos foram utilizadas as seguintes técnicas: espectroscopia de 

ressonância magnética nuclear (RMN), a espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier 

(FT-IR), espectrometria de massa de tempo de voo (TOF-MS) e a análise elementar (AE). 

 

2.1.1. Preparação dos complexos organometálicos  

Os complexos de ruténio (II) que se pretenderam sintetizar foram o 

[(η6-p-cimeno)Ru(en)Cl][PF6] e o [(η6-p-cimeno)Ru(dppe)Cl][PF6]. No entanto, apenas o primeiro 

composto foi preparado com sucesso e em quantidade suficiente para ser utilizado na funcionalização 

dos dendrímeros de poli(alquilideno imina). Nos pontos seguintes são discutidos as metodologias 

adoptadas para a obtenção dos complexos organometálicos. 

  

2.1.1.1. Preparação do [(η6-p-cimeno)Ru(en)Cl][PF6] (1)  

 A preparação do complexo [(η6-p-cimeno)Ru(en)Cl][PF6] (1)  baseou-se nos procedimentos 

descritos por Morris et al. [177] e Smith et al. [178],  os quais consistem na reacção do dímero 

[(η6-p-cimeno)RuCl2]2 com o ligando etilenodiamina e o abstractor de cloreto hexafluorofosfato de 

sódio (NaPF6) em metanol (figura 54). 
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Figura 54 - Esquema geral da preparação do complexo [(η6-p-cimeno)Ru(en)Cl][PF6] (1). 

 

Esta reacção baseia-se no facto dos dímeros [(η6-areno)RuCl2]2 reagirem rapidamente com 

outros ligandos originando produtos mononucleares que retêm o ligando areno e incorporam o novo 

ligando na sua estrutura. A variação não só do ligando areno presente no dímero de Ru(II) bem como 

da natureza do ligando que irá ser introduzido permite a obtenção de diversos complexos mono arenos 

de Ru(II) [62, 178]. Esta reacção também é promovida pela polaridade do metanol que facilita a 

dissociação do ligando cloro [179]. A formação do complexo pretendido foi confirmada pelo espectro 

de 1H-RMN, o qual se encontra de acordo com o reportado na literatura [177, 178].  

Deste modo, no espectro de 1H-RMN do complexo [(η6-p-cimeno)Ru(en)Cl][PF6] (figura 55) 

observa-se a presença de dois dupletos localizados por volta dos 5,5 ppm, os quais confirmam a 

coordenação do anel aromático na estrutura do complexo uma vez que estes protões surgem a 7,0 ppm 

no ligando livre. Esta diferença no desvio químico entre o ligando coordenado e o livre deve-se à 

redução do efeito de desblindagem no anel aromático promovida pelo aumento da sua densidade 

electrónica devido as interacções do tipo π  que estabelece com o ruténio (II) [178, 180]. 

No caso da etilenodiamina, o padrão de divisão dos protões dos grupos metilo (NH2(CH2)2NH2) 

é indicativo da sua coordenação ao centro metálico. Deste modo, os dois multipletos que surgem por 

volta dos 2,3 ppm referem-se aos protões dos grupos metilo da etilenodiamina coordenada uma vez 

que estes quatro protões ocorrem na forma de um único singuleto no ligando livre. A etilenodiamina 

coordena-se ao ruténio sob a forma de quelato e sob o efeito de um ambiente assimétrico, pelo que a 

rotação da ligação C-C é impedida conduzindo a dois protões com orientações diferentes no complexo 

[178]. 
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Figura 55 - Espectro de 1H-RMN do complexo [(η6-p-cimeno)Ru(en)Cl][PF6] (1) em 

DMSO-d6 ((CD3)2SO). 

 

2.1.1.2. Preparação do [(η6-p-cimeno)Ru(dppe)Cl][PF6] (2) 

Para obter o complexo 2 seguiu-se as duas estratégias que se encontram esquematizadas na 

figura 56.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 56 - Esquematização das estratégias adoptadas para preparar o complexo 

[(η6-p-cimeno)Ru(dppe)Cl][PF6] (2) ou o [(η6-p-cimeno)Ru(dppe)Cl][Cl] (2b).  
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a) Estratégia 1 

Esta estratégia visou a preparação do composto [(η6-p-cimeno)Ru(dppe)Cl][PF6] segundo a 

metodologia reportada por Jensen et al. [181], a qual consiste na obtenção do intermediário 

[(η6-p-cimeno)Ru(NCCH3)2Cl][PF6] (2a) através da substituição dos ligandos de cloro presentes na 

ponte do dímero [(η6-p-cimeno)RuCl2]2 pelo acetonitrilo. Posteriormente, procede-se à substituição 

dos ligandos acetonitrilo do intermediário pelo composto 1,2-bis(difenilfosfino)etano (dppe) 

obtendo-se o complexo pretendido. 

No entanto, apenas foi possível ensaiar o primeiro passo reaccional uma vez que, segundo o 

espectro de 1H-RMN (figura 57), obteve-se uma mistura com o material de partida 

[(η6-p-cimeno)RuCl2]2  (presente em grande quantidade) e um outro composto. Pensa-se que este 

último seja o [(η6-p-cimeno)Ru(NCCH3)2Cl][PF6] uma vez que, segundo o espectro de FT-IR  

(figura I.I  - anexo I), visualiza-se a presença de duas bandas a 2325 e 2304 cm-1 que poderão 

corresponder à vibração do nitrilo (CN) [181]. Além disso, a banda presente aos 836 cm-1 poderá advir 

da vibração do [PF6]
- como contra-ião. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 57 - Espectro de 1H-RMN da mistura obtida na preparação do complexo 

[(η6-p-cimeno)Ru(NCCH3)2Cl][PF6] (2a) em CDCl3. 
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De modo a isolar o novo composto, ensaiou-se uma precipitação em diclorometano e éter. No 

entanto, o espectro de 1H-RMN (figura 58) do produto precipitado indicou a presença do material de 

partida em excesso pelo que poderá ter ocorrido a reversão da reacção promovida pelo diclorometano, 

o qual constitui uma boa fonte de cloro. Por conseguinte, sugere-se a repetição da reacção com um 

abstractor de cloreto mais forte. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 58 - Espectro de 1H-RMN do produto resultante da precipitação com o sistema de 

solventes diclorometano/éter, em CDCl3. 

 

b) Estratégia 2 

Face aos resultados obtidos na estratégia anterior optou-se por ensaiar a síntese do complexo 

[(η6-p-cimeno)Ru(dppe)Cl] com o contra-ião [Cl]-. Para o efeito, utilizou-se o procedimento descrito 

por Daguenet e Dyson [182], o qual envolve a clivagem da ponte de hidrogénio do composto 

[(η6-p-cimeno)RuCl2]2 directamente com a bis(difenilfosfino)etano (dppe) em etanol e sob refluxo 

(estratégia 2, figura 56).  

No espectro de 1H-RMN do composto [(η6-p-cimeno)Ru(dppe)Cl][Cl] (2b, figura 59), 

evidencia-se a presença de três multipletos entre os 7,7 e 7,3 ppm correspondentes aos protões dos 

anéis da dppe coordenada.  No caso dos protões metilénicos da dppe, estes surgem como dois sinais 

largos situados a 2,96 e 2,49 ppm.  
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É de notar que após a coordenação da dppe ao centro metálico de ruténio, os sinais dos protões 

no anel p-cimeno surgem como dois conjuntos de dupletos a 6,23 e a 6,08 ppm, encontrando-se 

desblindados comparativamente com os do [(η6-p-cimeno)RuCl2]2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 59 - Espectro de 1H-RMN do composto [(η6-p-cimeno)Ru(dppe)Cl][Cl] (2b) em 

CDCl3. 

 

Relativamente ao espectro de 31P-RMN, a presença de um único singuleto, a 70,91 ppm, é 

atribuído aos dois atómos de fósforo equivalentes do ligando dppe (figura 60).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 60 - Espectro de 31P-RMN do complexo [(η6-p-cimeno)Ru(dppe)Cl]Cl (2b) em CDCl3. 
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Apesar de se ter obtido o complexo [(η6-p-cimeno)Ru(dppe)Cl][Cl], a quantidade obtida de 

produto não foi suficiente para a continuação do trabalho. Segundo o reportado na literatura, o 

procedimento adoptado conduz à formação do produto secundário [RuCl2(dppe)2], conduzindo a um 

rendimento de 50%. Assim, sugere-se a repetição deste procedimento com a alteração da temperatura 

da mistura reaccional, ou seja, optar por utilizar 50ºC ao invés do refluxo de modo a prevenir a perda 

do anel de p-cimeno como proposto por Daguenet et al. na referência [183], onde o rendimento 

reportado é de 73%. Uma outra sugestão seria a preparação do [(η6-p-cimeno)Ru(dppe)Cl][PF6], num 

único passo, através do procedimento publicado por Hodson e Simpson [184].  

 

2.1.2. Preparação dos dendrímeros   

Os dendrímeros utilizados foram o N,N,N’,N’-[tetraquis(cianoetil)hexametilenodiamina] (3), o 

N,N,N’,N’-[tetraquis(terc-butilpropanoato)hexametilenodiamina] (4), o 

N,N,N’,N’-[tetraquis(propanol)hexametilenodiamina] (5) e o  

N,N,N’,N’-[tetraquis(cianoetoxipropil)hexametilenodiamina] (6).  A construção destes dendrímeros 

foi baseada na metodologia desenvolvida no grupo de investigação em Materiais Moleculares do 

Centro de Química da Madeira (MMRG) [172, 174, 175]. No desenvolvimento do presente projecto 

apenas as sínteses dos compostos 5 e 6 foram ensaiadas, as quais se encontram seguidamente descritas. 

 

2.1.2.1. Preparação do [N≡C(CH2)2O(CH2)3]2N(CH2)6N[(CH2)3O(CH2)2C≡N]2 (6) 

A preparação do dendrímero 6 foi baseada em duas reacções, nomeadamente a redução de um 

éster e a O-alquilação do tetrol por adição de Michael (figura 61). 

 

 

 

Figura 61 - Esquema geral para a preparação do dendrímero 

[N≡C(CH2)2O(CH2)3]2N(CH2)6N[(CH2)3O(CH2)2C≡N]2 (6), onde a) redução do éster 4 e b) 

O-alquilação do tetrol 5. 
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2.1.2.1.1. Redução do éster [OtBu(C=O)(CH2)2]2N(CH2)6N[(CH2)2(C=O)OtBu]2 (4) a 

[OH(CH2)3]2N(CH2)6N[(CH2)3OH]2 (5)  

A redução do éster [OtBu(C=O)(CH2)2]2N(CH2)6N[(CH2)2(C=O)OtBu]2 no álcool 

[OH(CH2)3]2N(CH2)6N[(CH2)3OH]2 (figura 61a) foi executada com o agente redutor hidreto de 

alumínio e lítio (LiAlH4).  

Esta reacção consiste numa substituição acílica nucleofílica seguida de uma adição nucleofílica 

(figura 62). Deste modo, primeiramente ocorre a adição de um ião hidreto, proveniente do agente 

redutor LiAlH4, no grupo carbonilo do éster com formação de um intermediário aniónico tetraédrico. 

