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RESUMO

O cancro representa, atualmente, uma das maiores preocupacGes no que respeita a
salde, vitimando mais de 8 milhdes de pessoas por ano, uma tendéncia que se estima estar a
crescer. Desde a descoberta acidental da cisplatina como agente antitumoral, diversos grupos
de investigacdo tém-se debrucado sobre o desenvolvimento de novos compostos de
coordenagdo com potencial antineoplasico.

Os compostos de ruténio tém demonstrado beneficiar de caracteristicas que os tornam
promissores agentes antitumorais, pela riqueza das suas propriedades quimicas, conquistando,
atualmente, um papel de potenciais protagonistas no arsenal terapéutico contra o cancro. Estes
compostos destacam-se pela reduzida toxicidade, boa tolerancia in vivo e pelos diferentes
mecanismos de acdo pelos quais atuam.

De igual relevancia € o estudo de novos métodos que permitam otimizar a eficacia
terapéutica de farmacos ja conhecidos. O encapsulamento de farmacos em contentores
moleculares macrociclicos (ciclodextrinas, calixarenos e cucurbiturilos) constitui um destes
métodos.

Os cucurbiturilos (CB[n], n=5-8,10) sdo macromoléculas ciclicas constituidas por n
unidades de glicolurilo ligados por 2n unidades metileno. Devido & sua estrutura, o interior da
cavidade destes compostos € hidrofobico, no entanto, a entrada das cavidades é polar e
carregada negativamente devido a presenca de grupos carbonilo. Este conjunto de
caracteristicas permite que se estabelegam interagdes “host-guest” consideravelmente mais
fortes do que as observadas com ciclodextrinas ou calixarenos.

Neste ambito, o presente trabalho teve como objetivo principal a sintese de compostos
terpiridinicos de Ru(ll) e Ru(lll), cuja atividade antitumoral foi estudada em linhas celulares
do carcinoma do pulmé&o e do carcinoma do colon, pelos estudos de Lazi¢ et al. e avaliar a
possibilidade de encapsulamento dos compostos sintetizados em CB[7] e CB[8].

Os compostos sintetizados foram caracterizados por espetroscopia de absorcdo no 1V e
no UV-Visivel e por espetrometria de massa, tendo-se concluido que foram sintetizados com
sucesso. Contudo, as tentativas de encapsulamento destes complexos em CB[7] e CB[8] néo

foram bem sucedidas.

Palavras — chave: atividade antitumoral, cancro, compostos de ruténio, cucurbiturilos,

encapsulamento.
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ABSTRACT

Cancer is currently a major health concern, affecting more than 8 million people a year,
a trend estimated to be growing. Since the accidental discovery of cisplatin as an antitumor
agent, several research groups have focused on the development of new coordination
compounds with antineoplastic potential.

Ruthenium compounds have been shown to benefit from characteristics that make them
promising antitumor agents due to their particular chemical properties, and are currently playing
a leading role in metal-based anticancer drug research. These compounds exhibit reduced
toxicity, good tolerance in vivo and may act by different mechanisms of action.

The optimization of the therapeutic efficacy of drugs already known is an alternative
approach as important as the discovery of new active compounds. In this context, encapsulation
of drugs in macrocyclic molecular containers (cyclodextrins, calixarenes and cucurbiturils) play
an important role.

Cucurbiturils (CB [n], n=5-8,10) are cyclic macromolecules consisting of n glycoluril
units attached by 2n methylene units. In this particular structure, the interior of the cavity is
hydrophobic, however, the portals are polar and negatively charged due to the presence of
carbonyl groups. This set of characteristics allows for considerably stronger host-guest
interactions than those observed with cyclodextrins or calixarenes.

In this context, the main objective of the present work was the synthesis of Ru(ll) and
Ru(l1) terpyridine compounds whose antitumor activity was studied in lung carcinoma and
colon carcinoma cell lines by Lazic¢ et al. and to evaluate the possibility of their encapsulation
in CB[7] and CBJ[8].

The characterization of the various compounds by FTIR and UV-Visible spectroscopy
and by mass spectrometry has shown that they were successfully synthesized. However, the
attempts to encapsulate these complexes in CB [7] and CB [8] were not successful.

Keywords: antitumor activity, cancer, cucurbiturils, encapsulation, ruthenium

compounds.
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I. INTRODUCAO

O répido progresso nos campos da biologia molecular e da genética estimulou o
desenvolvimento de um conjunto de novos farmacos antitumorais. Atualmente, encontram-se
em estudos pré-clinicos, aproximadamente, mil compostos antitumorais, um valor superior ao
numero de compostos em estudo para as doencas cardiovasculares e mentais *.

O conhecimento cientifico incorporado nos novos farmacos é extraordinario, no entanto,
0 progresso da ciéncia nem sempre foi acompanhado por melhores resultados na resposta a
terapéutica *.

