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RESUMO 
 

O ancoramento do complexo trans-[RuIII(NH3)4(SO4)ina]Cl em dendrímeros PAMAM de 

geração 0 e 2 (G0 e G2) foi realizada por meio de uma ligação peptídica, e esses produtos 

foram submetidos à reação com NO(g) gerando os respectivos nitrosilo complexos                   

G0/RuNO e G2/RuNO. A caracterização desses compostos por infravermelho, UV-vis, 

voltametria cíclica, RMN de 1H e 13C, e análise elementar indica que os nitrosilo complexos 

foram imobilizados na superfície dos PAMAM G0 e G2. Os espectros de infravermelho para 

G0/RuNO e G2/RuNO apresentaram apenas um estiramento νNO+, respectivamente em 1933 

e  1937 cm-1, e para o produto RuNO (não ligado ao dendrímero) em 1933 cm-1. O espectro 

eletrônico para esses três compostos apresentou bandas nas regiões de 230, 270 e 330 nm, e 

por meio de voltametria cíclica observou-se o processo eletroquímico relativo a NO+/NO0 

com ENO
+

/NO
0 vs ECS igual a -0,173 V para G0/RuNO, -0,178 V  G2/RuNO e -0,175 V para 

RuNO. O espectro de 1H RMN do complexo RuNO apresentou dois dubletos com 

deslocamentos químicos centrados em 8,73 e 8,35 ppm, referentes aos hidrogênios aromáticos 

respectivamente nas posições orto e meta do ligante ina coordenado ao metal. Para G0/RuNO 

e G2/RuNO esses sinais foram observados em 8,73 e 8,36 ppm, e os sinais referentes aos 

dendrímeros nesses produtos foram verificados entre 2,7 e 4,0 ppm. O espectro de RMN 13C 

para o complexo RuNO apresentou quatro sinais, e para G0/RuNO e G2/RuNO, 

respectivamente, dez e doze sinais, conforme esperado para esses compostos. Apesar dos 

resultados supracitados indicarem que o ancoramento ocorreu de forma satisfatória, os dados 

de análise elementar apresentaram desvios significativos entre o valor teórico e o 

experimental, principalmente para G2/RuNO. Em adição, foram realizados ensaios em células 

do baço de camundongos para verificar a toxicidade dos nitrosilo complexos às células 

saudáveis, e os resultados indicaram baixa citotoxicidade (<15%) para RuNO, G0/RuNO e 

G2/RuNO. Também foram realizados experimentos sobre a atividade in vitro desses 

compostos contra os parasitos Trypanosoma cruzi e Leishmania major. Os melhores 

resultados, ainda que preliminares, foram obtidos com a maior concentração, 200µM (em 

relação à Ru), em que observou-se atividade tripanocida (média) em torno de 88% para 

G2/RuNO, 82% para G0/RuNO e 72% para RuNO, enquanto que para o Bz (referência) esse 

valor foi de 96%. Já a atividade leishmanicida (concentração de 200µM) desses compostos 

ficou entre 60 a 70% (65% para G2RuNO, 69% para G0/RuNO e 60% para RuNO). 

 



 

 

 

ABSTRACT 

The anchoring of the complex trans-[RuIII(NH3)4(SO4)ina]Cl on PAMAM dendrimers of 

generation 0 and 2 (G0 and G2) was performed by a peptide bond, and the products were 

submitted to reaction with NO (g) generating the related nitrosyl complexes G0/RuNO and 

G2/RuNO. The characterization of these compounds by IR, UV-vis, cyclic voltammetry, 1H 

and 13C NMR, and elemental analysis indicated that the nitrosyl complexes were immobilized 

on the surface of PAMAM G0 and G2. Infrared spectra for G0/RuNO and G2/RuNO showed 

only one νNO+ band in 1933 and 1937 cm-1 respectively, and for RuNO (complex not 

bounded to the dendrimer) at 1933 cm-1. Electronic spectra for these three compounds showed 

bands in the regions of 230, 270 and 330 nm, and by cyclic voltammetry it was possible to 

observe the electrochemical process relative to NO+/NO0 with ENO
+
/NO

0 equal to -0.173 V vs 

SCE for G0/RuNO , -0.178 V for G2/RuNO and -0.175 V for RuNO. The 1H NMR spectra 

for RuNO complex showed two doublets with chemical shifts centered at 8.73 and 8.35 ppm, 

respectively referring to the aromatic hydrogens in the ortho and meta positions of the ina 

ligand coordinated to the metal. The same signals obtained for G0/RuNO and G2/RuNO were 

observed in 8.73 and 8.36 ppm, and signals related to dendrimers between 2.7 and 4.0 

ppm. The 13C NMR spectrum for RuNO exhibited four signals, and for G0/RuNO and 

G2/RuNO, respectively, ten and twelve signals, as expected for these compounds. Despite the 

results above, which indicate that anchoring occurred satisfactorily, the elemental analysis 

showed significant deviations between the theoretical and experimental values, especially for 

G2/RuNO. In adition, in vitro assays were performed on mice spleen cells to determine the 

toxicity of the nitrosyl complex to healthy cells, and the results showed low cytotoxicity 

(<15%) for RuNO, G0/RuNO and G2/RuNO. In vitro experiments were also carried out to 

determine the activity of these compounds against the parasite Trypanosoma cruzi and 

Leishmania major. The best results (preliminary) were obtained with the highest 

concentration 200µM (relative to Ru), which was observed trypanocidal activity (average) 

around 88% for G2/RuNO, 82% for G0/RuNO and 72% for RuNO, while for Bz (reference) it 

was around 96%. The leishmanicidal activity (concentration of 200µM) of these compounds 

was in the range of 60 to 70% (65% for G2RuNO, 69% for G0/RuNO and 60% for RuNO). 
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I - INTRODUÇÃO 

1.1 - Doenças Negligenciadas 

As doenças negligenciadas são um grupo de doenças endêmicas associadas à situação 

de pobreza e às condições precárias de vida da população. Essas doenças também são 

referidas na literatura como ‘doenças de pobres’, ‘doenças órfãs’ ou ‘doenças tropicais’ [1] 

devido ao fato de não disporem de tratamento adequado ou por não receberem a atenção 

devida pelos desenvolvedores de medicamentos, governos e dos programas de saúde pública. 

As doenças negligenciadas são causadas por vírus, parasitos ou bactérias, como por exemplo, 

dengue, tuberculose, malária, tripanossomíases, schistossomíase e leishmaniose [2]. Estima-se 

que existem no mundo 1 bilhão de pessoas infectadas por uma ou mais dessas doenças [3] e 

dados da Organização Mundial de Saúde (OMS) indicam que das 14 milhões de pessoas que 

morrem por ano devido às doenças negligenciadas, mais de 90% vivem em países em 

desenvolvimento[2,4]. Este fato torna-se ainda mais relevante uma vez que as estatísticas 

sobre a produção de fármacos demonstram que as grandes empresas, além de estarem 

localizadas em países desenvolvidos, basicamente produzem fármacos que atendam à 

demanda desses países [5]. Além disso, as indústrias farmacêuticas direcionam os 

investimentos para a produção de medicamentos que ofereçam maior segurança de retorno 

financeiro [2] e pouco investem no desenvolvimento de medicamentos para o tratamento das 

doenças negligenciadas. Dessa forma, a busca por novas alternativas terapêuticas para essas 

doenças se faz necessária, bem como maiores investimentos em pesquisa e desenvolvimento 

(P&D) de novas drogas, que são ainda insuficientes [1-2]. 

 

1.2 - Doença de Chagas 

Descoberta em 1909 pelo médico brasileiro Carlos Chagas [6-7], a doença de Chagas é 

uma doença crônica, sistêmica [8-9] que foi reconhecida pela OMS como uma das 13 doenças 
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tropicais mais negligenciadas do mundo [8]. O protozoário flagelado Trypanosoma cruzi, 

pertencente à ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae e gênero Trypanosoma [6], é o 

agente causador dessa doença. Seu ciclo biológico é complexo, podendo infectar mamíferos, 

triatomíneos (insetos hematófagos) e seres humanos [10]. O parasito pode apresentar três 

formas distintas, sendo duas multiplicativas, epimastigota (presente no vetor e em cultura 

axênica) e amastigota (forma de replicação intracelular), e uma forma infectante, 

tripomastigota (forma sanguínea circulante e infectante)[6,11]. Entre mais de 100 espécies de 

triatomíneos com potencial para transmitir a doença de Chagas, as mais importantes são 

Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e Triatoma dimidiata [9]. Os triatomíneos contraem o 

parasito T. cruzi ao alimentarem-se do sangue de um animal ou ser humano contaminado e 

transmitem a doença ao defecarem durante uma nova ingestão de sangue, depositando os 

parasitos no novo hospedeiro. Outras formas de se contrair a doença são por meio da ingestão 

de comidas ou bebidas contaminadas com o parasito [10] e por transfusão de sangue 

contaminado [12-13]. 

A infecção chagásica pode ser dividida em dois estágios, agudo e crônico, sendo que o 

primeiro dura em média 2 meses e o segundo geralmente perdura por toda a vida do 

hospedeiro[6]. Em muitos casos, a fase aguda da doença pode ser assintomática ou apresentar 

manifestações discretas (oligossintomática)[6,12], caracterizadas por mal-estar, febre e 

inchaço nos olhos [12-13]. Na fase crônica da doença, os pacientes podem desenvolver 

complicações no sistema gastrointestinal e/ou cardíaco [6,13]. Estima-se que existam entre 16 

e 18 milhões de pessoas na fase crônica e que esta causa por ano aproximadamente 50 mil 

mortes [13]. 

Os principais compostos utilizados no tratamento da doença de Chagas são o 

benznidazol [14-17], Bz (Rochagan®, Radanil®), N-benzyl-2-nitroimidazol acetamida e o 
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nifurtimox [14-15,18], Lampit®, 3-metil-4-(5´-nitrofurfurilidenoamino)tetrahidro-4H-1,4-

tiazina-1,1-dióxido, os quais têm a estrutura elucidada na Figura 1. 

 

 

 

 

 

Benznidazol      nifurtimox 

Figura 1 – Estrutura dos compostos comumente utilizados no tratamento da doença de 
Chagas 
 

O mecanismo de ação desses compostos ocorre por meio da geração de radicais e/ou 

metabólitos eletrofílicos [6,19-20]. Esses intermediários, por não serem específicos somente 

ao parasito devido à alta reatividade, também podem atuar negativamente em outros sistemas 

(hospedeiro humano)[6] e isso pode explicar os efeitos tóxicos observados nos pacientes 

tratados com essas drogas. Os efeitos adversos mais comuns para os fármacos em uso contra a 

doença de Chagas são sonolência, perda de peso, náuseas e vômitos [21] quando o tratamento 

é feito com nifurtimox, e febre, dermatites [21], dores musculares e dermatopatia alérgica 

para o tratamento com benznidazol [16,20-21]. 

 

1.3 - Leishmaniose 

A leishmaniose é uma doença causada por um parasito flagelado membro do gênero 

Leishmania, ordem Kinetoplastida, o qual é um protozoário intracelular obrigatório [22-23]. 

O parasito apresenta duas formas (ou estágios), amastigota (aflagelado) e promastigota 

(flagelado), sendo que a primeira é encontrada nos tecidos dos vertebrados e a segunda no 

tubo digestivo do inseto transmissor e em meio de cultura axênicos [22]. Comum nas regiões 

N

SO2

N

O
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dos trópicos, no sul da Europa, América e Ásia [22], estima-se que a leishmaniose está 

presente em 88 países e que afeta por volta de 12 milhões de pessoas no mundo [23]. 

Dependendo da espécie do parasito, a leishmaniose pode ser cutânea, mucocutânea ou 

visceral [23-24], sendo esta última, a forma mais severa da doença, a qual pode ser causada 

pelas espécies Leishmania donovani, Leishmania infantum e Leishmania chagasi [23]. A 

transmissão da leishmaniose geralmente ocorre por meio da picada de insetos do gênero 

Lutzomyia e Phlebotomus [22-23,25-27], os quais contraem o parasito ao alimentarem-se com 

o sangue de um hospedeiro previamente infectado. Outras formas de se transmitir a doença 

são por meio de transfusão de sangue [22], acidentes laboratoriais[28] ou de forma congênita 

[22]. A leishmaniose, dependendo da espécie do parasito e do hospedeiro, pode causar 

diversas manifestações clínicas tais como lesões cutâneas (na região infectada e/ou lesões 

difusas) [29], lesões linfáticas e úlceras nas mucosas [22,26,28]. 