Este intermediário complexa com o hidreto de alumínio, na forma AlH3, conduzindo à perda do grupo 

abandonante sob a forma de alcóxido (OR-), e à regeneração do grupo carbonilo com formação de um 

aldeído [185]. Atendendo que o aldeído é extremamente instável, este reage rapidamente com o 

alcóxido de alumínio AlH3ORLi, resultante da complexação do LiAlH3 com o grupo OR-, ou com o 

agente redutor LiAlH4. Por conseguinte, ocorre uma adição nucleofílica de um segundo ião hidreto no 

carbonilo do aldeído, originando-se um composto tetraédrico. Por fim, o tratamento deste 

intermediário com uma fonte de protões (e.g. H2O) gera dois álcoois, resultante da protonação do grupo 

acilo e do grupo abandonante [185-187]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 62 - Mecanismo da redução de um éster em dois álcoois (adaptado das referências [185, 

188]). 

 

O espectro de 1H-RMN do tetrol [OH(CH2)3]2N(CH2)6N[(CH2)3OH]2  (figura 63) 

comparativamente ao éster 4 apresenta, como esperado, alterações nos protões das terminações 

dendríticas [175].  Deste modo, observa-se o surgimento de um singuleto largo referente ao grupo 
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funcional OH e um tripleto a 3,71 ppm relativo aos protões do CH2CH2CH2OH bem como a blindagem 

dos protões dos carbonos adjacentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 63 - Espectro do 1H-RMN do composto [OH(CH2)3]2N(CH2)6N[(CH2)3OH]2 (5), em 

CDCl3. 

 

2.1.2.1.2.  O-alquilação, por adição de Michael, do [OH(CH2)3]2N(CH2)6N[(CH2)3OH]2 (5) a  

[N≡C(CH2)2O(CH2)3]2N(CH2)6N[(CH2)3O(CH2)2C≡N]2 (6)  

A segunda reacção para a obtenção da estrutura dendrítica 6 foi processada através de uma 

O-alquilação, por reacção de Michael, dos grupos hidroxilo do composto 5 com o acrilonitrilo, na 

presença da base NaOH. A reacção de Michael consiste na adição de um nucleófilo, denominado de 

“doador de Michael”, num alceno activado por um grupo electroextractor forte, o “aceitador de 

Michael” (electrófilo), originando o “aducto de Michael” [189, 190]. Neste caso o “doador de Michael” 

é o tetrol e o acrilonitrilo é o “aceitador de Michael”. É de referir que o grupo nitrilo é um extractor de 

electrões forte, pelo que o carbono β do acrilonitrilo é relativamente positivo e a porção do nitrilo da 

molécula é relativamente negativa. Por esta razão, o nucleófilo ataca a posição β da molécula do 

acrilonitrilo [191]. O mecanismo geral simplificado da O-alquilação do álcool com acrilonitrilo 

encontra-se esquematizado na figura 64.  
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Figura 64 - Mecanismo geral da adição de Michael (adaptado da referência [192]). 

 

Deste modo, a reacção inicia-se com remoção dos hidrogénios lábeis do dendrímero 5 pela base 

NaOH (catalisador), formando-se um intermediário, o anião alcóxido (agente nucleofílico, “doador de 

Michael”) [193]. Este, por sua vez, ataca a dupla ligação do acrilonitrilo produzindo um anião 

diferente. A protonação deste anião origina o dendrímero 6 e a regeneração da base (NaOH) [190]. 

Pela análise do espectro de 1H-RMN do composto bruto (figura 65) observa-se o aparecimento 

de dois novos picos, nomeadamente um tripleto a 3,63 ppm relativo aos protões OCH2CH2CN e um 

outro tripleto a 2,47 ppm atribuído aos protões OCH2CH2CN, confirmando o crescimento do 

dendrímero. No entanto, a completa purificação do composto ainda não foi atingida no presente 

trabalho (figura 65).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 65 - Espectros de 1H-RMN do produto 

[N≡C(CH2)2O(CH2)3]2N(CH2)6N[(CH2)3O(CH2)2C≡N]2 (6) antes e após purificação em CDCl3. 

 

Sugere-se a purificação da mistura bruta através da cromatografia em coluna, utilizando para o 

efeito alumina neutra com a eluição em CHCl3/MeOH como reportado nas referências [194, 195]. De 
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referir que alguns dos produtos secundários surgem devido ao excesso de acrilonitrilo, tais como o 

composto 2-cianoetil éter (N≡C(CH2)2O(CH2)2C≡N) e polímeros intractáveis [194]. 

Por conseguinte, dendrímero 6 utilizado na preparação dos metalodendrímeros e nos ensaios 

de citotoxicidade corresponde ao preparado pelo aluno de doutoramento Manuel Jardim, elemento do 

Grupo de Materiais do CQM. 

 

2.1.3. Preparação dos metalodendrímeros 

A síntese dos metalodendrímeros com fórmula [{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(3 ou 6)][PF6]4  

encontram-se reportados na literatura por Jardim et al. [175].  No entanto, é importante salientar que, 

no corrente trabalho, uma estratégia alternativa foi seguida para a preparação destes 

metalodendrímeros. Deste modo, aqui reporta-se a utilização do agente abstractor de cloreto 

trifluorometanosulfonato de prata (AgCF3SO3) em vez do hexafluorofosfato de tálio (TlPF6) utilizado 

no procedimento publicado na literatura. Esta estratégia é mais indicada uma vez que a presença de 

resíduos de tálio, após o processo de purificação, no metalodendrímero limita a avaliação 

anticancerígena deste durante os ensaios biológicos. 

Para além da funcionalização dos dendrímeros [N≡C(CH2)2]2N(CH2)6N[(CH2)2C≡N]2 (3) e 

[N≡C(CH2)2O(CH2)3]2N(CH2)6N[(CH2)3O(CH2)2C≡N]2  (6) com o complexo 

[(η5-C5H5)Ru(PPh3)2Cl],  ensaiou-se  a coordenação destas estruturas dendríticas com o complexo 

[(η6-p-cimeno)Ru(en)Cl][PF6].  

Os resultados da funcionalização dos dendrímeros de poli(alquilideno imina) com os 

complexos organometálicos de ruténio são referidos nos pontos seguintes, sendo que os procedimentos 

seguidos assentam no trabalho desenvolvido pelo grupo de MMRG do CQM [172, 174, 175]. 

De salientar que os metalodendrímero 7 e 8 apresentam uma estabilidade moderada em 

solventes orgânicos, a qual é acentuada nos solventes halogenados, impossibilitando a aquisição do 

espectro de 13C-RMN para estes compostos.  

   

2.1.3.1. Preparação do [{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(3)][CF3SO3]4 (7) 

O metalodendrímero [{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(3)][CF3SO3]4  foi obtido através da reacção, à 

temperatura ambiente,  de 1 equivalente do dendrímero [N≡C(CH2)2]2N(CH2)6N[(CH2)2C≡N]2 (3),  

com 4,1 equivalentes do complexo organometálico [(η5-C5H5)Ru(PPh3)2Cl] e 5,4 equivalentes de 

AgCF3SO3 em metanol (figura 66). O metalodendrímero resultante foi isolado por precipitação em 

diclorometano/éter etílico, obtendo-se um pó verde. O rendimento da reacção foi reduzido, cerca de 

35%, provavelmente devido à decomposição do composto em diclorometano. 
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Figura 66 - Esquema geral da preparação do metalodendrímero 

[{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(3)][CF3SO3]4 (7). 

 

De acordo com espectro de 1H-RMN (figura 67) observa-se a presença de um único singuleto 

a 4,48 ppm relativo à ressonância dos protões do ligando ciclopentadienilo, indicando que estes são 

equivalentes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 67 - Espectro de 1H-RMN do metalodendrímero [{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(3)][CF3SO3]4 

(7) em CDCl3.  

  

Além disso, o sinal a 4,48 ppm surge desblindado relativamente ao sinal resultante da 

ressonância dos protões do ciclopentadienilo do produto de partida [(η5-C5H5)Ru(PPh3)2Cl] com um 
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desvio químico de 0,38 ppm. Por outro lado, os protões dos anéis aromáticos da trifenilfosfina bem 

como os protões alifáticos do dendrímero sofreram um efeito de blindagem comparativamente aos 

respectivos análogos livres (antes da coordenação).  

O espectro de 31P-RMN (figura 68) também apresenta um único singuleto a 41,89 ppm 

confirmando a equivalência dos atómos de fósforo do ligando fosfina, surgindo desblindado 

relativamente ao complexo de ruténio descoordenado que surge a 38,83 ppm.  

 

 

 

 

 

Figura 68 - Espectro de 31P-RMN do metalodendrímero 

[{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(3)][CF3SO3]4 (7) em CDCl3. 

 

Deste modo, a presença de um único sinal do protão para o ligando ciclopentadienilo e de um 

único pico para os atómos de fósforo do ligando PPh3 indica que os fragmentos de ruténio 

encontram-se coordenados de forma simétrica (equivalente) nas terminações dendríticas, confirmando 

a tetracoordenação. 

O espectro de 19F-RMN (figura 69) apresenta um singuleto a - 81,78 ppm atribuído ao átomos 

de fluór provenientes do [CF3SO3]
- como contra-ião. 

 

 

 

 

 

Figura 69 - Espectro de 19F-RMN do metalodendrímero 

[{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(3)][CF3SO3]4 (7) em CDCl3. 
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Relativamente ao espectro de FT-IR do metalodendrímero 7 (figura I.II do anexo I), observa-se 

a presença da banda a 2271 cm-1 relativa ao nitrilo coordenado confirmando a funcionalização 

completa do dendrímero 3. Neste espectro também se visualiza a banda de vibração característica do 

contra-ião [CF3SO3]
 -, nomeadamente a 1274 cm-1. 

O estudo do metalodendrímero 7 por espectrometria de massa, também confirmou a 

tetracoordenação do dendrímero 3 devido à presença do padrão de fragmentação consistente com a 

perda de dois contra-iões, a m/z = 1694,5096 ([M-2CF3SO3]
2+) e de três contra-iões, a  

m/z  = 1081,0131 ([M-3CF3SO3]
3+),  figura I.III do anexo I. 

Os dados obtidos da análise elementar encontram-se registados na tabela 2. Note-se que os 

valores teóricos foram calculados tendo em conta a adição de moléculas de diclorometano uma vez 

que se observa a sua presença no espectro de 1H-RMN do composto (figura 67). Esta situação surge 

devido ao isolamento do composto por precipitação ocorrendo a inclusão de moléculas de solvente na 

sua estrutura dendrítica. 

 

Tabela 2 - Valores teóricos e experimentais das percentagens de C, H e N obtidos para o 

metalodendrímero 7. 

 

 

 

 

 

 

Pela análise elementar observa-se que os valores teóricos apresentam uma excelente 

concordância com os valores experimentais, confirmando a pureza do composto 7. 