Uma das formas de avaliarmos o valor dos medicamentos no combate ao cancro é
analisando a relacdo custo-eficécia, isto &, a relacdo entre 0 quanto uma terapia aumenta 0s
custos em salde e o quanto melhora os resultados em satde. Muitos dos novos farmacos que
integram o grupo das novas terapias dirigidas encontram-se aprovados para o tratamento de
tumores com marcadores genéticos particulares. Pela elevada especificidade e custo associado
a producdo, estas novas terapias acarretam custos acrescidos para 0 SNS, o que se reflete, de
uma forma geral, numa relacdo custo-eficacia inferior para os novos farmacos em comparacao
com os mais antigos do mercado *.

Em 2014, as terapéuticas oncologicas dispensadas em ambiente hospitalar custaram ao
SNS mais de 390 milhdes de euros. Quando comparado com o mesmo periodo de 2014
observou-se, em 2015, um aumento de 9,8% em custos, associado a um aumento apenas de
4,5% na quantidade de medicamentos dispensada . Assim, torna-se urgente o desenvolvimento
de terapéuticas com uma boa relacdo custo-eficdcia e o planeamento de estratégias de
maximizacdo da eficacia terapéutica dos farmacos ja existentes no mercado incluindo a
diminuicdo dos problemas associados a sua administragdo. Neste contexto, o encapsulamento
por contentores moleculares € uma das estratégias com elevado potencial e que podera
contribuir significativamente para o desenvolvimento de farmacos com seletividade acrescida.

Neste trabalho, seré efetuada uma revisdo dos compostos de coordenagdo antitumorais
em estudo ou aprovados para uso clinico, com foco sobre os compostos de ruténio bem como
uma revisdo das estratégias de encapsulamento em cucurbiturilos com vista a melhoria das

caracteristicas fisicas, quimicas e farmacocinéticas dos farmacos antitumorais.
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1.1. Cancro

O cancro, oriundo da palavra grega karkinos - caranguejo - é, de acordo com o National
Cancer Institute, o termo usado para definir um conjunto de doencas relacionadas,
caracterizadas por um crescimento descontrolado e exagerado das células, invasdo de tecidos
circundantes e metastase 3.

As primeiras evidéncias manuscritas sobre o cancro foram encontradas no antigo Egipto
e remontam ao periodo entre 2000 e 3000 a.C. Contudo, a palavra cancro foi apenas empregue,
pela primeira vez, por Hipocrates (460-370 a.C.), intitulado o “Pai da Medicina”, para
descrever a formagcéo de tumores, encarada como um acréscimo anormal de humores 4°.

O cancro ndo representa uma sé doenca. Na verdade, sdo conhecidos mais de 100 tipos
de cancro, cujo nome € atribuido consoante o tecido ou 6rgao na origem do mesmo. Podem ser
classificados como carcinoma, sarcoma, leucemia, linfoma, mieloma mdltiplo, melanoma,
tumores da espinal medula e cérebro e outros tipos de tumores. A maioria dos tumores humanos
formam-se a partir dos tecidos epiteliais, dando origem ao carcinoma, o tipo mais comum de
cancro &7,

Os tumores, definidos como uma massa de tecido com propriedades anormais resultante
de uma diviséo celular monoclonal descontrolada associada a uma falha nos mecanismos de
controlo que conduzem a sua eliminacdo por apoptose, podem ainda ser classificados em
benignos ou malignos. S&o identificados como malignos os tumores que apresentem capacidade
de se escaparem do seu local de origem, invadirem os tecidos circundantes e disseminarem-se
para outras partes do organismo. Contrariamente, aqueles que se desenvolvem localmente, sem
invasdo dos tecidos adjacentes sdo denominados de benignos &°.

Os diversos tipos de cancro podem ainda dividir-se em tumores solidos ou liquidos. Os
tumores solidos, como por exemplo o carcinoma, sarcoma e linfoma, sdo massas de tecidos que
se identificam pela auséncia de quistos ou areas liquidas. Por outro lado, as leucemias, 0s
tumores com origem nas células sanguineas, ndo formam, por regra, tumores sélidos 8.

Atualmente, existe um maior conhecimento sobre a etiologia do cancro e sabe-se que
ndo é apenas uma sequela geneticamente determinada, mas sim uma manifestacdo
comportamental imposta a uma suscetibilidade hereditaria individual ’. Os fatores de risco
incluem a exposicdo a agentes infeciosos e a compostos quimicos, a adoc¢ao de determinados
comportamentos, bem como a idade, o sexo e a histéria familiar. Curiosamente, estudos

epidemioldgicos mostraram que os determinantes exogenos, isto €, ambientais sdo os fatores
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dominantes responsaveis pelas diferencas observadas nas taxas de incidéncia da doenca
oncoldgica, entre paises 51011,

O mecanismo de transformacao de uma célula normal numa outra com caracteristicas
neoplasicas, também entendido como carcinogénese, € um processo que compreende maltiplas
etapas. O periodo entre a exposicdo a um determinado agente carcinogénico e o0
desenvolvimento de uma populacdo de células neoplasicas abrange trés etapas distintas: a
iniciacdo, a promog&o e a progressio (Figura 1-1) 1213,