A primeira forma de tratamento contra a leishmaniose baseia-se na utilização de 

compostos de antimônio pentavalente como estibogluconato de sódio (Pentostam®) e 

antimoniato de N-metil-glucamina (Glucantime®) (FIGURA 2), entretanto, o mecanismo de 

ação desses compostos ainda não está completamente elucidado [30]. Um problema 

decorrente da utilização desses medicamentos é a resistência adquirida pelo parasito [30-31], 

resultando na necessidade de aumento nas doses para que o tratamento seja eficiente. Outro 

problema decorrente do uso dessas drogas diz respeito aos efeitos colaterais, dentre os quais 

náuseas, fraqueza, hepato e cardiotoxicidade [30,32]. 
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Figura 2 – Estrutura dos compostos de antimônio utilizados para o tratamento de 
leishmaniose. 

 

A segunda escolha no tratamento da leishmaniose é a Anfotericina B (Fungizone®) [33] 

(FIGURA 3), que apresenta grande afinidade pelo ergosterol, um esterol predominante em 

Leishmania [31]. Esta droga também ocasiona diversos efeitos colaterais como náuseas, dores 

abdominais, vômitos, febre, cardiotoxicidade, insuficiência renal e anemia [33-34]. 

 

 

 

 

 
 

 
Figura 3 – Estrutura do composto utilizado como alternativa aos compostos de antimônio 
para o tratamento da leishmaniose 

 
 
Existem também outros compostos utilizados para o tratamento da leishmaniose como 

isotionato de pentamidinana, miltefosina e sulfato de paromomicina [23] além de alguns 

extratos de produtos naturais que também apresentaram ação leishmanicida [27]. 
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1.4 - Compostos metálicos utilizados como agentes quimioterápicos contra os 

parasitos Trypanosoma e Leishmania  

Diversos complexos metálicos têm sido reportados na literatura por apresentarem 

atividade antiparasitária [32,35-36]. Os trabalhos com compostos de cobre, zinco e [6] são os 

primeiros relatos sobre a utilização de metais de transição contra Chagas [6]. Um novo 

direcionamento foi dado às pesquisas, quando se começou a utilizar compostos com 

conhecida ação antitumoral como tripanocida[6,37]. Essa estratégia de combate à doença de 

Chagas baseou-se no fato de que havia semelhanças bioquímicas entre os metabolismos dos 

tripanossomas e o de células tumorais [6,38]. Assim, a carboplatina e a cisplatina (Figura 4) 

destacavam-se dentre os compostos mais promissores [6,37] 

 

 

 

 

 

Carboplatina     Cisplatina 

Figura 4 – Compostos de Platina com atividade anti-T. cruzi 
 

Uma série de compostos de rutênio (Ru), Figura 5, dentre eles [Ru(NH3)6]Cl3, 

[Ru(NH3)5Cl]Cl2, [Ru(DMSO)4Cl2], [Ru(DMSO)2en] também foram avaliados quanto a 

atividade tripanocida[6,37,39]. 
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  [Ru(DMSO)4Cl2]    [Ru(DMSO)2en] 

 

 

 

 

 

    [Ru(NH3)5Cl]Cl2             [Ru(NH3)6]Cl3 

Figura 5 – Compostos de rutênio com ação anti-T.cruzi 
 

Desde então, alguns trabalhos com rutênio e outros metais como por exemplo ródio, 

irídio, platina e paládio, têm sido publicados com a finalidade de se obter metalodrogas com 

ação antiparasitária [32,36,39-41]. Mais recentemente, Gambino e colaboradores 

desenvolveram compostos de platina, cobre e manganês que também apresentaram atividade 

antiparasitária [32,40,42-45]. 

Um panorama diferente é encontrado no tratamento da leishmaniose, pois a utilização 

de metais na formulação de compostos com potencial antileishmanicida ainda foi pouco 

estudada [32]. Além dos compostos de antimônio, também foram obtidos resultados 

satisfatórios com sulfato de zinco no tratamento da leishmaniose cutânea [29]. Fricker e 

colaboradores desenvolveram diversos compostos de paládio (II), ouro (II) e rênio (V) que 

apresentaram-se como potenciais inibidores das cisteino-proteases dos parasitos T. cruzi e 

leishmania [35]. Alguns compostos de cobre (II) com ligantes fluorados também tiveram 

atividade in vitro contra Leishmania amazonensis [46]. 
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Nesse contexto, o grupo de Química Inorgânica e Analítica do Instituto de Química de 

São Carlos - USP tem desenvolvido diversos compostos de rutênio (tetraaminas de rutênio) 

com comprovada ação tripanocida e leishmanicida em ensaios in vitro e in vivo [11,16,47-50]. 

Esses compostos são solúveis em água e sua ação antiparasitária está associada à liberação de 

óxido nítrico, NO (que para esses compostos está ligado a Ru(II) na forma de nitrosilo, NO+) 

uma molécula com importantes funções fisiológicas e patofisiológicas [51-53]. 

Dentre esses compostos, também merece destaque trans-[Ru(Bz)(NH3)4SO2](CF3SO3)2 

(em que Bz = benznidazol) [16], RuBz, (Figura 6), que também apresentou ação tripanocida. 

Os resultados obtidos para esse complexo são promissores, pois a mesma atividade contra T. 

cruzi foi obtida em uma concentração aproximadamente mil vezes menor que a dose 

recomendada para Bz livre (não coordenado ao rutênio) [16]. Além disso, RuBz é 

aproximadamente nove vezes mais solúvel em água que Bz, o que poderia explicar a menor 

toxicidade observada nos resultados dos ensaios in vivo [16], com relação ao composto 

original (Bz) 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

Figura 6 – Estruturas químicas dos compostos Bz e RuBz. 
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1.5 - Óxido Nítrico 

Até meados da década de 1980 os estudos sobre a molécula de óxido nítrico (NO) eram 

basicamente sobre poluição atmosférica[54]. Hoje sabe-se que o óxido nítrico apresenta 

diversas funções fisiológicas e patofisiológicas, o que renovou o interesse sobre a química 

fundamental dessa molécula[55]. O NO pode ser produzido endogenamente por duas vias: 

redução de íons nitrito em meio ácido e a oxidação da L-arginina a L-citrulina. Esta última 

reação é catalisada pela enzima NO-sintase (NOS) na presença de NADPH e oxigênio[56] 

(Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 – Produção de NO via oxidação de L-arginina a L-citrulina [57-58]. 
 

O óxido nítrico é um radical e apresenta em sua configuração eletrônica um elétron 

desemparelhado no orbital π*, fato que explica a elevada reatividade dessa molécula com 

espécies de oxigênio (O2, O2
•-), metais de transição e tióis[59-60]. Devido a essa reatividade, 

o NO possui um pequeno tempo de meia vida, estimado entre 5 e 15 s [61-62]. Apesar disso, 

a molécula de NO tem a capacidade de difundir-se por meio da membrana celular, 

dispensando transportadores específicos ou canais[63] devido a sua pequena dimensão, 

solubilidade em água e em tecidos lipídicos, e neutralidade elétrica[61,63]. 

O NO também reúne as propriedades de neurotransmissor[53], atua na vasodilatação e 

reperfusão[64], apresenta atividade antimicrobiana[49], atua como agente de defesa 
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imunológico[65], na ereção peniana[66] e na broncodilatação[67], além de ter atividades em 

no fígado, útero, pulmões e cérebro[63]. O óxido nítrico também está relacionado a doenças 

neurodegenerativas e disfunções fisiológicas como o choque séptico (falência circulatória 

aguda) e efeitos pró e antiapoptóticos[68]. 

Adicionalmente, tem-se reportado na literatura que a principal forma de defesa do 

sistema imunológico em infecções causadas por parasitas [48,69-70] como Plasmodium[71], 

Toxoplasma[72], Trypanosoma[73] e Leishmania[70] é provavelmente a produção de NO. 

Alguns estudos também correlacionam o aumento na concentração de NO no organismo, 

como forma de resposta imunológica durante infecções causadas por vírus e bactérias, como 

por exemplo a Tuberculose [74] e Herpes[75]. 

Resultados obtidos por Mauël & Ransijn [76] indicam que o tratamento com doadores 

de NO induziram a inibição da respiração mitocondrial das formas amastigota e promastigota 

do parasito Leishmania. A molécula de óxido nítrico também está envolvida no controle das 

infecções por T. cruzi em hospedeiros vertebrados [50,77]. Compostos doadores de NO tem a 

capacidade de inibir a cruzipaína, principal proteína da família das cisteíno proteases do T. 

cruzi [6,78], por meio de nitrosilação [79] 

 

1.6 – Complexos transportadores de NO – Tetraaminas de Rutênio 

Em ambientes de hipoxia (ambiente redutor), comum em infecções, a ação da enzima 

NOS é normalmente inibida e nessas condições a geração de NO por uma via alternativa que 

envolve a redução de íons nitrito aumenta [80]. Dessa forma, torna-se importante um 

suprimento extra de óxido nítrico no organismo, que pode ocorrer por meio da utilização de 

sistemas doadores externos de NO. Isto encoraja pesquisas nessa direção, visando o 

desenvolvimento de novos compostos com capacidade de atuarem como transportadores de 

óxido nítrico [55,81-82]. 



 

25 

 

Complexos metálicos de rutênio (II) têm sido estudados como possíveis liberadores de 

NO em meio fisiológico [83]. Em particular, um grupo de compostos conhecidos como 

tetraaminas de rutênio(II) (Figura 8) de fórmula trans–[RuII(NO+)(NH3)4(L)] 3+ [em que L = 

isonicotinamida (isn), picolina (pic), nicotinamida (nic), piridina (py), pirazina (pz), L-

Histidina (L-Hist), imidazol (imN), 4-picolina (4-pic), trietilfosfito (P(OEt)3) e também os 

compostos [Ru(NO+)Hedta]0 e  trans-[Ru(NO)Cl(cyclam)]2+], apresentam propriedades 

importantes como solubilidade em água, robustez quanto a reações de substituição e 

capacidade de liberar NO0 por via química ou fotoquímica segundo o esquema[55,84] :        

  

 

 

 

 

Figura 8 – Estrutura geral para as tetraaminas de Ru(II) 
 

trans-[RuII(NO+)(NH3)4(L)] 3+ + e-   trans-[RuII(NO0)(NH3)4(L)] 2+ (1)  

 

trans-[RuII(NO0)(NH3)4(L)] 2+ + H2O               trans-[RuII(H2O)(NH3)4(L)] 2+  +  NO0  (2) 

 

trans-[RuII(NO+)(NH3)4(L)] 3+            trans-[RuIII(H2O)(NH3)4(L)] 3+ + NO0 (3) 

 

Reações 1 a 3 – Reação de redução monoeletrônica (1) e liberação de óxido nítrico via 
aquação dos nitrosilo complexos de rutênio (2) e liberação de NO por via fotoquímica (3) [55] 

 

Uma característica interessante na utilização dos nitrosilo complexos de rutênio é que o 

ligante L trans-posicionado exerce um papel importante sobre a reatividade do grupo NO, 

k-NO 

rápida 

hν 

H2O, H+ 
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permitindo modular, em função de L, a constante de velocidade específica (k-NO) com que 

ocorre a liberação do óxido nítrico[55] e o potencial de redução (NO+/NO0), tornando-o 

acessível a diversos redutores encontrados em meio biológico[85], como NADH, tióis e α-

acetoglutarato [84,86]. 

Estudos de biodistribuição do composto [RuII(edta)NO+]- foram realizados por 

Zanichelli et al.[87] nos quais verificou-se que após 8h de administração desse complexo não 

foi detectado rutênio no plasma, urina ou em outros órgãos dos animais utilizados nos testes, 

ou seja, todo o composto foi eliminado do organismo. Esse resultado é interessante, pois 

indica que não ocorreu acúmulo de rutênio no organismo dos animais. Porém, em 

determinadas circunstâncias esse resultado pode ser indesejado. Por exemplo, ao empregar-se 

os nitrosilo complexos de rutênio contra parasitos (T. cruzi e L. major), o aumento no tempo 

de permanência desses compostos na circulação dos animais utilizados nos testes poderia 

aumentar a eficiência do tratamento e/ou diminuir o número de doses administradas. Esse 

aumento de tempo de permanência poderia ser alcançado ancorando-se os compostos de 

rutênio a matrizes como, por exemplo, dendrímeros. Margerum e colaboradores[88] 

demonstraram que quelatos de gadolínio (utilizados como contraste em ressonância magnética 

de imagem) quando ligados a dendrímeros PAMAM (poliamidoamina) permaneceram no 

organismo por períodos de tempo mais longos do que os quelatos monoméricos. 

O aumento no tempo de permanência dos compostos de rutênio na circulação também 

poderia propiciar condições mais favoráveis para a regeneração dos nitrosilo complexos 

através da reação com nitrito (NO2
-), presente na corrente sanguínea. Após a liberação de NO 

e formação do respectivo aqua complexo, o composto original pode ser regenerado[49,89], 

conforme o ciclo apresentado na Figura 9. 
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Figura 9 – Esquema do ciclo catalítico para a conversão de nitrito a óxido nítrico promovido 
pelos complexos de rutênio[49,89]. 