 

2.1.3.2. Preparação do [{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(6)][CF3SO3]4 (8) 

A mistura de um 1 equivalente de dendrímero 6 com 4,7 equivalentes de 

[(η5-C5H5)Ru(PPh3)2Cl] e 4,9 equivalentes de AgCF3SO3, em metanol, permitiu obter o 

metalodendrímero 8  (figura 70). O produto foi purificado por precipitação em diclorometano/éter 

obtendo-se um pó verde com cerca de 25% de rendimento. O rendimento reduzido encontra-se 

associado à sua instabilidade em solventes halogenados, decompondo-se rapidamente. 
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Figura 70 - Esquema geral da preparação do metalodendrímero 

[{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(6)][CF3SO3]4 (8). 

 

No espectro de 1H-RMN do metalodendrímero 8, os protões do ciclopentadienilo coordenado 

surgem como um singuleto a 4,44 ppm e desblindado comparativamente aos protões do complexo de 

ruténio [{(η5-C5H5)Ru(PPh3)2Cl]. Os protões alifáticos do core dendrítico encontram-se como picos 

largos e desblindados comparativamente ao composto inicial (figura 71).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 71 - Espectro de 1H-RMN do metalodendrímero 

[{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(6)][CF3SO3]4 (8) em CDCl3.  
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De acordo com o espectro de 31P-RMN (figura 72), o pico a 41,60 ppm refere-se aos atómos 

de fósforo dos ligandos PPh3, surgindo desblindado relativamente ao complexo análogo de partida.  

 

Figura 72 - Espectro de 31P-RMN do metalodendrímero 

[{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(6)][CF3SO3]4 (8) em CDCl3. 

 

Deste modo, os dados de 1H- e 31P-RMN indicam a equivalência de todas as entidades de 

ruténio coordenadas ao dendrímero 6 pelo que a funcionalização completa foi alcançada. No caso do 

espectro de 19F-RMN (figura 73) do composto 8, visualiza-se um singuleto a - 81,95 ppm 

correspondente ao contra-ião [CF3SO3]
-.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 73 - Espectro de 19F-RMN do metalodendrímero 

[{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(6)][CF3SO3]4 (8) em CDCl3. 
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No espectro de FT-IR para o composto 8 (figura I.IV - anexo I), observa-se uma banda a 2269 

cm-1 relativo à vibração do nitrilo coordenado ao centro metálico, confimando a funcionalização 

completa uma vez que não se visualiza a vibração do nitrilo livre. As bandas de vibração características 

do contra-ião [CF3SO3]
- foram identificadas a  1286 e 697 cm-1.  

A funcionalização completa do dendrímero 6 com as entidades de ruténio também foi suportada 

pela espectrometria de massa. Deste modo, no espectro de MS (figura I.V - anexo I) detectou-se a 

distribuição isotópica esperada para o [M-2CF3SO3]
2+, a m/z = 1810,9692 e para o [M-3CF3SO3]

3+ a 

m/z = 1157,9568. 

Relativamente a análise elementar do metalodendrímero, foi necessário também determinar os 

valores teóricos tendo em conta a presença de diclorometano. Este é visível através do espectro de 

1H-RMN a 5,30 ppm (figura 71). 

 

Tabela 3 - Valores teóricos e experimentais das percentagens de C, H e N obtidos para o 

metalodendrímero 8. 

 

 

 

 

Por conseguinte, observa-se na tabela 3 que os valores teóricos (incluindo 3 moléculas de 

DCM) e os valores experimentais das percentagens atómicas do comporto 8 apresentam uma 

concordância elevada indicativo da pureza da amostra.  

 

2.1.3.3. Preparação do [{(η6-p-cimeno)(en)Ru}4(3)][PF6]8 (9) 

 A síntese do composto 9 foi ensaiada através da mistura de 1 equivalente de dendrímero 3, 4,1 

equivalentes de [(η6-p-cimeno)Ru(en)Cl][PF6] e 10,2 equivalentes de NH4PF6 em metanol (figura 74). 

 

Figura 74 - Esquema geral da preparação do metalodendrímero 

[{(η6-p-cimeno)(en)Ru}4(3)][PF6]8 (9). 
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De acordo com o espectro de 1H-RMN obtido (figura 75), após a reacção de funcionalização, 

não se observa alterações nos desvios químicos dos protões do complexo de ruténio. No caso da 

ressonância dos protões do dendrímero 3, estes surgem como picos de baixa intensidade dificultando 

a sua identificação. No espectro de 31P-RMN (figura 76) visualiza-se um multipleto a -144,19 ppm 

referente ao átomo de fósforo do contra-ião [PF6]
-. No entanto, tais dados não foram suficientes para 

confirmar a funcionalização completa por RMN. 

Por outro lado, de acordo com o espectro de FT-IR (figura I.VI - anexo I), observou-se uma 

banda a 2244 cm-1 relativa à vibração do ligando livre e uma outra banda a 835 cm-1 correspondente à 

vibração do [PF6]
-. 

Por fim, os dados obtidos por espectrometria de massa (MS) confirmaram a funcionalização 

incompleta do dendrímero 3. Assim, no espectro de MS apenas identificou-se o padrão isotópico 

referente à coordenação de um dos braços do dendrímero com um complexo organometálico 

(figura 77). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 75 - Espectro de 1H-RMN do composto obtido na tentativa de preparação do 

metalodendrímero [{(η6-p-cimeno)(en)Ru}4(3)][PF6]8 (9) em DMSO-d6 ((CD3)2SO).  
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Figura 76 - Espectro de 31P-RMN do composto obtido na tentativa de preparação do composto 

[{(η6-p-cimeno)(en)Ru}4(3)][PF6]8 (9) em DMSO-d6 ((CD3)2SO).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 77 - Espectro de massa do dendrímero 3 com apenas um grupo nitrilo funcionalizado 

com o complexo [(η6-p-cimeno)Ru(en)]+. 

 

2.1.3.4. Preparação do [{(η6-p-cimeno)(en)Ru}4(6)][PF6]8 (10) 

A síntese do composto 10 foi ensaiada através da mistura de 1 equivalente do composto 6 com 

4,5 equivalentes do complexo [(η6-p-cimeno)Ru(en)Cl][PF6] e 4,5 equivalente de NH4PF6 em metanol  

(figura 78).  



78 
 

 

 

Figura 78 - Esquema geral da preparação do metalodendrímero 

[{(η6-p-cimeno)(en)Ru}4(6)][PF6]8 (10). 

 

Desta reacção obteve-se uns cristais laranja que foram caracterizados por RMN e FT-IR. De 

acordo com o 1H-RMN (figura 79), não se observaram diferenças no desvio químico dos protões do 

produto relativamente aos protões do complexo de partida, sugerindo a não coordenação do complexo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 79 - Espectro de 1H-RMN obtido do composto proveniente da tentativa de preparação 

do metalodendrímero [{(η6-p-cimeno)(en)Ru}4(6)][PF6]8 (10) em DMSO-d6 ((CD3)2SO).  
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A análise por FT-IR (figura I.VII - anexo I) indicou a presença de uma banda a 2254 cm-1 que 

corresponde à zona de vibração do nitrilo descoordenado. Deste modo, a funcionalização do 

dendrímero 6 com o complexo Ru(η6-p-cimeno)Cl(en)][PF6] não foi alcançada. 

 

2.2. Estabilidade dos metalodendrímeros  

O conhecimento da estabilidade dos potenciais fármacos e da identidade dos produtos 

resultantes da sua degradação é fundamental na optimização do seu efeito terapêutico [113, 172, 196].  

O grupo MMRG do CQM reportou a estabilidade, ao longo do tempo, dos metalodendrímeros 

[{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(3)][PF6]4
 (11) e [{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(6)][PF6]4 (12)  com o contra-ião 

[PF6]
- em dimetilsulfóxido deuterado (DMSO-d6) através da técnica de espectroscopia de 31P-RMN 

(figura 80) [172].  

 

 

Figura 80 - Espectros de 31P-RMN dos metalodendrímeros [{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(3 ou 

6)][PF6]4 (11 ou 12), em DMSO-d6, a 25ºC e sua evolução ao longo de diferentes períodos de incubação 

a 37ºC [172].  
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Para este efeito, soluções de cada um dos metalodendrímeros foram preparadas em DMSO-d6, 

a uma concentração de 0,019 mg/µL e a 25ºC, e os respectivos espectros de 31P-RMN foram traçados. 

Posteriormente, estas soluções foram incubadas num banho de água a 37ºC e a estabilidade das mesmas 

foi monitorizada ao longo de diferentes períodos de tempo por RMN. Segundo os espectros de 

31P-RMN, após 25 minutos de incubação a 37ºC, ambos os metalodendrímeros demonstraram ser 

instáveis em DMSO-d6. Este comportamento foi visível pela redução do pico característico da 

ressonância dos átomos de fósforo provenientes do fragmento [(η5-C5H5)Ru(PPh3)2]
+ coordenado e 

pelo surgimento de um novo pico, a 37 ppm. Ao fim de cerca de 4 horas, observou-se que a 

decomposição dos metalodendrímeros ocorreu quase na totalidade. 

De modo a identificar, por espectroscopia de RMN, o produto resultante da decomposição dos 

metalodendrímeros funcionalizados com [(η5-C5H5)Ru(PPh3)2]
+ em DMSO-d6 e a prever o seu 

comportamento em meio fisiológico, optou-se por traçar não só os espectros de 31P-RMN, a 25ºC,  

para o complexo organometálico [(η5-C5H5)Ru(PPh3)2Cl], em DMSO-d6 e numa mistura de 

DMSO-d6/D2O (figura 81),  bem como da trifenilfosfina, em DMSO-d6/D2O (figura 82). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 81 - Espectros de 31P-RMN do complexo [(η5-C5H5)Ru(PPh3)2Cl] a) em DMSO-d6, b) 

numa mistura de DMSO-d6/D2O c) após 16 horas numa mistura de DMSO-d6/D2O (o pico 

aos - 0,00 ppm corresponde ao sinal do ácido fosfórico, H3PO3, utilizado como referência externa) e 

d) após 32 horas numa mistura de DMSO-d6/D2O.  
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No que diz respeito ao espectro de 31P-RMN do complexo [(η5-C5H5)Ru(PPh3)2Cl] em 

DMSO-d6, observou-se a presença de um pico localizado a 38,71 ppm referente aos átomos de fósforo 

dos ligandos de trifenilfosfina coordenados (figura 81a). A adição de água deuterada à solução anterior 

conduziu à formação imediata de uma suspensão, a qual apresentou um pico de baixa intensidade a 

38,26 ppm, atribuído ao composto inicial, e um pico novo de maior intensidade a 36,25 ppm indicativo 

da decomposição do complexo organometálico (figura 81b). Após 16 horas, verificou-se o 

desaparecimento da suspensão inicial e a presença de um único pico no espectro de 31P-RMN a 

36,78 ppm (figura 81c). Este pico manteve-se na mesma zona do espectro, a 36,21 ppm, ao fim de 

32 horas (figura 81d).  

O produto resultante da decomposição do complexo organometálico [(η5-C5H5)Ru(PPh3)2Cl] 

em DMSO-d6/D2O a aproximadamente a 36 ppm (figuras 81b,c,d),  não corresponde à perda dos 

ligandos PPh3 uma vez que a ressonância dos atómos de fósforo da PPh3 descoordenada ocorre 

a  - 6,85 ppm (figura 82). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 82 - Espectro de 31P-RMN da trifenilfosfina numa mistura de DMSO-d6/D2O. 