A exposicao a agentes carcinogénicos com consequente lesdo do DNA cromossomico
de células normais, auséncia de reparacdo da lesdo, replicacdo e transmissdo a descendéncia,
traduz a etapa de iniciacdo. Esta é seguida da etapa de promocéo, que assinala 0 momento em
que as alteracdes genéticas das células sujeitas a carcindgenos e promotores da carcinogénese
determinam a transformacdo neoplasica e o desenvolvimento de células com capacidade de
crescimento autébnomo. A Ultima etapa, a progressdo, € caracterizada por uma marcada
malignidade como resultado da acumulacdo de modificacfes genéticas e epigenéticas. O tumor

apresenta um elevado ritmo de proliferacio e capacidade de invasio e metastase *°.

| Mecanismos de carcinogénese 1
— 1
" Avaliacdo do efeito terapéutico
f
Quimioprevencio

3

3 E joi i g | e p) ~ P
e Celula normsal S Iniciador = Artéria Lad Vaso {7} Pulmao 7 Osso

@ céluls maligna V' Promotor = \eia ‘f{‘;} Cérebro T Figado . Nédulo linfatico

Figura I-1. Mecanismo de carcinogénese (adaptado de *4).

A par com as etapas acima enumeradas, trés regras fundamentais tém de ser infringidas
para o desenvolvimento de um tumor. As células apenas iniciam o processo de diviséo celular
guando estimuladas. Quando este primeiro principio ndo é respeitado, as células arranjam forma

de manter ativo o processo pela qual séo estimuladas por uma hormona ou fator de crescimento.
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A segunda premissa especifica que em condi¢fes impréprias para a replicacdo do DNA, as
celulas ativam programas de morte celular com o objetivo de impedir a replicagdo do DNA
lesado. Para escaparem aos programas de autodestruicdo, as células evitam os pontos de
controlo, durante o ciclo celular. Os genes supressores de tumores desempenham um papel
importante neste aspeto. Quando estes genes sdo alterados por mutagéo, perdem as suas fungdes
e as células adquirem a capacidade de se dividem continuadamente e escaparem a apoptose. A
ultima regra determina que as células se dividem por um ndmero limitado de vezes, devido a
uma estrutura na posicéo terminal de cada cromossoma, o teldémero. Cada vez que a célula se
divide, a sequéncia de DNA constituida por pequenas repeticdes é encurtada. Apos um nimero
fixo de divisbes, o encurtamento dos teldémeros é incompativel com a continuidade da divisdo
celular, o que conduz a senescéncia e apoptose. As células neoplasicas, por outro lado, através
da ativacdo da telomerase, enzima que promove a regeneracdo dos telémeros, adquirem uma
caracteristica que as torna “imortais” 2.

A infracdo conjunta destas trés regras é a chave para uma célula se tornar tumoral. A
complexidade da tumorogénese advém da aptiddo da célula para operar todas estas
modificacdes de uma forma coordenada. E é por este motivo que se acredita que o cancro
depende simultaneamente de fatores genéticos e ambientais 2.

Ainda no que concerne ao processo de carcinogénese, as alteracdes genéticas mais
comuns abrangem 0s proto-oncogenes, 0s genes supressores de tumor e 0s genes reparadores
do DNA. Os proto-oncogenes codificam proteinas com fungdes no controlo do crescimento
celular. Modificacbes na sua estrutura ou expressdo podem desencadear a sua ativacdo em
oncogenes. S&o assim designados porque promovem a proliferagdo celular. Contrariamente,
alguns genes contribuem para o desenvolvimento de tumores quando sio inativados. E o caso
dos genes supressores de tumor que exercem igualmente funcdes na gestdo do crescimento e
proliferacdo celular. Uma mutacdo neste gene conduz a codificacdo de uma proteina
disfuncional, incapaz de impedir a diviséo celular quando necessario. Considera-se ainda uma
terceira classe de genes, associada ao mecanismo de carcinogénese. Embora ndo estejam
diretamente envolvidos, 0os genes responsaveis pelo processo de reparacdo do DNA quando
inativados deixam a célula exposta ao desenvolvimento de mutacfes e consequentemente a
ativacio de oncogenes e inativagio dos genes supressores de tumores 215,

Durante as Ultimas décadas, foram exploradas teorias alternativas tendo resultados

experimentais recentes mostrado que a presenca de mutagdes e fatores de crescimento ndo consegue
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por si so explicar a inducdo da proliferacdo celular e que o microambiente em que a célula esta
inserida contribui ativamente para a iniciacdo da carcinogénese. A interacdo entre as células e o
microambiente que as rodeia, com o envolvimento de fatores bioquimicos e biofisicos, impulsiona

de forma determinante a emergéncia do cancro *°.

70%

2030

N
pR
\|\\'\|r> R “CQO

Graéfico I-1. Nimero estimado de mortes por cancro em 2013 e estimativa para 2030 (adaptado de 7).