 

Os complexos do tipo trans-[RuII(NH3)4(L)(H2O)]2+, designados na Figura 9 como 

[RuIIH2O] demonstraram a capacidade de poder converter nitrito (NO2
-) em nitrosilo 

(NO+)[49] por meio de equilíbrio ácido-base in vitro. Como a concentração de NO2
- no 

plasma sanguíneo é próxima a 1µM[90], a reação entre as espécies [RuIIH2O]2+ e NO2
- poderia 

produzir espécies do tipo [RuIINO2
-], seguindo o ciclo catalítico representado pela Figura 9 

[49,89]. 

Nesse contexto, os complexos do tipo trans–[RuII(NO+)(NH3)4(L)] 3+, ligados a 

dendrímeros constituem-se um modelo promissor no tocante à liberação controlada de NO em 

meio biológico. 

 

1.7 – Imobilização de complexos: a utilização dos dendrímeros 

Complexos metálicos podem ser imobilizados e incorporados em diferentes matrizes e 

utilizados em biomateriais, na medicina[88], como catalisadores[91] e no transporte de 

fármacos[89]. Dentre os materiais utilizados como suporte para moléculas, destacam-se a 

sílica[92-94], os xerogéis[95] e os dendrímeros[96-97]. A imobilização de espécies doadoras 

de óxido nítrico nessas matrizes[92,94-97] com a finalidade de se obter sistemas que 

biodisponibilizem NO de forma controlada[89] é conhecida. 



 

 

Os dendrímeros PAMAM (poliamidoamina), conforme 

10, são moléculas que merecem destaque dentre as matrizes supracitadas, devido a sua 

estrutura ramificada, baixa toxicidade 

moléculas que possuem três componentes essenciais: núcleo inicial, camadas interiores e a 

camada exterior[99-103].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 – Estrutura do dendrímero PAMAM com grupos terminais amina 
representam as gerações 0, 1 e 2 do dendrímero

 

Os dendrímeros PAMAM são macromoléculas que possuem grupos 

carboxila) que podem participar de diversos tipos de reações

características biomiméticas, ou seja, sua estrutura imita a estrutura de proteínas globulares, a 

utilização deste material na medicina tem sido inves

106]. Conforme pode ser observado 

“gerações” dependendo do número de grupos terminais presentes. Assim, o PAMAM de 

geração 0 (zero), apresenta 4 grupos amina superficiais, o de geração 1 apresenta 8, enquanto 

o de geração 2 apresenta 16 grupos.

PAMAM (poliamidoamina), conforme estrutura apresentada na Figura 

são moléculas que merecem destaque dentre as matrizes supracitadas, devido a sua 

estrutura ramificada, baixa toxicidade [98] e solubilidade em água [99]

léculas que possuem três componentes essenciais: núcleo inicial, camadas interiores e a 

 

Estrutura do dendrímero PAMAM com grupos terminais amina 
representam as gerações 0, 1 e 2 do dendrímero[104]. 

Os dendrímeros PAMAM são macromoléculas que possuem grupos 

carboxila) que podem participar de diversos tipos de reações[96]

características biomiméticas, ou seja, sua estrutura imita a estrutura de proteínas globulares, a 

utilização deste material na medicina tem sido investigada e reportada pela literatura

Conforme pode ser observado na Figura 10, os dendrímeros são classificados por 

“gerações” dependendo do número de grupos terminais presentes. Assim, o PAMAM de 

geração 0 (zero), apresenta 4 grupos amina superficiais, o de geração 1 apresenta 8, enquanto 

o de geração 2 apresenta 16 grupos. 
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estrutura apresentada na Figura 

são moléculas que merecem destaque dentre as matrizes supracitadas, devido a sua 

[99]. Os dendrímeros são 

léculas que possuem três componentes essenciais: núcleo inicial, camadas interiores e a 

Estrutura do dendrímero PAMAM com grupos terminais amina – os círculos 

Os dendrímeros PAMAM são macromoléculas que possuem grupos terminais (amina e 

[96]. Devido às suas 

características biomiméticas, ou seja, sua estrutura imita a estrutura de proteínas globulares, a 

tigada e reportada pela literatura[105-

dendrímeros são classificados por 

“gerações” dependendo do número de grupos terminais presentes. Assim, o PAMAM de 

geração 0 (zero), apresenta 4 grupos amina superficiais, o de geração 1 apresenta 8, enquanto 
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N

O OH

N

O NH2

Ácido isonicotínico (ina) Isonicotinamida (isn)

A presença de grupos funcionais nas extremidades do PAMAM permite a formação de 

ligações com outras moléculas de interesse. Benini e colaboradores [96] descrevem a 

funcionalização do complexo [RuII(edta)(NO)]- em PAMAM de geração 0, 2 e 3. Os 

resultados demonstraram que o complexo ligado ao dendrímero apresentou atividade 

tripanocida (in vitro) superior ao do composto não ligado ao PAMAM, e que as propriedades 

químicas dos compostos ancorados não foram alteradas quando comparadas às do complexo 

não ligado ao dendrímero. 

Dessa forma, as tetraaminas de rutênio ligadas a dendrímeros PAMAM podem se 

constituir em promissores sistemas liberadores de NO, de forma controlada. Entre os 

possíveis ligantes que tem a capacidade de se coordenar ao rutênio e ao mesmo tempo efetuar 

uma ligação com os grupos terminais dos PAMAM, formando uma ligação peptídica, é 

possível destacar os N-heterocíclicos isonicotinamida e ácido isonicotínico (Figura 11). A 

isonicotinamida pode ligar-se aos PAMAM que possuem grupos terminais carboxila, -COOH, 

(PAMAM de gerações intermediárias, como por exemplo, G 0,5 e G 1,5), enquanto o ácido 

isonicotínico pode ligar-se a dendrímeros PAMAM que possuem grupos terminais amina,           

-NH2 (G0, G1, G2). Em adição, esses ligantes, quando trans posicionados a NO+ (nitrosilo 

complexos) em tetraaminas de rutênio, deram origem a compostos ativos em testes 

preliminares contra o parasita T. cruzi[49]. 

 

 

 

  

 

Figura 11 – Fórmulas estruturais do ácido isonicotínico e isonicotinamida. 
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II – OBJETIVO E JUSTIFICATIVA 

 

Sintetizar e caracterizar o complexo trans–[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3 e ancorá-lo a 

dendrímeros PAMAM de geração 0 e 2 e testar estes complexos in vitro contra os parasitas T. 

cruzi e L. major. 

Pretende-se com o ancoramento aumentar o tempo de permanência dos complexos na 

corrente sanguínea dos animais nos testes in vivo contra os parasitos supracitados (que serão 

realizados posteriormente) o que poderia aumentar a eficiência no tratamento. 
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III – METODOLOGIA 

 

3.1 – Reagentes 

Todos os reagentes utilizados foram de pureza analítica (P.A). Os solventes (acetona e 

etanol) foram destilados e tratados de acordo com a literatura [107]. Éter etílico foi tratado 

com sódio metálico por uma noite, com sulfato ferroso amoniacal, destilado e estocado em 

frasco escuro para evitar a formação de peróxido[107]. Os demais reagentes, tricloreto de 

rutênio, monohidrato de hidrazina, ácido clorídrico, metabissulfito de sódio, ácido 

tetrafluorbórico, dimetilformamida (DMF), óxido de deutério, ácido trifluoroacético 

deuterado, nitrito de sódio, ácido trifluoracético, bicarbonato de sódio, peróxido de 

hidrogênio, ácido isonicotínico e dedrímeros PAMAM foram utilizados sem prévia 

purificação, devido ao alto grau de pureza informado pelos fabricantes (Merck, Acros, J.T. 

Baker ou Aldrich). 

Nos ensaios eletroquímicos foi utilizada como eletrólito de suporte uma solução 

aquosa pH 2,0 e força iônica µ = 0,10 mol L-1 (CF3COOH/CF3COONa). Nos experimentos de 

espectroscopia eletrônica também se fez uso dessa solução. 

Argônio (White Martins, grau de pureza 4.8) foi utilizado como gás inerte nos 

procedimentos de síntese que demandavam atmosfera inerte. Antes de seu borbulhamento na 

solução, o argônio é purificado por lavagem em dois vasos lavadores contento solução ácida 

de Cr (II), preparada a partir de CrCl3 em solução 1M de ácido clorídrico, juntamente com 

amálgama de Zn(Hg). Este processo envolvendo Cr(II) tem por objetivo retirar traços de 

oxigênio presentes no gás. Em seguida o gás passou por um vaso contento ácido sulfúrico 

concentrado para promover sua secagem. Todos os procedimentos que demandavam ausência 

de oxigênio foram realizados em sistemas fechados, utilizando-se balões borbulhadores, 

balões de fundo redondo e cânulas de teflon para condução do gás e transferência das 
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soluções. Todas as soluções utilizadas foram previamente desoxigenadas antes do início dos 

procedimentos. 

 

3.2 – Instrumentação e Técnicas Experimentais 

3.2.1 – Análise Elementar 

As Análises Elementar de carbono, nitrogênio e hidrogênio foram realizadas no 

Laboratório de Análise Elementar do Instituto de Química da USP, São Paulo.  

 

3.2.2 – Determinação de Rutênio 

O equipamento empregado nas determinações de rutênio foi um Espectrômetro de 

Emissão por Plasma Indutivo – ICP Marca/Modelo: Perkin Elmer/Optima 3000DV. A 

metodologia utilizada é a proposta por Rowston e Ottaway, modificado por Clarke[108]. Para 

tanto, foram preparadas soluções padrão de cloreto de hexaminrutênio(III) na faixa de 5 a 25 

ppm. Para mascarar substâncias interferentes, as soluções dos padrões e das amostras 

continham 5% (V/V) de uma solução de sulfato de cobre(II) e cádmio(II). Esta solução foi 

preparada dissolvendo-se 9,81 g de CuSO4.5H2O e 16,62 g de CdSO4.8/3H2O em 100 mL de 

HCl 1,0 molL-1[108]. 

 

3.2.3 – Espectroscopia vibracional 

Os espectros foram obtidos em um espectrofotômetro BOMEM FTIR MB-102 na região 

de 4000 – 250 cm-1. As amostras foram preparadas no momento das análises sob forma de 

pastilha de brometo de potássio (KBr), utilizando-se a concentração do analito de 1% em 

relação a massa de KBr. 
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3.2.4 – Espectroscopia eletrônica 

Os ensaios de espectroscopia eletrônica (UV-Vis) foram realizados utilizando um 

espectrofotômetro Hitachi, modelo U-3501, e celas de quartzo de caminho óptico de 1,0 cm. 

Solução aquosa, pH 2,0 e µ = 0,10 mol L-1 (CF3COOH/CF3COONa) foi utilizada como 

referência. As soluções foram previamente desaeradas e mantidas em atmosfera inerte antes 

das análises. 

 

3.2.5 – Espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN) 

Todos os espectros de ressonância magnética nuclear de 1H e 13C foram obtidos em um 

espectrômetro BRUKER DRX400 9,4 Tesla 400 MHz. Utilizou-se D2O como solvente, e 

quando necessário o pH foi ajustado com ácido trifluoroacético deuterado (CF3COOD). O 

reagente 3-(trimetilsilil)propionato-2,2,3,3-d4 de sódio (TSP-d4) foi utilizado como sinal de 

referência (deslocamento químico = 0 ppm). 

As soluções contendo as amostras foram desaeradas e transferidas por meio de tubo de 

teflon sob fluxo de argônio para o tubo de RMN previamente desaerado. 

 

3.2.6 – Medidas de ressonância paramagnética de elétrons (RPE) 

Os ensaios de RPE foram efetuadas em um espectrômetro Bruker modelo EMX, 

operando na faixa de microondas de 9,0 à 10,0 GHz (banda – X). Os ensaios foram realizados 

na temperatura = -196º C e potência de 2mW. 

 

3.2.7 – Voltametria Cíclica 

Os experimentos de voltametria cíclica foram efetuados utilizando um potenciostato 

EG&G PAR (Princeton Applied Research), modelo 264A. Utilizou-se uma célula 

eletroquímica constituída por um sistema de três eletrodos, sendo o eletrodo de trabalho de 
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carbono vítreo, um contra-eletrodo de platina e um eletrodo de referência de calomelano 

saturado, ECS (Hg2Cl2/Hg/KClsat). Os voltamogramas foram obtidos em solução aquosa, pH 

2,0, µ = 0,10 mol L-1 (CF3COOH/CF3COONa), com temperatura controlada por banho 

termostático (25 ± 0,5 ºC). Os voltamogramas foram registrados em microcomputador 

conectado ao potenciostato. 

 

3.3 – Sínteses 

As sínteses dos compostos [RuIII(NH3)5Cl]Cl2 e trans-[RuII(NH3)4(SO2)Cl]Cl seguiram 

procedimento descrito na literatura [109-110]. A Figura 12 apresenta um fluxograma 

ilustrando as principais etapas do processo de síntese. 