 

Provavelmente, a decomposição do complexo organometálico [(η5-C5H5)Ru(PPh3)2Cl] é 

mediada pela substituição do ligando cloro por uma molécula de água ou de DMSO, formando-se 

assim os complexos [(η5-C5H5)Ru(PPh3)2(OH2)]Cl ou [(η5-C5H5)Ru(PPh3)2(DMSO)]Cl.  
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Face aos resultados obtidos para o complexo [(η5-C5H5)Ru(PPh3)2Cl] em DMSO-d6/D2O 

(figura 81b,c,d), defende-se que o produto resultante da degradação dos metalodendrímeros 

[{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(3 ou 6)][PF6]4 (11 ou 12) em DMSO-d6  (figura 80) poderá corresponder à 

libertação do fragmento organometálico [(η5-C5H5)Ru(PPh3)2]
+, o qual poderá ter sido mediado pela 

introdução de uma molécula de DMSO ou de H2O (presente em quantidade residual no solvente 

DMSO).  

 De referir que estudos espectroscópicos de 1H-RMN demonstraram que os complexos de 

ruténio, com fórmula geral [(η6-areno)RuCl2(L)] (onde L = diferentes ligandos N-heterocíclicos), 

quando dissolvidos em DMSO, ocorre a permuta do ligando L com o DMSO (figura 83) [197].  

 

 

 

Figura 83 - Esquematização da dissociação do complexo [(η6-p-cimeno)RuCl2(L)] em DMSO, 

onde L = diferentes ligandos N-heterocíclicos [197]. 

 

Dado que os metalodendrímeros em estudo decompõem-se num curto período de tempo, é 

crítico o estudo do seu mecanismo de degradação e o isolamento e caracterização dos produtos 

resultantes deste processo visto que estas entidades poderão estar envolvidas na actividade 

biológica/anticancerígena. Por conseguinte, sugere-se um estudo mais aprofundado do comportamento 

dos metalodendrímeros [{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(3 ou 6)] e do complexo monometálico de 

[(η5-C5H5)Ru(PPh3)2Cl] não só nas condições analisadas (100% de DMSO-d6 e em DMSO-d6/D2O), 

bem como em soluções representativas das condições presentes nos fluidos biológicos (e.g. diferentes 

concentrações de NaCl e de valores de pH). Estes estudos irão permitir o conhecimento da(s) 

identidade(s) que alcança(m) as células e a optimização da reactividade química dos 

metalodendrímeros em solução. 

 

2.3. Avaliação da actividade biológica in vitro  

O potencial anticancerígeno dos metalodendrímeros [{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(3)][CF3SO4] e 

[{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(6)][CF3SO4] foi avaliado in vitro nas linhas cancerígenas humanas Caco-2 
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(adenocarcinoma colorrectal), CAL-72 (osteossarcoma), MCF-7 (adenocarcinoma da mama), A2780 

(carcinoma do ovário) e A2780cisR (carcinoma do ovário, resistente à cisplatina).  Para além destas 

células, estudou-se também a citotoxicidade dos compostos em células saudáveis, nomeadamente em 

células estaminais mesenquimais humanas (MSCs). 

Na determinação do efeito da exposição dos compostos nas linhas celulares referidas, 

utilizou-se o ensaio do brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT). Este teste 

colorimétrico é utilizado frequentemente na determinação da viabilidade celular e baseia-se na redução 

do sal amarelo de tetrazólio (MTT), pela enzima mitocondrial desidrogenase succínica das células 

viáveis, em cristais de formazano de cor azul-púrpura (figura 84). Estes cristais são solubilizados 

(e.g. DMSO) e quantificados por espectrofotometria, onde a absorvância registada é directamente 

proporcional à concentração de formazano produzida e que, por sua vez, é directamente proporcional 

ao número de células metabolicamente activas [198, 199]. 

 

 

 

 

 

 

Figura 84 - Representação esquemática da conversão do MTT em formazano (adaptado da 

referência [200]). 

 

Para fins comparativos, para além da exposição dos metalodendrímeros 7 e 8 determinou-se, 

também, o efeito da exposição in vitro dos dendrímeros 3 e 6, do complexo monometálico 

[(η5-C5H5)Ru(PPh3)2Cl], da trifenilfosfina e da cisplatina na proliferação das linhas celulares 

anteriormente referidas. Assim, na tabela 4 encontram-se discriminados os compostos testados e as 

respectivas designações adoptadas nos resultados de citoxicidade. 
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Tabela 4 - Fórmula molecular dos compostos testados e respectivas identificações usadas nos 

ensaios de citotoxicidade. As concentrações testadas para cada composto nos diferentes tipos celulares 

também se encontram discriminidas (n.d. = não determinado). 

 

Como apresentado na tabela 4, todos os compostos foram incubados com os diferentes tipos 

celulares num intervalo de concentrações entre 0,05 a 500 µM ou 0,05 a 50 µM. No entanto, devido à 

baixa solubilidade do composto monometálico [(η5-C5H5)Ru(PPh3)2Cl] (RuCp) em DMSO, as 

concentrações absolutas pretendidas acima de 5 µM não puderam ser exactamente determinadas.  

Para além disso, desconhece-se também as concentrações testadas nas células superiores a 

5 µM dos metalodendrímeros 7 e 8 uma vez que as soluções em DMSO destes compostos precipitaram 

em meio de cultura.  

Ao fim de 72 horas de exposição contínua dos compostos nas células, fotografou-se 

primeiramente um poço representativo de cada condição testada com um microscópio de campo claro 

e, de seguida, realizou-se o ensaio do MTT. As observações registadas no microscópio (figuras II.I a 

II.XII - anexo II) mostraram a redução drástica do número de células bem como a perda da morfologia 

característica das células para algumas das condições analisadas (e.g. em concentrações superiores a 

0,05 µM para os metalodendrímeros 7 e 8). Além disso, nas situações onde os compostos não se 

dissolveram na totalidade visualizou-se o composto insolúvel nas imagens recolhidas. 

No que concerne ao ensaio do MTT, a partir dos valores de absorvância obtidos determinou-se 

as percentagens da viabilidade celular em função das respectivas concentrações para os diferentes 

compostos. De modo a realçar a baixa toxicidade observada para os dendrímeros 3 e 6 na maioria das 

linhas celulares testadas, agrupou-se as diferentes linhas celulares em função da exposição de cada um 

destes compostos (figura 85). 
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 Figura 85 - Representação gráfica do efeito dos dendrímeros 3 e 6 sobre a viabilidade das 

linhas celulares Caco-2, CAL-72, MCF-7, A2780, A2780cisR e das MSCs, onde o controlo 

corresponde às células em meio de cultura completo com 0,5% de DMSO. Cada coluna representa a 

média de seis replicatas de um ensaio independente e a barra de erro corresponde ao desvio padrão 

relativo respectivo. 

 

Por outro lado, de modo a visualizar em simultâneo, o possível efeito anticancerígeno do RuCp, 

da PPh3, da CisPt e dos metalodendrímeros 7 e 8, optou-se por agrupar os referidos compostos por 

linha celular avaliada (figura 86). 
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Figura 86 - Representação gráfica da acção dos compostos RuCp, PPh3, dos 

metalodendrímeros 7 e 8 e da CisPt na viabilidade das linhas celulares Caco-2, Cal-72, MCF-7, A2780, 

A2780cisR e nas MSCs. O controlo corresponde as células em meio de cultura completo com 0,5% de 

DMSO e cada coluna representa a média de seis réplicas com a barra de erro a corresponder ao desvio 

padrão relativo. As concentrações ≥ 25 µM do composto RuCp e dos metalodendrímeros 7 e 8 são 

desconhecidas. 
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Os gráficos ilustrados na figura 86 apresentam valores de desvio padrão relativo acentuados, 

indicando que há uma variabiliadade significativa entre as replicatas realizadas. Este fenómeno é 

principalmente visível nas células A2780, A2780cisR e nas MSCs. Deste modo, sugere-se que a 

discrepância verificada poderá estar associada a algum problema de carácter experimental 

(e.g. distribuição variável do número de células por poço). Em função dos dados apresentados, 

propõe-se a repetição destes ensaios de forma a se obter dados mais consistentes entre replicatas.  

Dado que também se observaram valores de absorvância inferiores a 0,75 nos poços com 

apenas células e meio de cultura completo (controlo do crescimento celular) e, sendo o intervalo de 

absorvância recomendado de 0,72 a 1,25 [201, 202], propõe-se também o aumento do número de 

células semeadas.  

Para além disso, um outro aspecto a destacar são as percentagens de viabilidade celular 

superiores a 100% (figuras 85 e 86). Este fenómero está normalmente associado a mecanismos de 

defesa celular que ocorrem quando as células são expostas a baixas concentrações de substâncias 

tóxicas. Sabe-se que estes mecanismos poderão envolver um aumento da actividade 

enzimática/metabólica das células resultando numa redução do MTT superior. Este aumento da 

actividade enzimática contribui para o aumento da absorvância registada provocando percentagens de 

viabilidade celular superior em relação ao controlo sem qualquer tipo de composto [203].  

Todavia, a partir dos gráficos da viabilidade celular estimou-se para os compostos testados a 

concentração requerida para inibir 50% da viabilidade celular (IC50) contra os diversos tipos de células 

analisadas, onde os resultados encontram-se sumarizados na tabela 5.  

 

Tabela 5 - Valores de IC50 (em µM) dos dendrímeros 3 e 6, do complexo monometálico RuCp, 

da PPh3, dos metalodendrímeros 7 e 8 e da cisplatina nas linhas celulares Caco-2, CAL-72, MCF-7, 

A2780, A2780cisR e nas MSCs após 72 horas de exposição (n.d. = não detectado dentro do intervalo 

de concentrações testado). 

 
*reportado no artigo [204]; **reportado no artigo [205].  
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Note-se que para alguns compostos não foi possível determinar o IC50 uma vez que, no intervalo 

de concentrações de trabalho, a percentagem de viabilidade celular não atingiu ou foi sempre superior 

a 50%.  

De acordo com os resultados obtidos (figura 85 e tabela 5), observou-se que os dendrímeros 3 

e 6 apresentaram uma baixa actividade citotóxica na maioria das linhas celulares estudadas. Apenas o 

dendrímero 6 apresentou valores de IC50, nomeadamente 423,1 e 0,2 µM nas células A2780 e nas 

MSCs, respectivamente.  

No que diz respeito aos ensaios com o complexo organometálico [(η5-C5H5)Ru(PPh3)2Cl], 

verificou-se que este composto exibiu uma acção inibitória significativa no crescimento de todas as 

células testadas, tendo apresentando uma maior citotoxicidade nas MSCs, figura 86 e tabela 5. 

Comparativamente aos resultados da cisplatina, evidenciou-se que, à excepção das células Caco-2, o 

complexo monometálico de ruténio (RuCp) apresentou uma actividade antiproliferativa superior. 