Os estudos estatisticos mais recentes indicam que, em 2012, em todo o mundo, 14,1
milhGes de novos casos de cancro foram diagnosticados, dos quais 7,4 milhOes destes nos
homens e 6,7 milhdes nas mulheres. E espectavel que este nimero aumente para 24 milhdes em
2035. No que respeita a mortalidade, registaram-se 8,2 milhdes de mortes por cancro, em 2012
(Grafico I-1) e estima-se que, em 2035, o cancro venha a vitimar, aproximadamente, 14,6
milhdes de pessoas, por ano 8,

O cancro constitui, seguido das doengas cardiovasculares, a segunda causa de morte,
nos EUA e na Europa. O cancro do pulméo foi registado como o mais comum, em todo o
mundo, contribuindo com 13% do namero total de novos casos diagnosticados em 2012. O
cancro da mama foi identificado como o segundo tipo de cancro mais frequente, com,
aproximadamente, 11,9% de novos casos, no mesmo ano. E o cancro colorretal ficou
classificado como o terceiro tipo de cancro mais comum, representando uma parcela de 9,7%

do ntimero total de casos, em 2012 (Gréfico 1-2) 1920,
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Grafico I-2. Incidéncia e mortalidade em nimeros, de diversos tipos de cancro, para ambos 0s géneros e
todas as idades (adaptado de 8).

Ao longo dos anos, muita investigacdo na area da quimica tem sido direcionada para as
aplicacGes médicas, quer em termos de diagnostico, quer em termos de terapéutica, como forma de
contrariar estes niumeros. A investigacdo tem proporcionado um crescimento continuo do nosso
conhecimento acerca das causas do cancro, oferecendo a oportunidade de desenvolver

estratégias de prevencdo da doenca, de detecio precoce e de intervengio na sua progressdo 2.

1.2. Terapéuticas Atuais

O tratamento do cancro segue, hoje em dia, trés abordagens diferentes: a cirurgia, a
radioterapia e a terapia sistémica. Por terapia sistémica entende-se todos os tratamentos que
incluem a terapia hormonal, a terapia dirigida e a quimioterapia. O regime de tratamento
escolhido pelos clinicos depende do tipo de cancro do doente, assim como do estagio em que
se encontra a doenca. A combinacao de modalidades terapéuticas € uma realidade comum, em

muitos pacientes 2223,
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A quimioterapia pode ser classificada de duas formas: segundo o espetro de atuagéo dos
citotoxicos no ciclo celular ou de acordo com o seu mecanismo de a¢do. No que respeita a
primeira classificacdo, os agentes quimioterapicos podem ser distinguidos em fase-especificos,
ciclo-especificos e ciclo-inespecificos, consoante a especificidade de atuacdo no ciclo celular

(Figura 1-2) =,

Antibiédticos
Antitumorais

Antimetabolitos

Taxoides

Agentes Alquilantes Alcaloides da

Vinca

Figura I-2. Especificidade de atuag&o no ciclo celular das diferentes classes de agentes quimioterapicos
(adaptado de %),

A segunda classificacdo varia de autor para autor, no entanto, ainda € a mais usada na
pratica clinica. De acordo com a classificacdo atribuida pelo International Manual of Oncology
Practice os agentes citotdxicos estdo categorizados em:

- Agentes Modificadores do DNA: operam através da sua interacdo com 0s acidos
nucleicos. Integram duas categorias de quimioterapicos:

- Agentes Alquilantes: atuam pela inibigéo das funcGes celulares, ao transferirem

0 seu grupo alquilo (R-CH2) para os constituintes celulares e, desta forma,

estabelecerem ligacbes covalentes com proteinas e com acidos nucleicos (e. g.

clorambucil, ciclofosfamida e dacarbazina) 242°.

- Complexos de Platina: a atividade antitumoral destes complexos é atribuida a
sua ligacdo ao DNA, com formacdo de adutos que conduzem a modificagdes estruturais

e, por consequéncia, inibicao da sintese de DNA e inducdo da apoptose (e. g. cisplatina,

oxaliplatina e carboplatina) 24-2°.

- Antimetabolitos: sdo analogos estruturais de metabolitos naturais envolvidos na sintese

de acidos nucleicos. Exercem a sua atividade ao competirem com o substrato natural pelo sitio
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ativo de enzimas com funcgdes na biossintese de RNA e DNA (e. g. 6-mercaptpurina, 5-
fluoruracilo e gencitabina) 232,

- Antibidticos Antitumorais: atuam por intercalacdo no DNA em sequéncias especificas,
com a formacgdo de radicais livres e consequente disrupcdo das cadeias de DNA. As
antraciclinas, produto do fungo Streptomyces, inibem, adicionalmente a agdo das
Topoisomerases | e 11 (e. g. bleomicina, daunorrubicina e doxorrubicina) 23-2°.