 

RuCl3.xH2O     [RuIII (NH3)5Cl]Cl 2                                            trans-[Ru II (NH3)4(SO2)Cl]Cl 

 

Figura 12 – Rota de síntese do complexo trans-[RuII(NH3)4(SO2)Cl]Cl 
 

Para esses complexos o controle da pureza foi verificado por meio da comparação dos 

respectivos coeficientes de absortividade molar (ε) de seus espectros de UV-vis, por bandas 

características nos espectros de infravermelho e pelos potenciais de oxirredução dos 

voltamogramas, com os dados da literatura. 

 

3.3.1 – Síntese do complexo trans-[Ru III (NH3)4(SO4)ina]Cl 

O complexo trans–[RuIII(NH3)4(SO4)ina]Cl foi sintetizado de forma análoga a 

procedimento descrito na literatura para outras tetraaminas de rutênio com ligantes N-

heterocíclos e sulfato[111-112]. A Figura 13 apresenta as reações envolvidas na obtenção 

desse complexo, e em seguida está descrito de forma detalhado o procedimento realizado. 

(NH2)2.H2O 

HCl, refluxo 

SO2(g) 

Na2SO2O5/H
+ 
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trans-[Ru II (NH3)4(SO2)Cl]+        trans-[Ru II (NH3)4(SO3)ina]+ + Cl- 

 

trans-[Ru II (NH3)4(SO3)ina]+          trans-[Ru III (NH3)4(SO4)ina]Cl (s) 

Figura 13 – Reações envolvidas na síntese do complexo trans-[RuIII(NH3)4(SO4)ina]Cl 
 

Procedimento: 150 mg do complexo trans-[RuII(NH3)4(SO2)Cl]Cl foram dissolvidos em 

10 mL de água destilada previamente desaerada e em seguida adicionou-se carbonato de sódio 

(Na2CO3) até a solução atingir pH 9,0. A solução final tem coloração amarelada. Uma 

segunda solução foi preparada pela dissolução de 400 mg de ácido isonicotínico (ina) em 10,5 

mL água destilada desaerada e com pH final ajustado para 9,0 utilizando-se Na2CO3. Esta 

solução foi adicionada vagarosamente à solução contendo rutênio, havendo mudança na 

coloração de amarela para alaranjada. Então foram adicionados 4,5 mL de HCl 6M, 

resultando em uma solução de coloração marrom, seguido da adição de 4,5 mL, gota a gota, 

de solução 30% de H2O2 sob agitação. A solução de cor amarela claro permaneceu sob 

agitação por 5 minutos, quando então foram adicionados 40mL de acetona. A solução foi 

acondicionada em refrigerador por 12 horas. O sólido obtido foi coletado por filtração, lavado 

com acetona, seco e estocado sob vácuo e ao abrigo da luz. Rendimento: 67% 

 

3.3.2 - Síntese do complexo trans-[Ru II (NO+)(NH3)4ina](BF4)3 

A rota de síntese para o complexo trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3 seguiu 

procedimento descrito na literatura para outros nitrosilos de rutênio[55,113]. 

A Figura 14 apresenta as reações envolvidas na obtenção desse complexo, e em seguida 

está descrito de forma detalhado o procedimento realizado. 

 

 

HCl, H2O2 

 

Na2CO3, pH 9 

ina  
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trans-[Ru III (NH3)4(SO4)ina]+          trans-[Ru II (NO+)(NH3)4ina]3+ 

 

trans-[Ru II (NO+)(NH3)4ina]3+                       trans-[Ru II (NO+)(NH3)4ina](BF4)3(s) 

Figura 14 – Reações envolvidas na síntese do complexo trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3 
 

Procedimento: dissolveram-se 100mg de trans–[RuIII(NH3)4(SO4)ina]Cl em 5,0 mL de 

solução desaerada de HBF4 (10-2 mol.L-1) com pH previamente ajustado para 5,5. O complexo 

foi reduzido com amálgama de zinco, Zn(Hg), sob fluxo de argônio por 30 minutos. Então, 

essa solução foi transferida por cânula de teflon para um frasco contendo uma solução 4,9 M 

de HBF4. Em seguida, foi adicionado a esta solução, 150mg de NaNO2. A solução 

permaneceu em agitação por 1 hora e então foi adicionado excesso de etanol desaerado (30 

mL), o que conduziu a precipitação de um sólido de cor rósea, que foi coletado por filtração, 

lavado com etanol, seco e estocado a vácuo. 

 

3.3.3 – Ancoramento dos complexos de rutênio nos dendrímeros poliamidoamina 

(PAMAM) de geração 0 e 2 

O ancoramento do complexo de rutênio (trans–[RuIII(NH3)4(SO4)ina]Cl) nos 

dendrímeros foi realizado adaptando-se procedimentos descritos na literatura [92,96]. Para 

efetuar a ligação peptídica entre o grupo carboxila (do ligante acido isonicotínico coordenado 

ao metal) com o grupo amina do dendrímero PAMAM, utilizou-se o reagente de acoplamento 

dicicloexilcarbodiimida (DCC). O mecanismo dessa reação de acoplamento é ilustrado na 

Figura 15 [114] e na Figura 16 é apresentado a rota de síntese resumida até a obtenção do 

nitrosilo complexo ligado ao dendrímero: GX/trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina(BF4)3 (em que X = 

0 e 2, e representa a geração do dendrímero). Em seguida o procedimento é descrito 

detalhadamente. 

H+, NO(g)  

HBF4 
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trans-[Ru III (NH3)4(SO4)ina]Cl

DMF, DCC PAMAM (GX)

GX/ trans-[Ru III (NH3)4(SO4)ina]Cl

HBF4 f luxo NO(g) 6h, etanol

GX/ trans-[Ru II (NO+)(NH3)4ina](BF4)3

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 – Conjunto de reação para formação de ligação peptídica [114] 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 – Rota de síntese do complexo GX/trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3 em que X 
representa a geração do dendrímero (0 ou 2). 
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A metodologia utilizada nas sínteses para a ligação dos complexos de rutênio em ambos 

os dendrímeros, G0 e G2, foi similar. Dessa forma, primeiramente será descrito o 

procedimento para o dendrímero G0 e em seguida, de forma resumida, para o G2. 

Os dendrímeros G0 e G2 são comercializados em solução 20% em metanol, e por esse 

motivo, esse solvente foi evaporado antes do uso desses reagentes nas sínteses. Dessa forma, 

441 µL de solução contendo G0 (aproximadamente 5,8x10-4 mol de grupos NH2 superficiais 

do dendrímero) foram evaporados sob vácuo até obter-se volume constante. Em seguida a 

solução resultante (óleo) foi solubilizada em 5 mL de dimetilformamida anidra (DMF) e 

desaerada sob fluxo de argônio. Em outro balão dissolveu-se 295 mg do complexo                                     

trans-[RuIII(NH3)4(SO4)ina]Cl (n = 6,4 x10-4mol, excesso ~10% em relação a G0) em 50 mL 

de DMF anidra previamente desaerada. Em seguida adicionou-se 132 mg do reagente de 

acoplamento DCC (n = 6,4x10-4mol) e a solução foi mantida sob agitação por 

aproximadamente 30 minutos a temperatura ambiente. Então, transferiu-se a solução contendo 

o dendrímero à solução contendo o complexo e DCC, mantendo-se a agitação em atmosfera 

de argônio durante 18h. Ao final da reação a solução foi filtrada e o sólido lavado com DMF e 

seco sob vácuo. No sobrenadante isolou-se e caracterizou-se por infravermelho o composto 

dicicloexiluréia (DCCU), um subproduto esperado na reação peptídica. Em seguida, 

aproximadamente 30 mL de água destilada foram adicionadas ao sólido obtido, ocorrendo a 

formação de um precipitado insolúvel de coloração branca, que por infravermelho foi 

identificado como sendo uma mistura entre DCCU e de parte do complexo precursor utilizado 

na reação. O sobrenadante da filtração foi seco em evaporador rotativo ocorrendo a formação 

de um óleo (complexo G0/trans-[RuIII(NH3)4(SO4)ina]Cl). Foram então adicionados ao óleo 

20 mL de solução 10-2 mol L-1 de HBF4, permanecendo essa solução sob fluxo de NO(g) 

(gerado pela reação de NaNO2 em meio ácido) por 6 horas. Em seguida, a solução foi mantida 

sob fluxo de argônio por 1h, prosseguindo com a redução do volume para aproximadamente 5 
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mL em evaporador rotativo, quando então foram adicionados 30 mL de etanol previamente 

desaerado. O sólido de cor rósea foi coletado por filtração, lavado com etanol, seco e estocado 

a vácuo. Esse sólido foi purificado em coluna de exclusão por tamanho, utilizando-se como 

fase estacionária Sephadex G-25 e água destilada como fase móvel. Ao final da corrida, a 

solução coletada foi evaporada em evaporador rotativo até aproximadamente 5 mL, em 

seguida adicionou-se 2mL de HBF4 concentrado (7,65 M) e excesso de etanol 

(aproximadamente 30 mL). O sólido de cor rósea (G0/trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3) foi 

coletado por filtração, lavado com etanol, seco e estocado a vácuo. 

Para a reação com o dendrímero G2, foram utilizados 661 µL de solução contendo G2 

(aproximadamente 5,6x10-4 mol de grupos NH2 superficiais do dendrímero), 515 mg do 

complexo trans-[RuIII(NH3)4(SO4)ina]Cl (n = 1,12x10-3 mol, duas vezes de excesso em 

relação a G2) dissolvidos em 85 mL de dimetilformamida anidra (DMF) previamente 

desaerada e 231 mg do reagente de acoplamento DCC (n = 1,12x10-3 mol). A solução foi 

mantida sob agitação em atmosfera de argônio e à temperatura ambiente durante 48 horas. O 

produto obtido nessa etapa da síntese também apresentou características de um óleo 

(complexo G2/trans-[RuIII(NH3)4(SO4)ina]Cl), da mesma forma que observado anteriormente 

na reação com o dendrímero G0. Esse produto foi solubilizado em 20 mL de solução 10-2 mol 

L-1 de HBF4, permanecendo sob fluxo de NO(g) por 6 horas. Em seguida, a solução foi 

mantida sob fluxo de argônio por 1h, prosseguindo com a redução do volume para 

aproximadamente 5 mL em evaporador rotativo, quando então foram adicionados 30 mL de 

etanol previamente desaerado. O sólido de cor rósea foi coletado por filtração, lavado com 

etanol, seco e estocado a vácuo. Esse sólido (G2/trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3) foi 

purificado em coluna de exclusão por tamanho, utilizando-se o mesmo procedimento descrito 

anteriormente para o dendrímero G0. 
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3.4 – Ensaios Biológicos 

Os experimentos biológicos foram realizados em parceria com o Prof. Dr. João Santana 

da Silva e o Prof. Dr. Fernando Q. Cunha, da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto 

(FMRP-USP). Foram realizados testes com os complexos livres e ancorados ao dendrímero 

contra os parasitos Trypanosoma cruzi e Leishmania major.  

 

3.4.1 – Citotoxicidade dos compostos in vitro 

Células do baço de camundongos C57BL6 foram isoladas macerando-se o tecido em 

meio RPMI 1640 (Gibco-BRL Life Technologies, Grand Island, NY) sobre um filtro com 

poro de 100µm. As células isoladas foram centrifugadas a 1500 rpm por 10 min e as 

hemáceas foram lisadas com tampão de lise por 5 minutos à temperatura ambiente. As células 

foram lavadas, contadas e ressuspensas a 6,5 x 106/mL em RPMI contendo 10% de soro fetal 

bovino.  Em uma placa de 96 poços, as células do baço foram plaqueadas em triplicata e 

incubadas por 24 horas com os compostos de rutênio em três concentrações diluídas em PBS 

(200µM, 100µM, 50µM). O benznidazol (Roche) foi utilizado como droga de referência para 

mortalidade das células. Após o período de incubação, as células foram lavadas e incubadas 

com iodeto de propídio na concentração de 10 µg/mL. A aquisição das células foi realizada 

dentro de 15 minutos utilizando-se um citômetro de fluxo FACSCantoII (Becton-Dickinson 

Immunocytometry System Inc., San Jose, CA) e a análise dos dados foi feita através do 

programa FloowJo (Tree Star).  

 

3.4.2 – Avaliação da atividade tripanocida in vitro sobre as formas tripomastigotas 

A atividade tripanocida in vitro dos diferentes compostos foi avaliada contra a forma 

tripomastigota da cepa Y do T. cruzi. Culturas de formas tripomastigotas foram 

ressuspendidas na concentração de 6,5 × 106 parasitos/mL em meio RPMI suplementado com 



 

41 

 

10% soro fetal bovino. Em seguida, um volume de 200µL de parasitos foi plaqueado em 

duplicata em placas de 96 poços na presença ou não dos compostos de rutênio dissolvidos em 

PBS (tampão fosfato). As duplicatas foram tratadas em três concentrações 200µM, 100µM, 

50µM dos compostos e as culturas foram mantidas à 37°C, 5% CO2 por 24 horas. O 

benznidazol (Roche) foi utilizado como droga tripanocida de referência (controle positivo). 