Relativamente ao perfil citotóxico da trifenilfosfina (PPh3), constatou-se que, dentro da gama 

de concentrações de trabalho, este composto apresentou um potencial citotóxico reduzido nas linhas 

celulares Caco-2, CAL-72 e MCF-7. Para as restantes linhas celulares, verificou-se que a trifenilfosfina 

exibiu um efeito citotóxico moderado nas células A2780 (IC50 = 39,2 µM) e A2780cisR 

(IC50 = 49,2 µM) e uma elevada citotoxicidade nas MSCs (IC50 = 0,2 µM). De focar que o complexo 

[(η5-C5H5)Ru(PPh3)2Cl] mostrou uma actividade inibitória da proliferação das células muito superior 

à da PPh3. 

No caso dos metalodendrímeros 7 e 8, evidenciou-se que a citotoxicidade por molécula nestes 

compostos foi superior à do fragmento monometálico [(η5-C5H5)Ru(PPh3)2Cl] (RuCp, tabela 5).  Estes 

metalodendrímeros revelaram perfis de citotoxicidade muito similares, com uma forte actividade 

citotóxica contra o painel de células estudado comparativamente ao efeito inibitório da cisplatina. 

Contudo, as células menos afectadas pela actividade dos metalodendrímeros estudados foram as 

Caco-2 e as MCF-7, com valores de IC50 de 2,5 a 3,4 µM, respectivamente. As MSCs foram as mais 

afectadas por estes compostos com uma percentagem de viabilidade celular inferior a 35% para a 

concentração mais baixa testada (0,05 µM), seguido das linhas celulares provenientes do cancro dos 

ovários (A2780 e A2780 cis) com valores de IC50 situados entre 0,1 a 0,3 µM, inclusive.  

Em termos de citotoxicidade por centro metálico, observou-se que os metalodendrímeros 7 e 8 

apresentaram um potencial inibitório superior à do complexo [(η5-C5H5)Ru(PPh3)2Cl] (RuCp) para as 

células Caco-2 e A2780cisR. Em comparação com a cisplatina, os metalodendrímeros exibiram uma 

toxicidade por centro metálico superior nas células MCF-7, A2780, A2780cisR e nas MSCs, sendo 

que não foi possível estabelecer esta comparação para a linha celular CAL-72, uma vez que a 
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citotoxicidade da cisplatina para estas células ainda não foi determinada e não se encontra reportada 

na literatura consultada. 

Em suma, os metalodendrímeros 7 e 8 preparados demonstraram um potencial citotóxico 

promissor, o qual foi superior ao registado para as estruturas dendríticas dos compostos 3 e 6 e para o 

complexo [(η5-C5H5)Ru(PPh3)2Cl]. No entanto, com a excepção do dendrímero 3, todos os restantes 

compostos testados inibiram significativamente o crescimento das células estaminais mesenquimais 

(MSCs). Por conseguinte, torna-se imprescindível a optimização da estrutura dos metalodendrímeros 

para os direccionar selectivamente para as células cancerígenas.  

Para além disso, na repetição dos ensaios sugere-se a selecção de um intervalo de concentrações 

mais próximo dos valores de IC50 registados com vista a obtenção de uma melhor relação entre o 

crescimento celular em função do aumento da concentração, permitindo assim uma melhor 

compreensão dos dados e a determinação mais precisa do valor de IC50.  

Relativamente à actividade citotóxica dos metalodendrímeros reportados na literatura [106, 

158, 159, 167-169, 206, 207], os valores de IC50 de alguns compostos são mencionados na tabela 6. 
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Tabela 6 - Valores de IC50 (µM) reportados na literatura para diversos metalodendrímeros em diferentes linhas celulares. 

Metalodendrímeros 

[ref] 

Linha 

celular 

IC50 

(µM) 

Metalodendrímeros 

[ref] 

Linha 

celular 

IC50 

(µM) 

Metalodendrímeros 

[ref] 

Linha 

celular 

IC50 

(µM) 

DAB(PA-trans-Pt-Cl)4 [168] 

 

L1210/0 12,4 

Poli(amidoamina) de cobre 

[160] 

 

 

MOLT-4 

 

11,1 

Poli(propilenoimina)  com 

complexos quelantes de N,N-

ruténio(II)-areno [106] 

 

A2780 

e  

A2780cisR 

 

> 32 

(n = 4) 

 

 

L1210/2 

 

 

9,3 

 

MCF-7 10,2 
> 4 

(n = 8) 

m-4F-(PtDMSO)4DAB(PA)4 

[206] 

 

MCF-7 5 

Poliamida de platina (II) e 

paládio (II) [167, 169] 

MCF-7 ≥  30 

Poli(propilenoimina)  com 

complexos quelantes de N,O-

ruténio(II)-areno [159] 

A2780 

e 

A2780cisR 

 

> 25 

(n = 4) 

 

> 1,6 

(n > 4) 

 

Poli(amidoamina) de platina 

[160] 

 

 

MOLT-4 

 

≥  100 

Poli(propilenoimina)  com 

complexos monodentados de 

ruténio(II)-areno[158] 

 A2780 

> 40 

(n = 4) 

 

> 20 

(n = 8) 

Poli(propilenoimina)  com 

complexos quelantes de N,O-

ruténio(II)-areno-PTA[159] 

 

 

 

A2780 

e 

A2780cisR 

 

> 8,9 

(n = 4) 

 

MCF-7 ≈ inerte 

> 0,8 

(n > 4) 
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Conforme os dados apresentados na tabela 6, é possível verificar que os metalodendrímeros 

preparados no corrente trabalho, demonstraram valores de IC50 inferiores relativamente a outros 

compostos similares independentemente da geração. De salientar que os valores de IC50 obtidos para 

os metalodendrímeros 7 e 8 são mais baixos do que os valores reportados para compostos semelhantes 

de gerações superiores. 

No entanto, é de frisar que esta comparação não pode ser efectuada de forma directa uma vez 

que existem diversos parâmetros que contribuem para a variabilidade de resultados entre trabalhos 

experimentais (e.g. diferenças no número de células semeadas, tempo de exposição dos compostos, 

tipo e condições do ensaio de citotoxicidade utilizado). Recomenda-se deste modo, uma futura 

avaliação dos diversos metalodendrímeros sob condições semelhantes de forma a se compreender o 

seu verdadeiro potencial.  
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Capítulo 3 – Conclusões e perspectivas futuras  

No presente trabalho, ensaiou-se a incorporação de complexos organometálicos de ruténio (II) 

na periferia dos dendrímeros de poli(alquilideno imina) com terminais nitrilo. Na preparação destes 

metalodendrímeros utilizaram-se os dendrímeros [N≡C(CH2)2]2N(CH2)6N[(CH2)2C≡N]2  (3) e 

[N≡C(CH2)2O(CH2)3]2N(CH2)6N[(CH2)3O(CH2)2C≡N]2 (6) e os complexos organometálicos  

[(η5-C5H5)Ru(PPh3)2Cl] e o [(η6-p-cimeno)Ru(en)Cl][PF6].  

Da reacção dos dendrímeros 3 e 6 com o [(η5-C5H5)Ru(PPh3)2Cl], na presença do AgCF3SO3, 

obteve-se os metalodendrímeros [{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(3)][CF3SO4]4 (7) e 

[{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(6)][CF3SO4]4 (8). De acordo com os dados obtidos da espectroscopia de RMN 

(1H,31P,19F) e de infravermelho, da espectrometria de massa e da análise elementar, constatou-se a 

funcionalização completa dos dendrímeros 3 e 6 com fragmentos de Ru(II). 

No entanto, os metalodendrímeros 7 e 8 foram obtidos com baixos rendimentos, nomeadamente 

35 e 25%, respectivamente. Provavelmente, tais rendimentos deveram-se aos processos de purificação 

utilizados (extracção e precipitação), pois na presença de diclorometano os compostos apresentam uma 

estabilidade reduzida. Deste modo, sugere-se o aperfeiçoamento dos métodos de purificação de forma 

a aumentar os rendimentos finais. Para o efeito, algumas sugestões passam por a) adaptar determinados 

parâmetros reaccionais (e.g. colocar primeiramente o complexo de ruténio a agitar com o abstractor 

de cloreto e depois adicionar o dendrímero gota-a-gota); e b) estudar outros sistemas de solventes para 

extrair e precipitar o composto.  

No caso da reacção do dendrímero 3 com o complexo [(η6-p-cimeno)Ru(en)Cl][PF6], segundo 

o RMN, o FT-IR  e a espectrometria de massa, ocorreu a  funcionalização de apenas um dos braços do 

dendrímero. A funcionalização do dendrímero 6 com o complexo [(η6-p-cimeno)Ru(en)Cl][PF6] 

também não foi alcançada, a qual foi confirmada por RMN e FT-IR. 

Nos estudos de estabilidade do complexo [(η5-C5H5)Ru(PPh3)2Cl], observou-se que este 

complexo decompõe-se em DMSO-d6/D2O, onde o produto resultante propõe-se que seja um dos 

seguintes complexos  [(η5-C5H5)Ru(PPh3)2(OH2)]Cl/[(η5-C5H5)Ru(PPh3)2(DMSO)]Cl. Para além 

disso, especula-se que uma destas espécies corresponda ao produto resultante da degradação dos 

metalodendrímeros [{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(3 ou 6)] em DMSO-d6. Todavia, mais estudos são 

requeridos para isolar e caracterizar os compostos resultantes da decomposição destes 

metalodendrímeros. Por essa razão, propõe-se um estudo mais detalhado das propriedades 

físico-químicas destes compostos em condições fisiológicas de forma a se compreender a sua 

reactividade química e estabelecer uma relação entre a estrutura química e a actividade biológica. 
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Nos ensaios biológicos in vitro, observou-se que os metalodendrímeros 7 e 8 apresentaram uma 

citotoxicidade por molécula significativa nas linhas celulares cancerígenas Caco-2, CAL-72, MCF-7, 

A2780, A2780cisR, com valores de IC50 compreendidos entre 0,1 e 3,4 µM. Estes valores foram 

superiores aos registados para os dendrímeros 3 e 6 e para os complexos [(η5-C5H5)Ru(PPh3)2Cl] e 

cis-[Pt(NH3)2Cl2] (cisplatina). Em termos da citoxicidade por centro metálico, os metalodendrímeros 

foram mais citotóxicos do que o complexo [(η5-C5H5)Ru(PPh3)2Cl] para as células Caco-2 e 

A2780cisR do que a cisplatina para as células MCF-7, A2780, A2780cisR e nas MSCs.  

Deste modo, verificou-se que os metalodendrímeros 7 e 8 apresentaram valores de IC50 mais 

baixos, o que poderá ser indicativo de um potencial anticancerígeno superior quando comparado com 

outras drogas convencionais (e.g. cisplatina). 