- Inibidores da Topoisomerase: 0 mecanismo de acdo destes compostos relaciona-se
com a inibicdo da atividade das Topoisomerases | e Il. Estas enzimas sdo responsaveis pela
estrutura 3D do DNA, durante o processo de replicagcdo (e. g. irinotecano, topotecano e
etoposido) 22,

- Compostos Naturais: estes agentes, também denominados por “Venenos do Fuso
Mitotico”, atuam por se ligaram a tubulina, o0 mondémero funcional do microtubulo. Integram
na sua categoria:

- Alcaloides da Vinca: atuam por ligacdo a tubulina e, por conseguinte, inibicdo
da formacdo do microtibulo, componente extremamente importante no processo de
mitose, assim como na estrutura da célula (e. g. vimblastina e vincristina) 22

- Taxoides: estes compostos, por outro lado, impedem a desconstrugdo do

microtdbulo, e assim, a fungdo normal da célula (e. g. paclitaxel e docetaxel) -2,

1.2.1. Complexos de Coordenac¢ao no Tratamento do Cancro

Os iBes metalicos sdo componentes celulares vitais em diversos mecanismos
bioguimicos, indispensaveis ao normal funcionamento dos organismos vivos 2. Os metais de
transicdo como o cobre, o ferro e 0 manganés desempenham um papel essencial em multiplos
processos bioldgicos. Um desequilibrio na concentracdo destes metais tem sido relacionado
com o desenvolvimento de diversas patologias, incluindo o cancro 28,

Curiosamente, ao longo da histéria da civilizacdo humana, o uso de complexos de
coordenacdo tem sido descrito como forma de tratamento de uma grande variedade de
enfermidades 2°3°.

O crescimento da quimica inorganica tem revelado um impacto significativo na quimica
medicinal, tradicionalmente dominada pela quimica orgénica. E de facto, os complexos de
coordenacdo tém ganho notoriedade enquanto ferramentas de diagndstico e agentes

anticancerigenos 3L,
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O seu interesse surgiu, em 1965, com a descoberta acidental das propriedades
citotoxicas da cisplatina, por Rosenberg et al. 3. Desde entdo, uma vasta biblioteca de
compostos inorganicos e organometalicos, com diferentes mecanismos de acdo, tem sido
desenvolvida para diversas aplicagdes farmacoldgicas 23263334,

O efeito citotdxico da cisplatina e de outros compostos de platina, contudo, induz o
surgimento de efeitos adversos e resisténcia aos fa&rmacos, o que constitui um obstaculo na
aplicacdo clinica e efetividade terapéutica destes antineoplasicos. Este facto tem levado a que
nas ultimas décadas se tenham envidado esforcos no sentido do desenvolvimento de complexos
de metais de transicdo com maior eficacia e menor toxicidade 23263334,

Os metais apresentam caracteristicas Unicas que 0s tornam promissores no design e
desenvolvimento de farmacos para uso na terapéutica e no diagnostico de patologias:

1- Os complexos metalicos podem apresentar-se como cationicos, anidnicos ou neutros,
dependendo da sua esfera de coordenagdo. Em solugdes aquosas, os metais formam ides
carregados positivamente, caracteristica que os distingue da maioria dos compostos organicos.
Dada a facilidade com que perdem eletrGes e formam espécies catidnicas, 0os metais interagem
com muitas moléculas biologicas, participando ativamente em diversos processos bioquimicos
27,35,36.

2- Consoante a natureza do metal e dos seus ligandos, os compostos metalicos oferecem
uma distinta variedade de estruturas moleculares que conferem um elevado espetro de
geometrias e nimeros de coordenagéo *>%.

3- O estado de oxidacdo do metal constitui igualmente uma parcela importante no design
de compostos de coordenagdo com interesse medicinal, uma vez que permite a sua participacdo
numa grande diversidade de reacdes redox >>3°

4- A complexidade de geometrias e as possibilidades de rearranjo molecular dos
compostos de coordenacdo proporcionam a ocorréncia de reacdes de troca de ligandos, o que
oferece mdltiplas oportunidades de interacdo e coordenacdo dos metais com moléculas
bioldgicas 352638,

5- Contrariamente aos compostos organicos, alguns ides metalicos podem comportar-se
como poderosos acidos de Lewis e polarizar significativamente grupos com os quais estejam

coordenados e, desta forma, promover reacgoes de hidrdlise 3%,
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6- Para os metais de transicdo, as orbitais d parcialmente preenchidas concedem
propriedades eletronicas e magneéticas interessantes que podem ser vantajosas no
desenvolvimento de novos farmacos 3%,

Para além das propriedades quimicas, também as caracteristicas fisicas dos ides

metalicos como a radioatividade tém aplicacGes importantes na medicina de diagndstico *.

Apesar da extensa aposta no desenvolvimento e design de novos complexos metéalicos,
nas Ultimas décadas, poucos foram aqueles cuja aprovacdo foi obtida. Apenas a cisplatina, a
carboplatina e a oxaliplatina se encontram aprovadas, em todo o mundo, para uso clinico
(Figura 1-3). Excecionalmente, na Asia, obtiveram também aprovacdo para o tratamento

antitumoral a nedaplatina, a heptaplatina e a lobaplatina 2°.