Posteriormente, a viabilidade dos parasitos foi determinada contando-se o número de 

parasitos móveis em câmara de Neubauer, de acordo com Brener [115] e a porcentagem da 

atividade tripanocida (% AT) foi calculada de acordo com a seguinte equação: 

 

% AT = [1-(L Dt/LCt)] x 100 

 

em que LDt é a média do número de formas móveis no poço contendo os complexos de rutênio 

e LCt é a média de formas móveis no poço não contendo qualquer composto (apenas o meio 

de cultura).  

 

3.4.3 – Determinação da atividade leishmanicida dos compostos 

Formas promastigotas de Leishmania major cepa LV39 foram dispostas em placas de 96 

poços de fundo chato (1x105 parasitas por poço), em 200µL de meio Schneider (Sigma) 

contendo 20% de soro fetal bovino (Gibco), 2% de urina humana masculina, 100 U/ml 

Penicilina, 100µg/ml Estreptomicina (Gibco) e 2mM de L-glutamina (Sigma), na presença ou 

ausência dos compostos de rutênio nas concentrações de 200, 100, 50µM. As placas foram 

incubadas a 25°C por 24h, e o número de parasitas viáveis foi determinado por contagem de 

promastigotas móveis ou imóveis em microscópio óptico após 24 horas. A atividade 

leishmanicida (AL%) foi determinada da mesmo forma que a atividade tripanocida (AT%). 
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IV – RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 – Caracterização do complexo trans–[RuIII (NH3)4(SO4)ina]Cl  

O complexo obtido na síntese, trans–[RuIII(NH3)4(SO4)ina]Cl, é um sólido de coloração 

amarelo claro, cuja provável fórmula estrutural é apresentada na Figura 17 e o resultado da 

análise elementar de C, H e N está apresentado na Tabela 1. 

 

 

 

 

 

 

Figura 17 – Fórmula estrutural proposta para o complexo trans–[RuIII(NH3)4(SO4)ina]Cl 
 

Tabela 1 – Dados de análise elementar do complexo trans–[RuIII(NH3)4(SO4)ina]Cl.2H2O 

Elemento Teórico Experimental Desvio(%) 

% C 15,67 15,90 + 1,5 

% H 4,60 4,68 + 1,7  

% N 15,29 14,92 - 2,5 

Relação C/H 3,41 3,39 0,6 

Relação C/N 1,02 1,06 3,9 

 

Os resultados obtidos são condizentes com a estrutura sugerida para o complexo               

trans–[RuIII(NH3)4(SO4)ina]Cl.2H2O. 
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4.1.1 – Espectroscopia vibracional 

O espectro vibracional do composto trans–[RuIII(NH3)4(SO4)ina]Cl.2H2O, ilustrado na 

Figura 18, apresentou freqüências de estiramento ν(SO4
2-) em região compatível ao reportado 

na literatura[112] para o ligante SO4
2- coordenado ao fragmento Ru(NH3)4. O espectro 

vibracional desse complexo mostrou-se semelhante aos de compostos com estrutura similar, 

do tipo trans–[RuIII(NH3)4(SO4)(L)]Cl em que L = isonicotinamida (isn) e nicotinamida (nia) 

[112]. Outras bandas consideradas relevantes estão resumidas na Tabela 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18 – Espectro na região de infravermelho do sólido trans–[RuIII(NH3)4(SO4)ina]Cl em 
pastilha de KBr. 
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νSO42- 
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Tabela 2 – Principais frequências vibracionais e respectivas atribuições propostas para o 

complexo trans–[RuIII(NH3)4(SO4)ina]Cl.2H2O 

 Principais freqüências vibracionais (cm-1)* Atribuições 

3240 F ν(NH), ν(CH)  

1720 F ν(COOH) 

1131, 1185 F ν(SO4
2-) 

945 F ν(SO4
2-) 

482 f ν(SO4
2-) 

*Pastilha de KBr; resolução +/- 4cm-1; Intensidades F = forte, m=média, f = fraca. 

 

 

4.1.2 – Voltametria Cíclica 

Por meio de voltametria cíclica, conforme apresentado na Figura 19, foi possível 

observar dois pares redox para o complexo trans–[RuIII(NH3)4(SO4)ina]Cl.2H2O.  O primeiro, 

com (E1/2)1 = 0,055V vs ECS (representado na Figura 19 por a1/a2), foi atribuído por 

comparação com sistemas semelhantes [112] ao par Ru(III)/Ru(II) em                                                

trans–[RuIII(NH3)4(SO4)ina]3+/2+ e o segundo com (E1/2)2 = 0,190 V vs ECS, a Ru(III)/Ru(II) 

em trans–[RuIII(NH3)4(H2O)ina]3+/2+ (representado na Figura 19 por b1/b2). 
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Figura 19 – Voltamograma cíclico para o íon trans–[RuIII(NH3)4(SO4)ina]+ em solução 
aquosa. Eletrólito µ = 0,10 mol L-1 (CF3COOH/CF3COONa), pH 2,0, temperatura de 25° C, v 
= 200 mV s-1. 

 

Os voltamogramas cíclicos apresentados na Figura 19 podem ser explicados pela 

sequência de equações [112]: 

 

trans-[RuIII(NH3)4(SO4)(L)] + + e-                          trans-[RuII(NH3)4(SO4)(L)] 0  (4) 

 

trans-[RuII(NH3)4(SO4)(L)] 0 + H2O                  trans-[RuII(NH3)4(H2O)(L)]2+ + SO4
2- (5) 

 

trans-[RuII(NH3)4(H2O)(L)]2+                          trans-[RuIII(NH3)4(H2O)(L)]3+ + e-  (6) 

 
Reações 4 a 6 – Reação de redução monoeletrônica (4), representado na Figura 19 por a1/a2, 
e saída do ligante sulfato via aquação dos complexos de rutênio (5). Em (6) observa-se a 
oxidação Ru(II)/Ru(III) do aqua complexo, representado por b1/b2 na Figura 19. 

 

Conforme pode ser visualizado na Figura 19 o par redox Ru(III)/Ru(II) do íon                                   

trans–[RuIII(NH3)4(SO4)ina]+ é observado em potenciais mais negativos que as 

k-SO4 

a2 

a1 

b1 

b2 
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correspondentes espécies trans–[RuIII(NH3)4(H2O)ina]3+, devido ao caráter σ doador do 

ligante SO4
2-[112], que estabiliza o estado de oxidação III do centro metálico.  

 

4.1.3 – Espectroscopia Eletrônica 

O espectro eletrônico do íon complexo trans–[RuIII(NH3)4(SO4)ina]+ apresentaram um 

perfil similar a de outros complexos com estrutura trans–[RuIII(NH3)4(SO4)(L)] + (L = isn, 

nic)[112], e por esse motivo as atribuições das bandas foram feitas baseando-se nos dados 

descritos na literatura para esses compostos[112]. 

O espectro eletrônico do íon trans–[RuIII(NH3)4(SO4)ina]+ está ilustrado na Figura 20. 

Esse complexo apresenta duas bandas, sendo uma em 325 nm (ε = 3,0 x 103 M-1 cm-1), 

atribuída à transferência de carga do ligante ina para o metal (TCLM), e do ligante                

SO4
2- → Ru (III). A segunda banda, em 270 nm (ε = 4,6 x 103 M-1 cm-1) foi atribuída à 

transição interna do ligante π → π*, do ligante ina. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 20 – Espectro eletrônico do íon trans–[RuIII(NH3)4(SO4)ina]+ em solução aquosa, pH 
2,0 e   µ = 0,10 mol L-1 (CF3COOH/CF3COONa),  temperatura de 25° C, CRu= 1,75.10-4 
molL-1. 
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4.2 – Caracterização do complexo trans-[Ru II (NO+)(NH3)4ina](BF4)3 

O produto trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3 trata-se de um sólido de coloração rósea 

clara, cuja provável estrutura é ilustrada na Figura 21. 

 

 

 

 

 

Figura 21 – Estrutura proposta para o complexo trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3 
 

O resultado da análise elementar de C, H, N e Ru para o complexo                                           

trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3 é apresentado na Tabela 3. 

 

Tabela 3 – Dados de análise elementar para o complexo                                                             
trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3

.2H2O 
 

 Elemento Teórico Experimental Desvio(%) 

% C 11,64 11,31 - 2,9 

% H 3,40 3,22 - 5,6  

% N 13,58 12,96 - 4,8 

% Ru 16,33 16,94 + 3,7 

Relação C/H 3,42 3,51 2,6 

Relação C/N 0,86 0,87 1,2 

Relação C/Ru 0,71 0,67 6,0 

 

HO

RuII

H3N

H3N NH3

NH3

NO+

N

O

(BF4)3



 

48 

 

Os dados obtidos na análise elementar sugerem que existem duas águas de hidratação na 

estrutura do complexo, a qual foi então representada como sendo                                                       

trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3
.2H2O. 

 

4.2.1 – Espectroscopia Vibracional 

Na Figura 22 é apresentado o espectro de infravermelho do complexo                                   

trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3
.2H2O, onde é evidente a banda relativa ao estiramento 

ν(NO+) em 1933 cm-1, região compatível ao reportado na literatura para outras tetraaminas de 

rutênio, da série trans-[RuII(NO+)(NH3)4L](BF4)3, como por exemplo L = isn, nic, 4-pic e pz 

[55]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22 – Espectro na região do infravermelho para o complexo                                                             
trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3.2H2O em pastilhas de KBr. 

 

 

νNO+ 
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Outras bandas relevantes no espectro de infravermelho para o complexo                                 

trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3
.2H2O  são apresentadas na Tabela 4[55]. 

 

Tabela 4 – Principais frequências vibracionais e respectivas atribuições para o complexo 
trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3

.2H2O 
 

Principais freqüências vibracionais (cm-1)* Atribuições 

3440 F νNH, ν(CH) 

3230 F ν(NH), ν(CH) 

1650 m δ(NH), δ(CH), ν(C-N) 

1109 F ν(BF4) 

618 m δRu–NO 

*Pastilha de KBr; +/- 4cm-1; Intensidades F = forte, m=média, f = fraca. 

 

4.2.2 – Voltametria Cíclica 

Por meio de voltametria cíclica, conforme apresentado na Figura 23, foi possível 

observar dois pares redox para o complexo trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3
.2H2O, sendo o 

primeiro com (E1/2)1 = -0,175 V vs ECS, referente à redução NO+/NO0 em                                       

trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina]3+ (representado na Figura 23 por a1/a2), e o segundo com               

(E1/2)2 = 0,155 V vs ECS, referente a Ru(III)/Ru(II) em trans–[RuII(NH3)4(H2O)ina]3+/2+ 

(representado na Figura 23 por b1/b2). 
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Figura 23 – Voltamogramas cíclicos do íon complexo trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina]3+ em 
solução aquosa, eletrólito pH 2,0 e µ = 0,10 mol L-1 (CF3COOH/CF3COONa),  temperatura 
de 25° C, v = 100 mV s-1. 

 

Os processos observados nos voltamogramas cíclicos podem ser explicados de acordo 

com as seguintes equações[55,83]: 

 

trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina]3+ + e-        trans-[RuII(NO0)(NH3)4ina]2+    (7)     

 

trans-[RuII(NO0)(NH3)4ina]2+ + H2O                trans-[RuII(H2O)(NH3)4ina]2+  +  NO0  (8) 

 

trans-[RuII(H2O)(NH3)4ina]2+            trans-[RuIII(H2O)(NH3)4ina]3+ + e-   (9) 

 
Reações 7 a 9 – Reação de redução monoeletrônica (7), representado na Figura 23 por a1/a2, 
e liberação de óxido nítrico via aquação dos nitrosilo complexos de rutênio (8). Em (9) 
observa-se a oxidação Ru(II)/Ru(III) do aqua complexo, representado por b1/b2 na Figura 23. 
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Os valores obtidos por voltametria cíclica para o par NO+/NO0 são próximos aos 

reportados na literatura para os complexos de estrutura similar[116-117],                                            

trans-[RuII(NO+)(NH3)4isn](BF4)3 e trans-[RuII(NO+)(NH3)4nic](BF4)3, cujos valores de 

(E1/2)(NO+/NO0) são, respectivamente -0,190 e -0,170 V (vs ECS). 