De uma forma geral, os estudos preliminares de citotoxicidade apresentaram resultados 

satisfatórios, no entando, diversos aspectos deverão ser tidos em consideração futuramente: 

i. a variabilidade acentuada entre as réplicas para algumas situações, resultou em desvios 

padrão relativos acentuados. É assim recomendado o aprimoramento de alguns parâmetros 

experimentais de forma a se obter resultados mais consistentes; 

ii. as células estaminais mesenquimais humanas (MSCs) foram as mais afectadas pelos 

metalodendrímeros 7 e 8, pelo que é importante investigar formas de aumentar a selectividade destes 

compostos para as células cancerígenas. Tal estratégia poderá passar por: 

 utilizar fragmentos organometálicos de ruténio com ligandos que interajam com 

proteínas exclusivas das células cancerígenas ou que actuem exclusivamente nas 

principais vias de sinalização do desenvolvimento do cancro; 

 modificar e aplicar os compostos na forma inerte para que sejam apenas activados nos 

tumores; 

 determinar para estes metalodendrímeros as entidades químicas associadas ao seu efeito 

citotóxico e explorar formas de atingir uma activação selectiva dos agentes bioactivos 

nas células alvo;  

 explorar uma possível acumulação preferencial nos tumores através do efeito EPR. 

 maximizar a solubilidade dos metalodendrímeros 7 e 8 em água explorando a utilização 

de diferentes contra-iões. 

Para além da importância dos pontos anteriores, uma análise mais completa da citotoxicidade 

destes metalodendrímeros é requerida, de modo a conhecer e compreender a sua captação e 

distribuição celular; alvos de acção e os mecanismos de acção. De forma a se atingir conclusões mais 

concretas relativamente a estas questões, sugere-se:  
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i. o estudo dos mecanismos de internalização celular e o possível efeito sobre as vias 

metabólicas. Desta forma, a monitorização do percurso e o destino biológico são elementos 

importantes de modo a identificar os possíveis mecanismos de acção destes metalodendrímeros; 

ii. a identificação e quantificação das interacções com biomoléculas relevantes (e.g. ADN, 

albumina, transferrina); torna-se assim importante a investigação dos genes que são silenciados ou 

activados na presença do fármaco e o respectivo efeito sobre a sobrevivência e proliferação celular;  

iii. uma análise conjunta de diversos ensaios bioquímicos que permitam elucidar o efeito dos 

metalodendrímeros sobre a proteómica e mecanismos de morte celular (i.e. apoptose vs necrose). Tais 

estudos poderão fornecer informações importantes relativamente ao efeito dos metalodendrímeros 

sobre proteínas intervenientes em processos biológicos chave e assim elucidar possíveis mecanismos 

de acção (e.g. identificar possíveis mecanismos de resistência e citotoxicidade). 

A elucidação do alvo ou alvos de acção dos fármacos, o conhecimento dos mecanismos 

moleculares envolvidos nesta actividade bem como o estabelecimento de uma relação entre a estrutura 

e a sua acção definem-se como elementos importantes a considerar para o desenvolvimento de 

fármacos mais eficazes. Torna-se claro que a descoberta de tais parâmetros poderá conduzir ao 

desenvolvimento de fármacos mais específicos e selectivos para o cancro, minimizando assim os 

possíveis efeitos secundários e permitindo uma possível previsão dos mecanismos de resistência 

celular que se possam vir a manifestar.  

Assim sendo, avista-se um longo mas promissor caminho para a optimização da estrutura dos 

metalodendrímeros assim como na investigação das suas propriedades farmacológicas para o combate 

ao cancro. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 4 – Componente experimental 
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Capítulo 4 – Componente experimental 

4.1. Solventes e reagentes 

À excepção da preparação do composto [N≡C(CH2)2O(CH2)3]2N(CH2)6N 

[(CH2)3O(CH2)2C≡N]2 , todas as reacções foram efectuadas sob atmosfera inerte, recorrendo a técnicas 

de Schlenk usuais [208, 209].  

Para as reacções e purificações executadas sob atmosfera inerte, os solventes foram sujeitos a 

agentes de secagem ou desarejados sob fluxo de azoto (tabela 7). É de referir que o sistema de 

purificação de solventes mBRAUN MB SPS-800 também foi utilizado na secagem do diclorometano, 

do éter etílico e do tetrahidrofurano.  

 

Tabela 7 - Processos de secagem ou desarejamento dos solventes utilizados.  

 

 

Os reagentes foram adquiridos à Acros Organics ([(η6-p-cimeno)RuCl2]2 , NaPF6, NH4PF6, 

LiAlH4, H2C=CHCN e o AgCF3SO3), à Fisher Scientific (NaOH e o HCl), à Lab-Scan (CH3CN) e à 

Merck-Schuchardt (NH2CH2CH2NH2). Apenas o NaPF6 e a NH2CH2CH2NH2 foram previamente 

purificados, respectivamente, por recristalização em acetonitrilo e por destilação. 

  

 



102 
 

4.2. Equipamentos 

Os espectros de ressonância magnética nuclear de 1H, 31P e 19F foram obtidos num 

espectrómetro Bruker Avance II+ 400 a 299 ± 5 K (temperatura da sonda). O desvio químico foi 

reportado em partes por milhão (ppm), utilizando como referência interna os sinais dos solventes 

residuais para o protão (CDCl3: 
1H δ 7,26; DMSO-d6: 

1H δ 2,50 ppm). Nos espectros de RMN de 31P 

e 19F utilizaram-se respectivamente soluções aquosas de H3PO4 a 85% e de KF a 0,5 M como 

referências externas. 

Os espectros de infravermelho foram obtidos nos espectrómetros Nicolet Avatar 360 ou Bruker 

Alfa em pastilhas de KBr, sendo que apenas as bandas significativas são referidas ao longo do texto. 

Os espectros de massa (TOF-MS) foram registados num espectrómetro Micro-mass LCT na 

Universidade de Jyväskylä, Finlândia, pela técnica Mirja Lahtiperä.   

As análises elementares foram realizadas com o equipamento Variol El da Elementar na 

Universidade de Jyväskylä, Finlândia. 

 

4.3. Sínteses 

Os procedimentos adoptados na preparação dos compostos em estudo encontram-se 

subdivididos em três categorias, a saber: síntese dos compostos organometálicos, síntese dos 

dendrímeros e síntese dos metalodendrímeros. 

 

4.3.1. Síntese dos compostos organometálicos 

4.3.1.1. Síntese do [(η6-p-cimeno)Ru(en)Cl][PF6] (1) 

Primeiramente, dissolveu-se o dímero [(η6-p-cimeno)RuCl2]2 (0,52 g, 0,85 mmol, 1 eq) em 

77 mL de metanol desarejado. Seguidamente, adicionou-se a etilenodiamina (0,18 mL, 2,69 mmol, 

3,2 eq) verificando-se a alteração da cor da solução de vermelho para laranja. Deixou-se a mistura 

reaccional sob agitação, protegida da luz e à temperatura ambiente durante 5 horas. Filtrou-se a solução 

e adicionou-se o NaPF6 (0,31 g, 1,82 mmol, 2,1 eq). Concentrou-se a solução, adicionou-se éter etílico 

e colocou-se em repouso a -20ºC, ocorrendo a formação de cristais laranja. Recolheu-se o produto e 

lavou-se várias vezes com éter etílico. Obteve-se cerca de 0,40 g (50% de rendimento) de composto 1. 

Caracterização 

 1H-RMN (400 MHz, DMSO-d6): δ = 6,12 (br., 2H), 5,59 (d, JH,H = 6 Hz, 2H), 5,43 (d, 

JH,H = 6 Hz, 2H), 4,14 (br., 2H), 2,82 (sept., 1H), 2,33 (br., 2H), 2,22 (br., 2H), 2,15 (s, 3H) e 1,21 (d, 

JH,H = 6,8 Hz, 6H) ppm. 
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4.3.1.2. Síntese do [(η6-p-cimeno)Ru(NCCH3)2Cl][PF6] (2a) 

Inicialmente preparou-se uma suspensão do dímero [(η6-p-cimeno)RuCl2]2 (0,35 g, 0,57 mmol, 

1 eq)  e NH4PF6 (0,20 g, 1,22 mmol, 2,1 eq) em 9 mL de acetonitrilo desarejado. Deixou-se a mistura 

resultante sob agitação e à temperatura ambiente durante 50 horas. Ao fim desse tempo, filtrou-se a 

solução laranja para remover o sal de NH4Cl formado na reacção e evaporou-se o solvente sob vácuo, 

obtendo-se um óleo laranja. Este foi arrefecido a -20ºC em éter e “triturado”, obtendo-se um sólido 

pulverulento de cor laranja. Removeu-se o solvente e lavou-se o resíduo repetidas vezes com éter 

etílico. Dado que o espectro de 1H-RMN do produto resultante apresentava uma mistura de compostos, 

nomeadamente o complexo de ruténio de partida e o composto pretendido, optou-se por proceder ao 

seu isolamento através da precipitação em diclorometano e éter. No entanto, o composto precipitado 

correspondeu maioritariamente ao dímero [(η6-p-cimeno)RuCl2]2.  

 

4.3.1.3. Síntese do [(η6-p-cimeno)Ru(dppe)Cl][Cl] (2b) 

 Esta síntese foi efectuada de acordo com o trabalho descrito por Daguenet e Dyson [182]. 

Adicionou-se a suspensão de [(η6-p-cimeno)RuCl2]2 (0,20 g, 0,33 mmol, 1 eq) em 60 mL de etanol à 

suspensão de 1,2-bis(difenilfosfino)etano (dppe, 0,54 g, 1,36 mmol, 4,2 eq) em 60 mL de etanol. 

Colocou-se a suspensão resultante de cor laranja sob refluxo (82ºC) durante 17 horas. No tratamento 

do produto bruto, inicialmente colocou-se a mistura reaccional a -20ºC para precipitar o composto 

secundário [Ru(dppe)2Cl2], no entanto apenas uma quantidade reduzida de composto amarelo 

precipitou. Seguidamente, filtrou-se a solução e concentrou-se até ocorrer a precipitação de mais 

composto amarelo e do excesso de fosfina. Filtrou-se novamente a solução, removeu-se o solvente e 

lavou-se o sólido repetidas vezes com éter etílico. Dado que o espectro de 1H-RMN do composto 

obtido encontrava-se impuro optou-se por cristalizar o composto em diclorometano/éter 

petróleo, -20ºC. Obteve-se uma pequena quantidade de cristais laranja, os quais foram lavados com 

éter etílico e secos sob vácuo. Este produto foi caracterizado por 1H-RMN indicando ser o 

complexo 2b. 

 Caracterização: 

 1H-RMN (400 MHz, CDCl3): δ = 7,8 - 7,2 (m, 20H, Ph), 6,22 (d, JH,H = 6,0 Hz, 2H), 6,08 (d, 

JH,H = 6,0 Hz, 2H), 2,96 (m, 2H), 2,49 (m, 2H), 2,37 (sept, 1H), 1,22 (s, 3H), 0,83 (d, JH,H = 6,8 Hz, 

2H) ppm. 31P-RMN (161 MHz, CDCl3): δ = 70,91 (s) ppm. 
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4.3.2. Síntese dos dendrímeros  

4.3.2.1.  Síntese do [OH(CH2)3]2N(CH2)6N[(CH2)3OH]2 (5) 

A uma suspensão de LiAlH4 (1,02 g, 26,96 mmol, 4,8 eq) em THF (20 mL) adicionou-se, a 

0ºC e gota a gota, o composto [OtBu(C=O)(CH2)2]2N(CH2)6N[(CH2)2(C=O)OtBu]2  (4) (3,54 g, 

5,63 mmol, 1 eq) dissolvido em THF (16 mL). Deixou-se a mistura resultante sob agitação e a 0ºC, 

durante 1 hora. Seguidamente, colocou-se a mistura anterior à temperatura ambiente, durante 20 horas. 