BBR3464 ProLindac®
(Inicio dos ensaios clinicos) (Inicio dos ensaios clinicos)

Cisplatina
(Primeiro uso clinico)

Oxaliplatina

(Inicio dos ensaios clinicos) [

1971 1978 1989 1992 1

i

: ] I
993 1998 19?9 2600 20¥02 2004

NAMI-A

(Inicio dos ensaios clinicos)

Cisplatina Satraplatina Oxaliplatina
(Autorizagdo) o . P o
(Inicio dos ensaios clinicos) (Autorizagdo)

Figura I-3. Visao histérica dos complexos metélicos que foram aprovados ou entraram ou se encontram em fase
de ensaios clinicos para o tratamento do cancro (adaptado de ).

A cisplatina, quimicamente designada por cis-diaminodicloroplatina(ll), ¢ um complexo
de geometria quadrangular plana, cujo aduto formado pela interagdo 1,2-intracadeia entre duas
bases guanina adjacentes da cadeia de DNA parece ser o principal responsavel pela sua
atividade antitumoral 2,

Apesar de, ainda hoje, estar indicada, em regime de combinagédo, no tratamento de
diversos tipos de cancro (ovario, testiculo, cabeca e pescoco, tumor cervical e carcinoma do
pulméo das células ndo pequenas) a cisplatina apresenta alguns aspetos condicionantes na sua

utilizagéo .
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Em circulacdo, encontra-se predominantemente ligada a proteinas do plasma (e. g.
albumina sérica humana, hemoglobina e transferrina). Adicionalmente, é distribuida,
amplamente, pelo organismo humano, acumulando-se, em elevadas concentracdes, nos rins,
figado e prostata. Em consequéncia, a cisplatina apresenta, como efeitos adversos,
nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, ototoxicidade, neurotoxicidade e anemia 263339,

Efeitos indesejados como disturbios gastrointestinais, supressdao da medula 6ssea e
perda de cabelo parecem estar relacionados com a baixa seletividade da cisplatina para as
células tumorais, lesando indiferenciadamente células neoplésicas e células saudaveis que
apresentem um crescimento acelerado, como é o caso dos foliculos capilares, do epitélio
gastrointestinal e da medula 6ssea 26:333°,

Apesar do seu sucesso em alguns tipos de cancro, a eficacia da sua aplicacdo é limitada
devido a resisténcia celular intrinseca ou adquirida. Os mecanismos que conduzem a resisténcia
celular da cisplatina ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. No entanto, sabe-se que a
resisténcia € multifatorial e na mesma célula tumoral é comum encontrar, simultaneamente,
varios mecanismos de resisténcia °.

Os principais mecanismos sugeridos sdo cinco:

- Reducdo da acumulagdo intracelular da cisplatina: a causa desta reducdo em células
resistentes pode ser atribuida a uma inibicdo da entrada da cisplatina na célula, a um aumento
no efluxo ou ambos “°.

- Inativacdo por moléculas contendo grupos tiol: no interior da célula, para além do
DNA, a cisplatina interage com espécies nucleofilicas como a metionina, a GSH e outras
proteinas ricas em cisteina, conduzindo a sua inativagéo ou eliminagéo da célula *°.

- Aumento da reparacdo do DNA lesado: a estabilidade dos adutos cisplatina-DNA ¢
essencial na promocdo da apoptose celular. Como tal, um aumento na taxa de reparacdo do
DNA esté associado a uma diminuicdo da atividade citotoxica da cisplatina. A reparacdo por
excisdo do nucledtido é o principal meio de remocéo dos adutos de platina e reparacdo do DNA
40.

- Alteracdo na expressédo de genes reguladores: modificagdes na expressdo de oncogenes
e genes supressores de tumores tém sido implicadas nos mecanismos de resisténcia. A relacéo
entre 0 mecanismo subjacente a resisténcia e os efeitos pleiotrépicos destes genes reguladores

ainda ndo € inteiramente compreendida .
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- Tolerancia aos adutos: idealmente, a reparacdo do DNA acontece antes da sua
replicacdo. No entanto, as células resistentes a cisplatina adquirem a capacidade de se
replicarem apesar da presenca do aduto e iniciar a reparacao apés a replicacdo. Este mecanismo
permite as células tolerarem a existéncia de adutos de DNA e, desta forma, escaparem, a
apoptose 4142,

A carboplatina, desenvolvida pela Johnson Matthey Technology, foi o primeiro
derivado da cisplatina a obter aprovacéo para a introdu¢io no mercado “3. O ido metalico da
cis-diamino(1,1-ciclobutanodicarboxilato)-platina(ll), como € designada segundo a
nomenclatura, encontra-se coordenado com o ligando bidentado carboxilato, o que lhe atribui
caracteristicas de um complexo metalico menos reativo e com uma cinética de interacdo com
os acidos nucleicos mais lenta, como consequéncia de uma lenta abertura do anel e de uma lenta
substituicdo nucleofilica do ligando dicarboxilato 4344, Tais particularidades resultam em menor
toxicidade do trato urinario e gastrointestinal, o que traz vantagens no prolongamento da
duracdo do tratamento e no aumento da posologia administrada 2°. Contudo, a supressdo da
medula dssea, em especial a trombocitopenia, e a resisténcia adquirida ao farmaco continuam
a ser os principais fatores limitantes na pratica clinica no que concerne a carboplatina 264546,