 

4.2.3 – Espectroscopia Eletrônica 

Na Figura 24 está ilustrado o espectro eletrônico do íon                                                             

trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina]3+, o qual apresentou três bandas de absorção. A banda em 230 nm 

(ε = 11,2 x 103 M-1 cm-1) foi atribuída à transferência de carga do metal para o ligante (TCML) 

Ru(II) → ina, a banda em 275 nm (ε = 3,6 x 103 M-1cm-1) foi atribuída à transição interna do 

ligante ina π → π*(L), e a banda em ~ 330nm (ε ~ 3,3 x 102 M-1cm-1) é característica de 

transições d-d. As atribuições dessas bandas foram baseadas em dados da literatura para 

complexos similares ao apresentado neste trabalho [116-117]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24 – Espectro eletrônico do íon trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina]3+ em solução aquosa, pH 
2,0 e   µ = 0,10 mol L-1 CF3COOH/CF3COONa,  temperatura de 25° C. 
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4.2.4 – Ressonância Magnética Nuclear de 1H e 13C 

O espectro de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) de 1H para o complexo                               

trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3 apresentou dois dubletos com deslocamentos químicos (δ) 

centrados em 8,35 e 8,73 ppm, conforme apresentado na Figura 25, referentes aos hidrogênios 

aromáticos respectivamente nas posições orto e meta do ligante ina coordenado ao metal. Na 

Figura 26 é apresentado o espectro de RMN de 1H da molécula ina, no qual é possível 

observar dois dubletos referentes aos hidrogênios aromáticos das posições orto e meta, 

respectivamente centrados em δ = 8,72 e 8,02 ppm. O hidrogênio do grupo carboxilato não é 

observado em nenhum dos espectros apresentados (Figuras 25 e 26), conforme esperado, pelo 

fato de ocorrer uma troca rápida desses hidrogênios com D2O. O mesmo ocorre para os 

hidrogênios dos ligantes NH3 coordenados ao Ru no plano equatorial, conforme descrito pela 

literatura[55]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 25 – Espectro de 1H RMN do complexo trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina]4(BF4)3 em D2O, 
(1M CF3COOD). O espectro menor é uma ampliação do espectro na faixa de 8,0 a 9,0 ppm.  
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Figura 26 – Espectro de 1H RMN do ácido isonicotínico (ina) em D2O. O espectro menor é 
uma ampliação do espectro na faixa de 8,0 a 8,8 ppm.  

 

 

Na Figura 27 está ilustrado o espectro de 13C RMN do complexo                                           

trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3
.2H2O. Os dois quartetos observados respectivamente em 

deslocamentos químicos entre 110 e 128 ppm e entre 163 e 167 ppm são referentes ao ácido 

trifluoroacético deuterado (CF3COOD) utilizado para ajustar o pH da solução. Os sinais em 

130,4; 147,1; e 153,9 ppm foram atribuídos aos carbonos aromáticos do ligante ina, assim 

como o sinal em 169,7 ppm, referente ao carbono da carboxila desse ligante, conforme está 

ilustrado na Figura 27. Todos os sinais observados estão de acordo com a estrutura proposta 

para o complexo trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3
.2H2O. 
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Figura 27 – Espectro de 13C RMN do complexo trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3 em D2O,  
(solução 1M CF3COOD). Os números 1, 2, 3, 4 correspondem aos carbonos na estrutura do 
complexo e os respectivos sinais no espectro. 

 

 
4.3 – Ancoramento dos complexos de rutênio nos dendrímeros PAMAM G0 e G2 

O ancoramento dos complexos de rutênio nos dendrímeros PAMAM foi realizado por 

meio da reação entre trans-[RuIII(NH3)4(SO4)ina]Cl e os dendrímeros G0 e G2. Os produtos 

obtidos nessas sínteses foram submetidos à reação com NO gasoso para a obtenção dos 

respectivos nitrosilo complexos de rutênio ligados aos dendrímeros. Ao final da reação com 

NO(g), os compostos foram precipitados, secos sob vácuo e em seguida purificados por meio 

de cromatografia de exclusão por tamanho, utilizando-se Sephadex G-25 como fase 

estacionária. Nos tópicos seguintes, são apresentados os resultados de caracterização dos 

produtos obtidos na reação entre trans-[RuIII(NH3)4(SO4)ina]Cl e os dendrímeros G0 e G2 e 

posteriormente os resultados de caracterização dos respectivos nitrosilo complexos. 
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4.3.2 – Reação entre trans-[Ru III (NH3)4(SO4)ina]Cl e pamam G0 e G2 

Os produtos obtido pela reação entre o complexo trans-[RuIII(NH3)4(SO4)ina]Cl e os 

dendrímeros PAMAM de geração 0 e 2 levaram, respectivamente, aos produtos                                                    

G0/trans-[RuIII(NH3)4(SO4)ina]Cl (designado por simplicidade por G0/RuSO4) e                      

G2/trans-[RuIII(NH3)4(SO4)ina]Cl (designado por G2/RuSO4), ambos os compostos com 

características de óleo. Por esse motivo não foi possível obter resultados de análise elementar 

para esses produtos. Na Figura 28 é apresentado o espectro de infravermelho do produto 

G0/RuSO4, do dendrímero PAMAM G0 e do complexo trans-[RuIII(NH3)4(SO4)ina]Cl. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28 – Espectros de infravermelho do dendrímero PAMAM G0 (–) e dos complexos 
trans-[RuIII(NH3)4(SO4)ina]Cl (–) e G0/RuSO4 (–), em pastilha de KBr. 
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Comparando-se esses espectros foi possível verificar que para o complexo                                  

trans-[RuIII(NH3)4(SO4)ina]Cl existe uma banda em 1720 cm-1 atribuída ao grupo carboxila 

do ligante ina (conforme apresentado anteriormente na Tabela 2), a qual é ausente no espectro 

do PAMAM G2 e do produto G0/RuSO4. Esse é um forte indício do ancoramento do 

complexo no dendrímero por meio da formação da ligação peptídica (amida). Uma segunda 

observação importante é a alteração nas intensidades relativas das bandas em 1650 e  1550 

cm-1, atribuídas, respectivamente às vibrações amida I (νCO) e amida II (δN-H), as quais estão 

presentes no espectro do PAMAM G0 e do produto G0/RuSO4. Utilizando-se a banda em 

1650 cm-1 como referência, é possível verificar que a banda em 1550 cm-1 tem menor 

intensidade no produto G0/RuSO4 do que no PAMAM G0 (Figura 28). Essa mudança pode 

ser atribuída à diminuição do número ligações N-H no PAMAM após o ancoramento do 

complexo. Esses resultados corroboram com dados reportados na literatura para compostos 

similares[96]. Outras bandas de infravermelho relevantes para o composto G0/RuSO4 são os 

estiramento ν(SO42-) em 1125 cm-1 e ν(NH) em 3290 e 3250 cm-1. 

Na Figura 29 são apresentados os espectros de infravermelho do composto G2/RuSO4, 

PAMAM G2 e do complexo trans-[RuIII(NH3)4(SO4)ina]Cl. As interpretações para esses 

espectros foram elaboradas de forma análoga às realizadas, anteriormente, para o 

ancoramento no PAMAM G0 (Figura 28). Assim, no espectro referente ao produto 

G2/RuSO4 (Figura 29) também é possível verificar a ausência da banda em 1720 cm-1, a qual 

está presente no espectro do composto trans-[RuIII(NH3)4(SO4)ina]Cl, sendo este um indício 

da formação da ligação peptídica. Além disso, ao comparar-se as intensidades relativas das 

bandas em 1550 e 1650 cm-1 do PAMAM G2 e do produto G2/RuSO4, também observou-se 

uma ligeira diminuição da banda em 1550 cm-1 para o composto G2/RuSO4. Essa alteração 

não ocorreu de forma tão significativa quanto foi observado para o ancoramento no PAMAM 

G0. Isso pode ter acontecido devido ao ancoramento incompleto dos complexos de rutênio, ou 
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Figura 29 – Espectros de infravermelho do dendrímero PAMAM G2 (–), do complexo              
trans-[RuIII(NH3)4(SO4)ina]Cl  (–) e do composto G0/RuSO4  e (–), em pastilha de KBr. 
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seja, possivelmente não ocorreu a reação entre todos os grupos -NH2 do PAMAM G2 e o 

complexo trans-[RuIII(NH3)4(SO4)ina]Cl. Dessa forma, a diminuição da intensidade da banda 

em 1550 cm-1, que é resultado da redução no número de ligações N-H após o ancoramento, 

não ficou tão evidente para o produto G2/RuSO4 como foi observado para G0/RuSO4. Outras 

bandas de infravermelho relevantes para o composto G2/RuSO4 são os estiramento ν(SO42-) 

em 1125 cm-1 e ν(NH) em 3290 e 3250 cm-1. 

As Figura 30 e 31 ilustram o comportamento eletroquímico dos compostos G0/RuSO4 e 

G2/RuSO4. É possível observar um comportamento similar para ambos os compostos: dois 

processos redox, sendo o primeiro (E1/2)1 = 0,055 vs ECS (a1/a2 na Figura 30) referente ao 

par Ru(III)/Ru(II) em GX/trans–[RuIII(NH3)4(SO4)ina]3+/2+ (em que X = 0 e 2, representa a 

geração do dendrímero) e o segundo (E1/2)2 = 0,190 V vs ECS (b1/b2 na Figura 31), referente 

ao par Ru(III)/Ru(II) em GX/trans–[RuIII(NH3)4(H2O)ina]3+/2+. Esses resultados foram 

similares aos obtidos para o complexo trans-[RuIII(NH3)4(SO4)ina]Cl não ligado ao 

dendrímero (conforme apresentado no item 4.1.2, Figura 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 30 – Voltamograma cíclico do complexo G0/RuSO4 em solução aquosa, pH 2,0 e µ = 
0,10 mol L-1 CF3COOH/CF3COONa,  temperatura de 25° C, v = 200 mV s-1. 
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Figura 31 – Voltamograma cíclico do complexo G0/RuSO4 em solução aquosa, pH 2,0 e µ = 
0,10 mol L-1 CF3COOH/CF3COONa,  temperatura de 25° C, v = 200 mV s-1 

 
 

 

4.4 – Caracterização dos compostos G0/trans-[Ru II (NO+)(NH3)4ina](BF4)3 e            

G2/trans-[Ru II (NO+)(NH3)4ina](BF4)3 

 

4.4.1 – Análise Elementar de C, H, N e Ru 

A fórmula estrutural proposta tentativamente para o complexo                                            

G0/trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3 (designado por simplicidade como G0/RuNO) é 

apresentada na Figura 32. Os resultados de análise elementar de C, H, N e Ru para esse 

composto está exposto na Tabela 5. 
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Figura 32 – Fórmula estrutural proposta para o complexo G0/RuNO 

 

Tabela 5 – Dados de análise elementar de C, H, N e Ru para o complexo G0/RuNO 

Elemento Teórico Experimental Desvio (%) 
% C 19,91 20,46 2,8 
% H 3,92 4,80 7,0 
% N 17,16 16,24 -5,4 

% Ru 14,57 13,70 -6,0 
Relação C/H 5,08 4,26 -16,10 
Relação C/N 1,16 1,26 8,60 

Relação C/Ru 1,37 1,49 8,80 
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A Figura 33 é ilustra a fórmula estrutural do PAMAM G2, que tem 16 aminas 

superficiais, as quais podem reagir com a carboxila do ligante ina coordenado ao rutênio. E a 

Tabela 6 apresenta dos resultados de análise elementar de C, H e N para o composto             

G2/trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3 (representado por simplicidade por G2/RuNO). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33 – Fórmula Estrutural do dendrímero PAMAM geração 2 

 

Tabela 6 – Dados de análise elementar de C, H, N e Ru para o complexo G2/RuNO 
Elemento Teórico Experimental Desvio (%) 

% C 23,26 18,94 -18,57 
% H 4,30 4,00 -6,98 
% N 17,55 12,73 -27,46 

% Ru 13,16 10,20 -22,49 
Relação C/H 5,41 4,74 - 11,00 
Relação C/N 1,32 1,49 +14,1 

Relação C/Ru 1,76 1,85 + 4,86 
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É possível observar desvios consideráveis entre os valores teóricos e experimentais nos 

resultados de análise elementar apresentados na Tabela 5 para o composto G0/RuNO, 

principalmente em relação aos teores de H. Para o composto G2/RuNO, os desvios na análise 

elementar de C, H e N (Tabela 6) foram ainda maiores que os observados para o composto 

G0/RuNO. Isso pode ser atribuído ao ancoramento incompleto (menos que 16 complexos de 

rutênio ligados a cada G2, que apresenta 16 aminas superficiais) possivelmente ocasionado 

por impedimento estérico. A literatura relata dificuldades na caracterização de moléculas 

ramificadas[118], como dendrímeros[119]. Alguns autores notam discrepâncias entre os 

valores calculados e os obtidos experimentalmente nas análises elementares de compostos 

ligados a dendrímeros, devido a presença de impurezas e solventes na estrutura dessas 

moléculas [96,120-122].  