Arrefeceu-se a mistura até aos 0 oC e adicionou-se, gota a gota, água fria até à obtenção de um sólido 

branco. Após filtrar a solução através de celite, evaporou-se o solvente sob vácuo, obtendo-se 0,94 g 

de um óleo incolor (48% de rendimento). A caracterização deste composto por 1H-RMN indicou ser o 

composto 5. 

Caracterização  

  1H-RMN (400 MHz, CDCl3): δ = 3,71 (t, 8H), 2,59 (t, 8H), 2,40 (t, 4H), 1,70 (m, 8H), 1,49 

(br, 4H) e 1,31 (br, 4H). 

 

4.3.2.2. Síntese do [N≡C(CH2)2O(CH2)3]2N(CH2)6N[(CH2)3O(CH2)2C≡N]2 (6) 

À mistura do composto 5 (0,72 g, 2,03 mmol, 1 eq) com 0,08 mL NaOH (40%) em 2,5 mL de 

1,4-dioxano, adicionou-se o acrilonitrilo (0,68 mL, 10,38 mmol, 5,1 eq). Colocou-se a solução 

resultante sob agitação e à temperatura ambiente, durante 22 horas. Removeu-se o solvente sob vácuo, 

obtendo-se um líquido castanho. Adicionou-se 14 mL de clorofórmio e 15 mL de HCl (1 M) ao líquido 

anterior. Removeu-se a fase aquosa e adicionou-se NaOH a 5%. Dado que não se obteve o composto 

puro, decidiu-se repetir o processo de lavagem anterior diversas vezes, sem sucesso. 

 

4.3.3. Síntese dos metalodendrímeros 

Os compostos [(η5-C5H5)Ru(PPh3)2Cl] e o dendrímero 6 utilizados nas reacções seguintes 

foram sintetizados anteriormente no MMRG por Inês Sousa e Manuel Jardim respectivamente. 

 

4.3.3.1. Síntese do [{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(3)][CF3SO3]4 (7) 

O metalodendrímero 7 foi preparado por reacção de [(η5-C5H5)Ru(PPh3)2Cl] (0,32 g, 

0,44 mmol, 4,1 eq) com o composto 3 (0,04 g, 0,11 mmol, 1eq) e o AgCF3SO3 (0,15 g, 0,58 mmol, 5,4 

eq) em metanol (59 mL). Deixou-se a suspensão amarela esverdeada a agitar, à temperatura ambiente 

e ao abrigo da luz, durante 76 horas. Ao fim desse tempo, filtrou-se a suspensão castanha e o resíduo 

da filtração foi extraído com diclorometano. Precipitou-se o composto com a adição de éter etílico à 
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solução anterior. Seguidamente, removeu-se o solvente e lavou-se o sólido várias vezes com éter 

etílico. Obteve-se 0,14 g de um pó com coloração verde pálido (35% de rendimento) que, segundo os 

dados obtidos por RMN (1H, 31P, 19F), FT-IR, MS e AE, corresponde ao metalodendrímero 7. 

Caracterização: 

 1H-RMN (400 MHz, CDCl3): δ = 7,40 - 6,90 (m, 24H + 48H + 48H, PPh3), 4,48 (s, 20H, 

C5H5), 2,66 (br, 8H), 2,45 (br., 8H), 2,24 (br., 4H), 1,18 (br, 8H) ppm. 31P RMN (161 MHz, CDCl3): 

δ = 41,89 (s, PPh3) ppm. 19F RMN (376 MHz, CDCl3): δ = - 81,78 ppm. 

 FT-IR (KBr): ῦ = 2271 (νCN) e 1274 (νCF3SO3) cm-1.  

TOF-MS (ESI+): m/z = 1694,5096 [M-2CF3SO3]
2+ e 1081,0131[M-3CF3SO3]

3+. 

Análise elementar: C186H168F12N6O12P8Ru4S4
.1,3CH2Cl2 (3797,7): calculado C 59,23, H 4,53, 

N 2,21; experimental C 59,21, H 4,54, N 2,20.  

 

4.3.3.2. Síntese do [{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(6)][CF3SO3]4 (8) 

A síntese deste metalodendrímero foi realizada através da reacção do [(η5-C5H5)Ru(PPh3)2Cl] 

(0,46 g, 0,63 mmol, 4,7 eq) com o dendrímero  6  (0,07 g, 0,13 mmol, 1 eq) e o AgCF3SO3 (0,17 g, 

0,66 mmol, 4,9 eq) em metanol (42 mL). Colocou-se a suspensão castanha resultante a agitar, à 

temperatura ambiente e ao abrigo da luz, durante 66 horas. Filtrou-se a mistura reaccional e 

procedeu-se à evaporação do solvente. Extraiu-se o sólido com diclorometano, removeu-se o solvente 

e lavou-se com éter etílico e benzeno. Redissolveu-se o composto verde-escuro em diclorometano, 

filtrou-se a solução e procedeu-se à sua concentração sob vácuo. Adicionou-se éter verificando-se a 

formação de um óleo verde-escuro. Removeu-se a solução e lavou-se o óleo repetidas vezes com éter 

seco, originando-se 0,13 g de um pó verde brilhante (25% de rendimento). Este composto foi 

caracterizado por RMN (1H, 31P, 19F), FT-IR, MS e AE confirmando a pureza do composto 8. 

Caracterização: 

1H-RMN (400 MHz, CDCl3): δ = 7,50-7,00 (m, 24H + 48H + 48 H, PPh3), 4,44 (s, 20H, C5H5), 

3,31 (br., 8H + 8H), 3,10 (br., 8H), 2,98 (br., 4H), 2,90 (br., 8H), 1,85 (br., 8H), 1,30 

(br.,4H + 4H)  ppm.31P-RMN (161 MHz, CDCl3): δ = 41,60 (s, PPh3) ppm.19F-RMN (376 MHz, 

CDCl3): δ = - 81,95 ppm.  

FT-IR (KBr): ῦ = 2269 (νCN), 1286 e 697 (νCF3SO3) cm-1. 

TOF-MS (ESI+): m/z=1810,9692 [M-2CF3SO3]
2+ e 1157,9568 [M-3CF3SO3]

3+.  

Análise elementar: C198H192F12N6O16P8Ru4S4
.3CH2Cl2 (4174,8): calculado C 57,83, H 4,78, 

N 2,01; experimental C 57,79, H 4,79, N 2,04.  
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4.3.3.3. Síntese do [{(η6-p-cimeno)(en)Ru}4(3)][PF6]8 (9) 

A funcionalização do dendrímero 3 com o complexo organometálico 

[(η6-p-cimeno)Ru(en)Cl][PF6] foi ensaiada por reacção do [(η6-p-cimeno)Ru(en)Cl][PF6] (0,15 g, 

0,31 mmol, 4,1 eq) com o composto 3 (0,03 g, 0,08 mmol, 1 eq) e o NH4PF6 (0,13 g, 0,77 mmol, 

10,2 eq) em metanol (25 mL). Deixou-se a reacção sob agitação, à temperatura ambiente, durante 

10 horas e 30 minutos. Retirou-se uma alíquota da mistura reacional e traçou-se o espectro de RMN 

para o protão. 

De acordo com o espectro obtido, não foi possível aferir a ocorrência da funcionalização uma 

vez que os desvios químicos do protão referentes ao complexo de ruténio permaneceram na mesma 

posição que a do material de partida e a zona dos picos do tetranitrilo apresentava uma baixa 

intensidade dificultando a sua identificação. Deste modo, optou-se por tentar extrair o composto 

pretendido com DCM através de celite. A solução filtrada foi levada à secura e o sólido resultante foi 

lavado várias vezes com éter. Obteve-se uma pequena quantidade de composto, o qual foi analisado 

por RMN (1H, 31P), FT-IR e MS. O espectro de RMN do protão não apresentou alterações 

significativas comparativamente ao espectro do produto bruto. O espectro 31P-RMN apresentou um 

múltipleto a - 144,19 ppm atribuído ao sinal do [PF6]
-. De acordo com os dados do FT-IR observa-se 

a banda correspondente à vibração do nitrilo livre (2244 cm-1) bem como a banda relativa a um dos 

modos de vibração do contra-ião [PF6]
- (835 cm-1). No entanto, os valores obtidos por espectrometria 

de massa indicam que ocorreu a funcionalização de pelo menos um dos ramos do dendrímero. 

 

4.3.3.4. Síntese do [{(η6-p-cimeno)(en)Ru}4(6)][PF6]8 (10) 

A síntese deste composto foi ensaiada por reacção do [(η6-p-cimeno)Ru(en)Cl][PF6] (0,20 g, 

0,43 mmol, 4,5 eq) com o composto 6 (0,05 g,  0,09 mmol, 1 eq) e o NH4PF6 (0,07 g, 0,43 mmol, 

4,5 eq) em 45 mL de metanol. Colocou-se a mistura reaccional sob agitação e à temperatura ambiente, 

durante 94 horas. Filtrou-se a solução, adicionou-se éter e colocou-se - 20ºC. Observou-se a formação 

de uma pequena quantidade de cristais laranja (0,07 mg), os quais foram lavados repetidas vezes com 

éter e secos sob vácuo. A partir da análise do espectro de RMN do protão do composto obtido não foi 

possível avaliar a obtenção deste composto uma vez que não se observou diferenças nos desvios 

químicos do produto obtido comparativamente ao complexo de partida. Segundo o espectro de FT-IR, 

observa-se uma banda a 2254 cm-1 que corresponde à frequência de vibração do nitrilo livre, indicando 

que não ocorreu funcionalização do mesmo. 
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4.4. Estudos de estabilidade  

O estudo do comportamento do complexo organometálico [(η5-C5H5)Ru(PPh3)2Cl] em 

DMSO-d6 e numa mistura de DMSO-d6/D2O foi realizada através dos seguintes passos: a) preparou-se 

uma suspensão deste composto a 0,033 mg/µL em DMSO-d6; b) filtrou-se a suspensão anterior e 

traçou-se o espectro de 31P-RMN, a 25ºC; c) adicionou-se 400 µL de água deuterada à solução anterior 

de [(η5-C5H5)Ru(PPh3)2Cl] e analisou-se o seu espectro de 31P-RMN ao fim de vários períodos de 

tempo (0, 16 e 32 horas).  

 

4.5. Estudos de citotoxicidade 

4.5.1. Linhas celulares e cultura de células  

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados em células cancerígenas provenientes de cinco 

linhas celulares humanas diferentes e em células estaminais mesenquimais humanas (MSCs). 