A oxaliplatina, 1R,2R-dianimociclohexanooxalatoplatina(ll), obteve a sua aprovagéo
mais tarde, em 2002, com indicacdo no tratamento de tumores resistentes a cisplatina e a
carboplatina, particularmente no tratamento do cancro colorretal. A oxaliplatina é administrada
normalmente em combinacdo com outros farmacos anticancerigenos e 0 seu mecanismo de
acao resulta da formacdo de ligages intra e intercadeia com 0 DNA, conduzindo, desta forma,
a inibicdo da replicacio e transcricio do DNA e ao inicio do mecanismo de apoptose celular 6.
O centro metélico da oxaliplatina encontra-se coordenado com o ligando bidentado oxalato e o
ligando bidentado 1,2-diaminociclohexano (DACH). Embora exiba menor toxicidade do que a
cisplatina, o risco de manifestacdo de neuropatia sensorial periférica constitui o principal fator
limitante da dose deste farmaco 254, Aparentemente ndo apresenta resisténcia adquirida uma
vez que os adutos que estabelece com o DNA ndo sdo reconhecidos pelas proteinas de
reparacdo. Para além disso, ndo interage com os transportadores de efluxo, o que permite evitar
a sua expulsdo das células tumorais 2646,

Entre os complexos metalicos aprovados na terapéutica do cancro encontra-se também,
desde o ano de 2000, o trioxido de arsénio, sob o nome comercial de TRISENOX®. Os

compostos de arsénio tém sido usados ao longo da histéria da medicina no tratamento de
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diversas doengas como a sifilis e o cancro. Contudo, o receio pela toxicidade, a falta de
evidéncia que demonstrasse eficdcia em modelos animais e o efeito carcinogénico do arsenio
levou ao decaimento do seu uso enquanto agente quimioterapico 4. Nos anos 90, novos estudos
levados a cabo pela Harbin Medical University, na China, vieram demonstrar a eficacia de uma
formulacdo de trioxido de arsénio em doentes com leucemia promielocitica aguda, um subtipo
de leucemia mieloide aguda com tragos clinicos, hematoldgicos e moleculares distintos “8. Os
mesmos estudos mostraram que a maioria dos doentes sujeitos ao tratamento apresentavam
remissdo completa da doenca 6. A sua atividade antitumoral advém da sua capacidade de
interferir com uma miriade de mecanismos celulares. Modelos experimentais sugerem que atua
pela inducdo da apoptose e pela inibicdo da proliferacdo celular e da angiogénese *. A

cardiotoxicidade continuou, contudo, a ser reportada como efeito adverso 2.
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Figura I-4. Estruturas quimicas dos complexos de coordenag&o aprovados: cisplatina (a), carboplatina (b),
oxaliplatina (c), triéxido de arsérnio (d) 264°.

1.2.2. Novas Abordagens

Os desenvolvimentos recentes na terapéutica do cancro envolvendo compostos de

coordenacdo tém sido direcionados para o estudo de novos complexos metélicos, ndo s6é com
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caracteristicas farmacocinéticas mais favoraveis, mas também com novas abordagens de
atuacdo. Tém sido observadas bioatividades promissoras em muitos novos complexos
metalicos, apesar do seu modo de atuacdo ndo estar totalmente esclarecido. Para além do DNA,
a interacdo com proteinas representa o principal modo de acdo da maioria dos compostos,
enquanto outros exibem modos de agdo completamente novos e desconhecidos 2639,

Os complexos de platina continuam a ser um dos principais objetos de estudo no design
de novos farmacos antitumorais. Em maior destaque encontram-se os complexos de Pt(IV), os
complexos de platina fotoativados, os complexos de platina multinucleares e os complexos de
platina lipossomais.

Os complexos de Pt(IV) sdo cineticamente mais inertes e termodinamicamente mais
estaveis, quando comparados com os complexos de Pt(I1). O ido metalico apresenta nimero de
coordenacio seis e 0s seus complexos uma geometria octaédrica 2°. A reducio do seu estado de
oxidacdo a Pt(Il) por agentes bioldgicos redutores é necessaria para que os complexos Pt(1V)
manifestem a sua atividade citotoxica. Por esta razdo podem ser considerados pro-farmacos .
Dependendo da natureza dos ligandos axiais, isto é, do potencial de reducdo do complexo
Pt(1V), a ativacdo do mesmo pode acontecer na corrente sanguinea ao invés do interior da célula
tumoral, o que pode levar ao aparecimento de toxicidade sistémica *°. A captacéo celular destes
complexos é facilitada pela lipofilicidade que apresentam, o que permite explicar a sua eficacia
em linhas celulares neoplasicas resistentes a cisplatina 26. Dada a estabilidade quimica destes
complexos, tém sido feitos esforcos significativos no sentido de desenvolver agentes
antitumorais para administracdo oral. De momento, encontra-se em fase 11l de ensaios clinicos
um farmaco oralmente ativo, a satraplatina, para o cancro da prostata refratario a hormonas °2.