Apesar dos resultados de análise elementar apresentarem desvios consideráveis entre os 

valores teóricos e experimentais, as demais técnicas instrumentais utilizadas na caracterização 

desses compostos sugerem que a síntese ocorreu de forma satisfatória, conforme será 

apresentado a seguir. 

 

4.4.2 – Espectroscopia Eletrônica 

O espectro eletrônico do complexo G0/RuNO é similar ao do complexo livre (não 

ligado ao dendrímero), com bandas em 232 nm (ε = 4,0 x 104 M-1cm-1), 270 nm (ε = 1,48 x 

104 M-1cm-1) e ~330 nm (ε ~1,1x103 M-1cm-1) , conforme apresentado na Figura 34. 
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Figura 34 – Espectro eletrônico para o complexo G0/RuNO em solução aquosa, pH 2,0 e µ = 
0,10 mol L-1 (CF3COOH/CF3COONa),  temperatura de 25° C. 

 

A comparação entre os valores de ε do complexo livre e ancorado pode ser utilizada 

como um indício do número de ligações efetuadas entre os complexos de rutênio e o 

dendrímero G0. Este apresenta quatro pontos para ligação peptídica (quatro grupos amina 

superficiais), assim, admitindo-se que não ocorra interação entre os complexos ancorados, o 

valore de ε para G0/RuNO, seria em princípio aproximadamente igual a quatro vezes o valor 

de ε para o complexo livre, trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3. A Tabela 7 apresenta a 

comparação entre esses valores, com exceção da banda em ~330 nm, a qual não é tão bem 

definida em comparação às bandas em 232 e 270 nm. 
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Tabela 7 – Resultados de espectroscopia eletrônica obtidos para os nitrosilo complexos livre 
e ancorado ao dendrímero G0. (Solução aquosa, pH 2,0 e µ = 0,10 mol L-1 
(CF3COOH/CF3COONa), temperatura de 25° C)  

 
Composto λmax, (ε x 103) λmax, (ε x 103) 

trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3 230 nm, (11,2) 275 nm, (3,6) 

G0/RuNO 232 nm, (40,0) 270 nm, (14,8) 

Razão (ε complexo livre / ε complexo ancorado) 3,6 4,1 

 

Os resultados observados na Tabela 7 sugerem o ancoramento de quatro unidades do 

complexo trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3 no dendrímero G0, pois as razões da 

absortividade molar  (ε complexo ancorado / ε complexo livre) são próximas ao valor teórico, 4, sendo 

que o melhor resultado foi obtido para a razão entre as bandas em 270nm/275nm. 

Na Figura 35 está ilustrado o espectro eletrônico para o composto G2/RuNO, em que 

observa-se três bandas de absorção, em 232, 270 e ~330 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35 – Espectro eletrônico para o complexo G2/RuNO em solução aquosa, pH 2,0 e µ = 
0,10 mol L-1 (CF3COOH/CF3COONa), temperatura de 25° C. 
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Como os resultados de análise elementar para G2/RuNO apresentaram desvios 

significativos entre o valor teórico e experimental, não foi possível determinar a massa 

molecular desse produto, conseqüentemente tornando inviável a determinação da 

absortividade molar, como foi realizado para G0/RuNO. Entretanto, foi possível estabelecer 

uma relação entre a quantidade de rutênio presente em G2/RuNO e a absorbância medida 

experimentalmente. Para isso, por meio de análises por ICP, verificou-se a quantidade de 

rutênio no produto G2/RuNO, e em seguida preparou-se uma solução com concentração 

conhecida de Ru, procedendo-se com análises de espectroscopia eletrônica. O coeficiente 

angular da curva [Ru] vs absorbância, resultou em um valor de absortividade molar (em 

função da concentração de rutênio e não da concentração do composto G2/RuNO) próximo ao 

verificado para o composto livre, conforme apresentado na Tabela 8. 

 
Tabela 8 – Resultados de espectroscopia eletrônica para os nitrosilo complexos livre e 
ancorado ao dendrímero G2. (Solução aquosa, pH 2,0 e µ = 0,10 mol L-1 
(CF3COOH/CF3COONa), temperatura de 25° C)  

 
Composto λmax, (ε x 103) λmax, (ε x 103) 

trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3 230 nm, (11,2) 275 nm, (3,6) 

G2/RuNO 232 nm, (10,9)* 270 nm, (3,8)* 

*valor de ε calculado em função da concentração de Ru 

 

Assim, os resultados sugerem que as bandas observadas por espectroscopia eletrônica 

para o composto G2/RuNO têm pouca contribuição das transições existentes na molécula do 

PAMAM G2, sendo então referentes às transições do complexo RuNO ligado à superfície do 

dendrímero. Essas bandas podem ser atribuídas, da mesma forma que realizado para o 

complexo livre, em 230 nm à transferência de carga do metal para o ligante (TCML)               

Ru(II) → ina, em 275 nm à transição interna do ligante ina π → π*(L), e ~ 330nm às 

transições d-d. 
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4.4.3 – Voltametria Cíclica 

Os voltamogramas cíclicos obtidos para G0/RuNO e G2/RuNO foram similares e  

apresentaram dois pares redox (Figura 36 a1/a2, b1/b2), com valores de E1/2 próximos aos 

obtidos para o íon complexo livre trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina]3+, conforme apresentado na 

Tabela 9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 36 – Voltamograma cíclico dos compostos (I) G0/RuNO e (II) G2/RuNO em solução 
aquosa, pH 2,0 e µ = 0,10 mol L-1 CF3COOH/CF3COONa, temperatura de 25° C, v = 100 
mVs-1. 
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Tabela 9 – Valores de (E1/2) obtidos por voltametria cíclica para soluções contendo os 
nitrosilo complexos livre e ancorado ao dendrímero G0 (Solução aquosa, pH 2,0 e µ = 0,10 
mol L-1 (CF3COOH/CF3COONa), temperatura de 25° C, v = 100 mV s-1) 

Composto (E1/2)(NO+/NO0) * (E1/2)Ru(III)–Ru(II) ** 

trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3 -0,175 V 0,155 V 

G0/RuNO -0,173 V 0,150 V 

G2/RuNO -0,178 V 0,150 V 

* representado na Figura 36 pelo par a1/a2; ** representado na Figura 36 pelo par b1/b2 

 

A concordância entre os valores de (E1/2) do complexo livre e ligados ao PAMAM G0 e 

G2 sugere que o ancoramento do complexo no dendrímero não alterou, dentro do erro 

experimental, as características eletroquímicas do complexo original                                         

trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3. Esta observação é coerente com resultados descritos na 

literatura, nos quais complexos de rutênio foram imobilizados[89] em xerogéis[95], na 

superfície de sílica gel[92,94] e em dendrímeros[96]. 

 

4.4.4 – Espectroscopia Vibracional 

Na Figura 37 são apresentados os espectros de infravermelho dos complexos                             

G0/RuNO, trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3 e PAMAM G0 e na Figura 38 os espectros de 

infravermelho dos complexos G2/RuNO, trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3 e PAMAM G2. 

Nessas figuras é possível observar a similaridade entre os espectros de infravermelho dos 

nitrosilo complexos livre e ancorados ao G0 e G2.    
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Figura 37 – Espectro de infravermelho dos complexos trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3 (–), 
G0/RuNO (–) e PAMAM G0 (–) em pastilha de KBr. 
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Figura 38 – Espectros de infravermelho dos complexos trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3(–), 
G2/RuNO (–) e PAMAM G2 (–) em pastilha de KBr. 
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As bandas referentes a ν(NO+) para os composto G0/RuNO e                                                

trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3 estão presentes na mesma região do espectro, em 1933         

cm-1, e para G2/RuNO está presente em 1937 cm-1. Esses valores são compatíveis com 

resultados reportados na literatura para outras tetraaminas de rutênio com NO+ na esfera de 

coordenação[55]. 

Ao comparar as intensidades relativas das bandas próximas a 1650 e 1550 cm-1 do 

complexo livre e ancorado ao dendrímero G0, observou-se o alargamento da banda em 1650           

cm-1 para G0/RuNO. Alterações similares foram observadas por Benini e colaboradores [96] 

ao ancorar o composto [RuIII(edta)(H2O)]- em dendrímeros PAMAM de geração 0, 2 e 3. As 

bandas em 1650 e 1550 cm-1 foram atribuídas, respectivamente às vibrações amida I ν(CO) e 

amida II (δN-H) e também estão presentes no dendrímero G0. A explicação para a alteração 

nessas bandas pode ser atribuída, tentativamente, à sobreposição das bandas do dendrímero 

PAMAM com as do complexo de rutênio, além do que foi discutido anteriormente no item 

4.3.2 para os espectros de infravermelho dos produtos G0/RuSO4 e G2/RuSO4. 

A alteração das bandas próximas a 1650 e 1550 cm-1 não ocorreu de forma tão intensa 

para o complexo G2/RuNO como foi observado para o G0/RuNO. Isto pode ter acontecido 

devido ao fato dos complexos de rutênio não terem sido ancorados em todas as 16 aminas 

superficiais do G2, fazendo com que a modificação nessas bandas não fosse tão intensa como 

observado no ancoramento em G0 (conforme discutido anteriormente no item 4.3.2) 

Outra modificação observada no espectro do complexo G0/RuNO em relação ao 

complexo livre, foi o aparecimento das bandas em 3090 [ν(NH)], 2926 [ν(NH) e ν(CH)] e 

2850 [ν(CH)] cm-1 (Figura 37), as quais também estão presentes no G0. Alterações similares 

foram observadas para o complexo G2/RuNO (Figura 38), com o aparecimento de bandas em 

3083 [ν(NH)] e 2955 cm-1 [ν(NH) e ν(CH)]. 
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4.4.5 – Ressonância Magnética Nuclear de 1H e 13C 

Na Figura 39 é apresentada a fórmula estrutural do dendrímero PAMAM G0 e o 

respectivo espectro de RMN 1H. A Figura 40 ilustra o espectro de RMN 1H do PAMAM G2. 

As atribuições dos sinais de RMN 1H para o G0 foram feitas de acordo com dados reportados 

na literatura[123]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 39 – Estrutura e 1H RMN do dendrímero PAMAM de geração 0 em D2O. O espectro 
menor é uma ampliação na região entre 2,4 2 3,4 ppm. As letras A, B, C, D e E correspondem 
ao tipo de hidrogênio na estrutura do G0 e o respectivo sinal no espectro de RMN. 
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Figura 40 – Espectro de RMN 1H do dendrímero PAMAM de geração 2 em D2O. O espectro 
menor é uma ampliação na região entre 2,3 a 3,5 ppm. 

 

 

Nas Figuras 41 e 42 são apresentados, respectivamente, os espectro de RMN 1H do 

complexo G0/RuNO e G2/RuNO. 
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Figura 41 – Espectro de RMN 1H do complexo (A) G0/RuNO em D2O (1M CF3COOD). O 
espectro (B) é uma ampliação do espectro (A) na faixa de 2,6 a 4,1 ppm. 
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Figura 42 – Espectro de RMN 1H do complexo (A) G2/RuNO em D2O (1M CF3COOD). O 
espectro (B) é uma ampliação do espectro (A) na faixa de 1,1 a 4,0 ppm. 

 

Os dois dubletos com δ centrados em 8,73 e 8,36 ppm nas Figuras 41 e 42 referem-se 

respectivamente aos hidrogênios aromáticos nas posições orto e meta do ligante ina nos 

complexos G0/RuNO e G2/RuNO. Conforme ilustrado nesses espectros de RMN, os sinais 

referentes aos hidrogênios dos dendrímeros ligados ao complexo são largos e pouco 

definidos. Esses sinais foram observados no intervalo de 2,7 a 4,0 ppm para ambos os 

compostos, G0/RuNO e G2/RuNO. Na Figura 41 verifica-se o sinal referente à acetona em 
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2,21 ppm e na Figura 42 o sinal de etanol com um tripleto centrado em 1,16 ppm e um 

quarteto centrado em 3,65 ppm. Storrier et al. [120] relataram resultados similares nos 

espectros de 1H RMN em complexos polipiridínicos de Ru(II) ligados a PAMAM, em que 

mencionam sinais largos dos hidrogênios referentes ao dendrímero. Dessa forma, em seu 

trabalho, esses autores apenas apresentam os sinais referentes aos hidrogênios aromáticos dos 

ligantes. 

O alargamento dos sinais em RMN de 1H são geralmente observados para complexos de 

Ru(III), que é paramagnético. Esse não é o caso dos nitrosilo complexos, em que têm-se 

Ru(II). Com o intuito de verificar se os sinais largos observados no RMN de 1H de G0/RuNO 

e G2/RuNO são provenientes da presença de eventuais centros de Ru(III) presentes na 

amostra, foi obtido um espectro de RPE para esses produtos. Nenhum sinal de 

paramagnetismo foi observado, e dessa forma é bastante provável a presença de apenas Ru(II) 

nesses complexos. 