As linhagens celulares tumorais testadas foram a linha celular de adenocarcinoma colorrectal 

(Caco-2), a linha celular de osteossarcoma (CAL-72), a linha celular de adenocarcinoma da mama 

(MCF-7) adquiridas à German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ) e as linhas 

celulares de carcinoma do ovário (A2780 e A2780cisR) obtidas da European Collection of Cell 

Cultures.  As células estaminais mesenquimais (MSCs) utilizadas foram obtidas a partir de amostras de 

osso trabecular humano recolhidas em cirurgias realizadas no Hospital Dr Nélio Mendonça (Funchal, 

Madeira), após eventos traumáticos. Note-se que, apenas com a aprovação da Comissão de Ética do 

Hospital, utilizou-se apenas o tecido ósseo que seria descartado. De referir que o isolamento das MSCs 

foi realizado pelos investigadores do laboratório de Bioquímica e Cultura Celular do CQM, os quais 

seguiram os seguintes passos: a) colocaram e mantiveram o osso trabecular, rico em medula óssea, em 

tubos esterilizados e refrigerados com meio α-MEM suplementado com 10% de soro bovino fetal 

(SBF) e 1% de antibiótico-antimicótico (AA), durante 3 a 4 horas; b) prepararam as culturas primárias 

através da agitação gentil dos tubos anteriores, obtendo uma suspensão de células que foi distribuída 

por placas de cultura celular; c) após 1 dia, mudaram o meio de cultura destas placas de modo a 

remover as células hematopoéticas não aderentes, sendo que continuaram a mudar o meio de cultura 

duas vezes por semana até as células alcançarem a confluência e d) sub-cultivaram e/ou 

criopreservaram as culturas celulares.  

O cultivo e manutenção das linhas celulares criopreservadas foram efectuados nos seguintes 

meios: 
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 Caco-2: meio essencial mínimo de Eagle (MEM, GIBCO) suplementado com 20% de soro 

bovino fetal, 1% de aminoácidos não essenciais e 1% de antibiótico-antimicótico.  

 CAL-72: meio Eagle com modificações Dulbecco (DMEM, GIBCO) enriquecido com 10% 

de soro bovino fetal, 1% de insulina-transferrina-sódio selenite, 2 mM de L-glutamina e 1% de 

antibiótico-antimicótico (AA).  

 MCF-7: meio Roswell Park Memorial Park Institute (RPMI) 1640 suplementado com 20% 

de soro bovino fetal, 1% de aminoácidos não essenciais, 1 mM de piruvato de sódio, 3,3 µg/mL de 

insulina humana e 1% de antibiótico-antimicótico. 

 A2780 e A2780cisR: meio RPMI 1640 enriquecido com 10% de soro bovino fetal, 2 mM de 

L-glutamina e 1% de antibiótico-antimicótico. Na linha celular A2780cisR, para que as células 

mantivessem a resistência à cisplatina, adicionou-se 1µM deste complexo metálico a cada 2 passagens. 

 MSCs: meio α-MEM suplementado com 10% de soro bovino e 1% de 

antibiótico-antimicótico. 

Todas as linhas celulares foram mantidas a 37ºC numa incubadora sob uma atmosfera 

humidificada com 5% de CO2. 

 

4.5.2. Ensaio da viabilidade celular com o teste do MTT  

O efeito da exposição dos dendrímeros 3 e 6, do RuCp, da PPh3, dos metalodendrímeros 7 e 8 

e da cisplatina no crescimento das células foi determinado pelo ensaio colorimétrico do brometo de 

3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT).  

De modo a aplicar o ensaio de MTT, semeou-se as células em placas de 96 poços através da 

adição de 100 µL/poço de uma suspensão de células nas seguintes concentrações: 2 × 103 (Caco-2 e 

CAL-72) e 4,2 × 103 (MCF-7), 5 × 103 (A2780 e A2780cisR) e 4,8 × 103 (MSCs) por poço. As placas 

foram pré-incubadas durante 24 horas a 37ºC e 5% de CO2. Os compostos testados foram preparados 

em soluções stock de DMSO e diluídos em série no mesmo solvente. Por fim, as soluções anteriores 

foram diluídas em meio de cultura completo, obtendo-se as concentrações apropriadas em 0,5% (v/v) 

de DMSO.  

Aspirou-se o meio de cultura e adicionou-se 100 µL/poço de cada uma das soluções preparadas 

para cada composto. Em todos os ensaios efectuou-se um controlo do crescimento celular contendo 

meio de cultura completo e um controlo do solvente constituído por meio de cultura completo com 

0,5% (v/v) de DMSO. Todas as condições testadas foram efectuadas em réplicas de oito. Incubou-se 

as placas durante 72 horas a 37ºC e 5% de CO2. Ao fim desse tempo, primeiramente seleccionou-se 

um poço representativo de cada condição testada, sendo as culturas observadas por microscopia de 
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campo claro (Nikon Eclipse TE2000-E). Por fim, aspirou-se o meio de cultura e adicionou-se às células 

100 µL/poço de uma solução de meio de cultura com 10% (v/v) de MTT (de solução stock a 5 mg/mL). 

Após 3 a 4 horas de incubação das placas com o MTT, aspirou-se o meio de cultura e adicionou-se 

DMSO para dissolver os cristais de formazano formados. Procedeu-se à leitura da absorvância num 

leitor de microplacas (modelo Victor3 1420, Perkin Elmer). A viabilidade celular foi calculada com a 

equação seguinte, onde o branco corresponde à absorvância do DMSO ou do meio de cultura:  

 

Viabilidade celular (%) =
(𝐴𝑏𝑠 (𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎) − 𝐴𝑏𝑠 (𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜))

(𝐴𝑏𝑠 (𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜 𝑠𝑜𝑙𝑣𝑒𝑛𝑡𝑒) − 𝐴𝑏𝑠 (𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜))
× 100% 

 

A partir dos valores da viabilidade celular determinou-se a concentração de composto que inibe 

o crescimento celular em 50% (IC50). Este parâmetro foi calculado por interpolação linear entre os dois 

pontos experimentais mais próximos do ponto com viabilidade celular de 50%, o qual corresponde à 

concentração x (IC50). Este cálculo encontra-se exemplificado na figura 87 para o metalodendrímero 

7 nas células Caco-2. Conforme a figura 87, dado que 50% de inibição é observado entre 0,5 e 5 µM, 

calculou-se o valor de IC50 tendo em conta os valores de viabilidade celular para cada uma destas 

concentrações.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 87 - Determinação do IC50 (valor do x), exemplificado para o metalodendrímero 7 nas 

células Caco-2. 
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Anexo I 

I. Dados espectroscópicos 
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I.I. Composto [(η6-p-cimeno)Ru(NCCH3)2Cl][PF6] (2a) 

 

Figura I.I - Espectro de FT-IR obtido na preparação do composto 

[(η6-p-cimeno)Ru(NCCH3)2Cl][PF6] (2a) em KBr.  

 

I.II. Composto [{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(3)][CF3SO3]4 (7)  

 

Figura I.II - Espectro de FT-IR do metalodendrímero [{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(3)][CF3SO3]4 

(7) em KBr. 
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Figura I.III - Espectros de massa do metalodendrímero [{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(3)][CF3SO3]4 

(7) . 
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I.III. Composto [{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(6)][CF3SO3]4 (8)  

 

 

Figura I.IV - Espectro de FT-IR do metalodendrímero [{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(6)][CF3SO3]4 

(8) em KBr. 
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Figura I.V - Espectros de massa do metalodendrímero [{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(6)][CF3SO3]4 

(8). 
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I.IV. Composto [{(η5-C5H5)(PPh3)2Ru}4(3)][CF3SO3]4 (9) 

 

Figura I.VI - Espectro de FT-IR obtido na preparação do composto 

[{(η6-p-cimeno)(en)Ru}4(3)][PF6]8 (9), em KBr.  

 

I.V. Composto [{(η6-p-cimeno)(en)Ru}4(6)][PF6]8 (10) 

 

Figura I.VII - Espectro de FT-IR obtido na preparação do composto 

[{(η6-p-cimeno)(en)Ru}4(6)][PF6]8 (10), em KBr.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

Anexo II 

II. Microfotografias das células 
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II.I. Linha celular Caco-2  

 

Figura II.I - Micrografias em campo claro das células Caco-2 após 72 horas de incubação com os dendrímeros 3 e 6 e o complexo RuCp a 

diferentes concentrações, com uma ampliação de 200x (*concentrações ≥ 25 µM do RuCp são desconhecidas).   
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Figura II.II - Micrografias de campo claro das células Caco-2 após 72 horas de incubação com a PPh3 e os metalodendrímeros 7 e 8 a diferentes 

concentrações, com uma ampliação de 200x (*para concentrações ≥ 25 µM os compostos 7 e 8 precipitaram). 
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II.II. Linha celular CAL-72  

 

Figura II.III - Micrografias de campo claro das células CAL-72 após 72 horas de incubação com os dendrímeros 3 e 6 e o complexo RuCp a 

diferentes concentrações, com uma ampliação de 200x (*concentrações ≥ 25 µM do RuCp são desconhecidas).   
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Figura II.IV - Micrografias de campo claro das células CAL-72 após 72 horas de incubação com a PPh3 e os metalodendrímeros 7 e 8 a diferentes 

concentrações (*para concentrações ≥ 25 µM os compostos 7 e 8 precipitaram). 
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II.III. Linha celular MCF-7  

 

Figura II.V - Micrografias de campo claro das células MCF-7 após 72 horas de incubação com os dendrímeros 3 e 6 e o complexo RuCp a 

diferentes concentrações, com uma ampliação de 200x (*concentrações ≥ 25 µM do RuCp são desconhecidas).   
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Figura II.VI - Micrografias de campo claro das células MCF-7 após 72 horas de incubação com a PPh3 e os metalodendrímeros 7 e 8 a diferentes 

concentrações (*para concentrações ≥ 25 µM os compostos 7 e 8 precipitaram). 
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II.IV. Linha celular A2780  

 

Figura II.VII - Micrografias de campo claro das células A2780 após 72 horas de incubação com os dendrímeros 3 e 6 e o complexo RuCp a 

diferentes concentrações, com uma ampliação de 200x  (*concentrações ≥ 25 µM do RuCp são desconhecidas).   
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Figura II.VIII - Micrografias de campo claro das células A2780 após 72 horas de incubação com a PPh3 e os metalodendrímeros 7 e 8 a diferentes 

concentrações  (*para concentrações ≥ 25 µM os compostos 7 e 8 precipitaram). 
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II.V. Linha celular A2780cisR  

 

Figura II.IX - Micrografias de campo claro das células A2780cisR após 72 horas de incubação com os dendrímeros 3 e 6 e o complexo RuCp a 

diferentes concentrações, com uma ampliação de 200x (*concentrações ≥ 25 µM do RuCp são desconhecidas).   
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Figura II.X - Micrografias de campo claro das células A2780cisR após 72 horas de incubação com a PPh3 e os metalodendrímeros 7 e 8 a diferentes 

concentrações (*para concentrações ≥ 25 µM os compostos 7 e 8 precipitaram). 
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II.VI. MSCs  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II. XI - Micrografias de campo claro das MSCs após 72 horas de incubação com os dendrímeros 3 e 6 e o complexo RuCp a diferentes 

concentrações, com uma ampliação de 200x (*concentrações ≥ 25 µM do RuCp são desconhecidas).   
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Figura II.XII - Micrografias de campo claro das MSCs após 72 horas de incubação com a PPh3 e os metalodendrímeros 7 e 8 a diferentes 

concentrações (*para concentrações ≥ 25 µM os compostos 7 e 8 precipitaram).
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