Na Figura 43 está ilustrado o espectro de RMN de 13C do dendrímero G0 e dos 

complexos trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3 e G0/RuNO. A tentativa de atribuição dos 

deslocamentos químicos observados foi efetuada por comparação, considerando-se os 

espectros dos precursores e os dados disponíveis na literatura [96,99]. O PAMAM G0 

apresentou seis sinais de carbono (Figura 43), os quais estão de acordo com dados reportados 

na literatura [99]. Conforme apresentado na Figura 43 o espectro do composto                         

trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3 tem quatro sinais de carbono, cujas atribuições foram 

apresentadas no item 4.2.4, Figura 27 deste trabalho.  O espectro do complexo G0/RuNO 

apresentou 10 sinais de carbono em regiões similares às observadas para seus precursores, o 

que é um forte indício do ancoramento (Figura 43). Os quartetos observados em 

deslocamentos químicos entre 110 e 128 ppm e entre 163 e 167 ppm são referentes ao ácido 

trifluoroacético deuterado (CF3COOD) utilizado para ajustar o pH da solução. 
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Figura 43 – Espectro de RMN 13C: (I) G0, (II) trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3 e (III) 
G0/RuNO. Em (III), a letra R representa a estrutura do dendrímero.  
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Na Figura 44 está ilustrado o espectro de RMN de 13C do dendrímero G2 e dos 

complexos trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3 e G2/RuNO. A tentativa de atribuição dos 

deslocamentos químicos observados foi efetuada por comparação. O PAMAM G2 apresentou 

oito sinais de carbono (Figura 44) e o composto trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3 tem quatro 

sinais de carbono, os quais foram atribuídos anteriormente no item 4.2.4, Figura 27 deste 

trabalho.  O espectro do complexo G2/RuNO apresentou 12 sinais de carbono em regiões 

similares às observadas para seus precursores, o que também é um forte indício do 

ancoramento. Os quartetos observados em deslocamentos químicos entre 110 e 128 ppm e 

entre 163 e 167 ppm são referentes ao ácido trifluoroacético deuterado (CF3COOD) utilizado 

para ajustar o pH da solução. 
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Figura 44 – Espectro de RMN de 13C: (I) G2, (II) trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3 (solução 
1M CF3COOD) e (III) G2/RuNO (solução 1M CF3COOD). Em (III), a letra R representa a 
estrutura do dendrímero.  
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Ao realizar a ligação entre o ácido isonicotínico (coordenado ao metal) e os 

dendrímeros, aventou-se a possibilidade de que o sinal referente ao carbono 4 desse ligante 

(168 ppm Figura 43 e 44) estaria deslocado. Isso porque no composto                                          

trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3 esse carbono está ligado ao oxigênio e à hidroxila               

(HO–C=O) e ao reagir com o dendrímero, forma-se uma ligação amida (R–HN–C=O), 

conforme representado na Figura 45. Para efeito de comparação, realizou-se a síntese do 

complexo trans-[RuII(NO+)(NH3)4isn](BF4)3 (em que isn = isonicotinamida) e obteve-se o 

espectros de RMN 13C para esse composto. A escolha desse complexo foi devido à 

semelhança estrutural com os produtos G0/RuNO e G2/RuNO, conforme ilustrado na Figura 

46. 

 

 

 

 

 

 

Figura 45 – Representação da ligação entre o complexo de rutênio e o dendrímero 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 46 – Estrutura dos compostos (a) trans-[RuII(NO+)(NH3)4isn](BF4)3 e (b) GX/RuNO 
(em que X = 0 e 2) e que R representa a estrutura do dendrímero. 
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Na Figura 47 é apresentado o espectro de RMN de 13C do complexo                                   

trans-[RuII(NO+)(NH3)4isn](BF4)3 onde é possível observar o sinal referente ao carbono 4 em 

deslocamento químico semelhante ao observado para o compostos                                                  

trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3, G0/RuNO e G2/RuNO em 169 ppm (Figuras 43 e 44). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 47 – RMN de 13C do complexo trans-[RuII(NO+)(NH3)4ina](BF4)3 (solução 1M 
CF3COOD) 

 

Portanto, de acordo com os dados apresentados até o momento é possível afirmar que o 

ancoramento do complexo de rutênio nos dendrímeros G0 e G2 ocorreu de forma satisfatória 

e que as propriedades desses produtos não foram alteradas em relação ao complexo não-

ancorado. 
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4.5 – ENSAIOS BIOLÓGICOS 

 

4.5.1 – Citotoxicidade 

Os ensaios de citotoxicidade foram efetuados com a finalidade de verificar se os 

compostos de rutênio, livres ou ligados aos dendrímeros, têm efeito tóxico sobre células 

saudáveis (células do hospedeiro). Os experimentos foram conduzidos utilizando-se células 

do baço de camundongo e os resultados estão representados na Figura 48. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 48 – Citotoxicidade dos compostos de rutênio sobre células saudáveis. Bz (referência) 

 

A partir dos resultados obtidos é possível inferir que todos os nitrosilos de rutênio em 

estudo, bem como o Bz, apresentaram baixo efeito tóxico às células saudáveis (< 15%), nas 

concentrações utilizadas neste trabalho. Esses resultados corroboram com dados reportados na 

literatura nos quais se avaliou a citotoxicidade in vitro e in vivo de nitrosilo complexos de 

rutênio[11,124]. 
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Estudos indicam que a toxicidade (ou biocompatibilidade) dos dendrímeros, em geral, 

está relacionada com a sua geração (a toxicidade aumenta com o aumento da geração)[125] 

[126] e com a estrutura, principalmente na superfície da molécula[127], e que a citotoxicidade 

deve ser avaliada para cada caso específico[127]. Esse fato corrobora com os dados obtidos 

neste trabalho em relação ao efeito tóxico dos compostos em estudo, uma vez que G0/RuNO e 

G2/RuNO, os quais têm complexos de rutênio ligados na superfície do dendrímero, 

apresentaram citotoxicidade similar à observada para o complexo livre (RuNO). Dessa forma, 

pode-se inferir que a citotoxicidade verificada para os compostos G0/RuNO e G2/RuNO 

possivelmente está relacionada  ao complexo de rutênio que está ligado à superfície desses 

dendrímeros. 

 

4.5.2 – Resultados preliminares da atividade tripanocida in vitro sobre as formas 

tripomastigotas do T. cruzi 

A Figura 49 reúne os resultados preliminares da atividade tripanocida in vitro para os 

compostos de rutênio livre e ancorado aos dendrímeros PAMAM de geração 0 e 2, e do 

benznidazol (controle positivo). 
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Figura 49 – Atividade tripanocida para os nitrosilo complexos de rutênio e para Bz (controle 
positivo) sobre as formas tripomastigotas do T. cruzi após 24h de incubação. As 
concentrações dos nitrosilo complexos utilizadas nos testes foram normalizadas em relação à 
quantidade de rutênio. 

 

É possível observar que houve uma grande dispersão nos resultados de atividade 

tripanocida (AT) para praticamente todos os compostos utilizados nos testes, com exceção do 

Bz, em que verifica-se pequenos desvios em relação à média. Essa dispersão pode ser 

atribuída ao reduzido número de experimentos realizados para a atividade tripanocida, 

constituindo-se até o momento de duas repetições independentes, em duplicata. Apesar dos 

desvios serem significativos, foi possível verificar que para a concentração de 200µM, os 

valores médios da AT foram aproximadamente 88% para G2/RuNO, 82% para G0/RuNO e 

72% para RuNO, enquanto que para o Bz, a média da atividade tripanocida foi de 96%. Já 

para a concentração de 100µM, apenas a atividade tripanocida do composto G2/RuNO foi 

ligeiramente superior à do Bz e na concentração de 50µM, os compostos G2/RuNO e 
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G0/RuNO apresentaram resultados similares aos obtidos para Bz. Baseando-se em estudos 

realizados para outros nitrosilo complexos de rutênio, a atividade tripanocida observada para 

os compostos RuNO, G0/RuNO e  G2/RuNO possivelmente está relacionada à liberação de 

NO [49]. 

Apesar dos resultados obtidos até o momento não serem conclusivos em relação à ação 

tripanocida dos compostos em estudo neste trabalho, os dados demonstram que é possível 

utilizar nitrosilo compostos de rutênio ligados a dendrímeros como sistemas 

carregadores/liberadores de NO. Também é importante ressaltar a necessidade de se realizar 

mais ensaios de atividade tripanocida com o objetivo de tentar reduzir os desvios observados 

nos testes preliminares, tornando os resultados mais concretos. 

Em adição, com base nos resultados preliminares, pretende-se realizar novos testes de 

atividade tripanocida empregando-se concentrações dos complexos de rutênio superiores às 

utilizadas neste trabalho, pois a baixa citotoxicidade verificada para esses compostos (item 

4.5.1) possibilita essa alternativa. Essa estratégia pode resultar em um aumento na atividade 

tripanocida dos nitrosilo complexos de rutênio livre e ancorados aos dendrímeros. 

 

4.5.3 – Resultados preliminares de atividade leishmanicida in vitro sobre as formas 

promastigotas de L. major 

A Figura 50 ilustra os resultados obtidos para a atividade leishmanicida in vitro dos 

compostos de rutênio contra a forma promastigota do parasito L. major. 
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Figura 50 – Atividade leishmanicida para os nitrosilo complexos de rutênio sobre as formas 
promastigotas de L. major após 24h de incubação. As concentrações dos nitrosilo complexos 
utilizadas nos testes foram normalizadas em relação à quantidade de rutênio. 

 

Os melhores resultados de atividade leishmanicida foram obtidos na concentração de 

200µM para os três compostos em estudo, os quais apresentaram atividade entre 60 a 70% 

(65% para G2RuNO, 69% para G0/RuNO e 60% para RuNO). Resultados similares foram 

obtidos por Pereira e colaboradores[48] para alguns nitrosilo complexos de rutênio, dentre os 

quais trans-[RuII(NO+)(NH3)4isn](BF4)3, que apresentou IC50 = 280 µM. O parâmetro IC50 

pode ser utilizado para comparar o potencial leishmanicida de diferentes compostos, no 

entanto, para os complexos em estudo neste trabalho não foi possível calcular esse parâmetro 

até o momento, devido ao limitado número de experimentos realizados (duas repetições em 

duplicada). 

Da mesma forma que para a atividade tripanocida, atribui-se a atividade leishmanicida 

dos complexos G0/RuNO, G2/RuNO e RuNO à liberação da molécula de óxido nítrico. 

Também devem-se realizar novos ensaios para atividade tripanocida dos compostos de rutênio 
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em estudo utilizando-se concentrações superiores às utilizadas neste trabalho, o que poderia 

aumentar a eficiência desses compostos contra o parasito L. major. 

Em trabalhos futuros pretende-se realizar ensaios in vivo contra os parasitos L. major e 

T. cruzi utilizando-se os complexos livre e ancorados aos dendrímeros. Além dos testes de 

atividade tripanocida e leishmanicida, estudos de biodistribuição, análogos aos realizados por 

Zanichelli e colaboradores[87], permitirão avaliar se os compostos ligados aos dendrímeros 

permanecem por mais tempo no organismo dos animais utilizados nos testes que o respectivo 

composto livre (não ligados ao dendrímero). Conforme discutido anteriormente (item 1.6), o 

aumento no tempo de permanência dos nitrosilo complexos de rutênio na circulação dos 

animais pode, eventualmente, propiciar a regeneração desses complexos dentro do organismo. 

Isso permitiria que o número de doses utilizadas no tratamento contra parasitos fosse 

reduzido, uma vez que a atuação dos complexos em cada dose seria prolongada. 
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V – CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O ancoramento do ntirosilo complexo de rutênio em dendrímeros PAMAM de geração 

0 e 2 foi efetuado com sucesso por meio da formação de ligação peptídica. Os resultados de 

espectroscopia eletrônica e eletroquímica indicaram que os compostos ancorados aos 

dendrímeros apresentam características similares às observadas para o complexo livre (não-

ligado ao dendrímero). 

Os ensaios de citotoxicidade in vitro indicaram que os nitrosilo complexos RuNO, 

G0/RuNO e G2/RuNO têm baixo efeito tóxico (<15% para CRu = 200, 100 e 50µM) às células 

do baço de camundongos (células saudáveis) e que portanto podem ser utilizados como 

sistemas liberadores de NO em testes contra os parasitos T. cruzi e L. major. Pretende-se 

realizar novos ensaios de atividade tripanocida e leishmanicida in vitro utilizando-se 

concentrações dos complexos superiores às deste trabalho, bem como testes de 

biodistribuição, citotoxicidade e atividade tripanocida e leishmanicida in vivo. 
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