Outro mecanismo interessante de ativacao por reducao € o que se retrata nos complexos
de Pt(IV) fotoativados. Uma nova aplicacdo dos complexos Pt(1V) na terapéutica do cancro é
o desenvolvimento de complexos fotossensiveis que atuem como pro-farmacos e possam ser
ativados a complexos Pt(I1) nas células tumorais, pela acdo da radiacdo UV ou visivel *°. Duas
classes de complexos Pt(IV) fotoativados tém sido descritas na literatura: diiodo-Pt(IV) e
diazido-Pt(1V). A primeira classe de compostos baseia-se na utilizag&o do ido iodeto enquanto
ligando redutor. Contudo, o seu estudo foi abandonado uma vez que na presenca de agentes
biolégicos portadores de grupos tiol (e. g. glutationa), estes complexos eram facilmente
reduzidos a Pt(ll), perdendo a sua potencialidade enquanto complexos fotoativados.

Contrariamente a primeira classe, os complexos diazido-Pt(1V) sdo mais estaveis e resistem a
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reducdo pela glutationa e, desta forma, apresentam uma baixa citotoxicidade na auséncia de luz.
Na presenca de luz, esta segunda geragdo de compostos interage com 0 DNA, com a formagéo
de adutos irreversiveis com o0 5-GMP *2,

Os complexos de platina multinucleares contém dois ou mais centros metalicos, capazes
de estabelecer um espetro de interagdes com o DNA completamente distinto daquele
estabelecido pelos complexos anteriormente referidos. Ao contrério da cisplatina, os adutos
formados por esta classe de complexos séo flexiveis, ndo direcionais e maioritariamente
intercadeia. Adicionalmente, tem sido proposto que as deformacdes induzidas por estes
complexos ndo sdo reconhecidas pelas proteinas de reparacdo do DNA. O complexo de platina
tri-nuclear, BBR3464, foi o primeiro destes a ser estudado em ensaios clinicos. Este complexo
apresenta valores de ICso (0,6 mM) muito inferiores aos demonstrados pela cisplatina (27,8
mM), revelando ser ativo em linhas celulares resistentes a esta molécula e com especial
interesse no tratamento do cancro do pulmao das células pequenas e ndo pequenas, do cancro
gastrico, do cancro do ovério e possivelmente do cancro do péancreas. Apesar do enorme
potencial desta classe enquanto agentes anticancerigenos, tem sido descrita uma elevada
toxicidade. No gque concerne ao BBR3464, os ensaios clinicos revelaram uma dose maxima
toleravel de 1,1 mg/m? e como principal efeito adverso a neutropenia, estando este diretamente
relacionado com a dose *3. Mais recentemente, os estudos de fase 11 revelaram que a facilidade
com que reage com as proteinas do plasma resulta em desativacdo do farmaco. Estes resultados
manifestam a importancia do estudo de novas moléculas promissoras 2.

Nos Ultimos anos, as nanoparticulas tém inspirado o desenvolvimento de farmacos
melhor tolerados e com uma eficéacia terapéutica aperfeicoada. Os lipossomas representam um
dos sistemas de distribuicdo de farmacos mais bem-sucedidos. A cisplatina lipossomal e a
oxaliplatina lipossomal, lipoplatin® e lipoxal®, respetivamente, constituem dois excelentes
exemplos da aplicacdo da nanotecnologia ao servico da medicina 5. O lipoplatin® é uma
cisplatina lipossomal encapsulada em lipossomas de didmetro médio de 110 nm. Em estudos
de fase I, Il e Ill, este farmaco demonstrou, significativamente, menor toxicidade renal,
neuropatia periférica, ototoxicidade, supressdo da medula éssea, nauseas e vémitos, com uma
eficacia superior ou similar a cisplatina. Em tumores de vascularizagdo elevada, o lipoplatin®
demonstrou resultados promissores devido a capacidade das nanoparticulas alcancarem o
sistema vascular do tumor e chegarem até aos tumores primarios e metastases, causando, deste

modo, um maior dano ao tecido tumoral em comparagdo com o tecido normal >*. O lipoxal® é
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uma oxaliplatina lipossomal com menores efeitos adversos comparativamente ao agente
citotoxico e de igual eficacia. No ensaio de fase I, o lipoxal® demonstrou boa tolerabilidade,
sem toxicidade gastrointestinal e hematoldgica significativa. O Unico efeito colateral que
permaneceu sem qualquer alteracdo, isto €, qualquer reducdo, foi a nefrotoxicidade. No
momento, este farmaco encontra-se em fase 11 de desenvolvimento *°.

O ouro desempenha, desde ha milhares de anos, um papel importante no tratamento de
diversas patologias. Contudo, o interesse neste metal como agente quimioterapico surgiu apenas
aquando da percecdo de que, quando sujeitos ao tratamento com auranofin, os doentes com
artrite reumatoide manifestavam taxas de malignidade inferiores as espectaveis °.

O auranofin ¢ um complexo de Au(l), de administracdo oral, que respeita uma
configuracao eletronica d'° e uma geometria linear que integra os ligandos hidreto de fésforo e
tiolato %8, A potencialidade do auranofin no tratamento de outras patologias como o cancro, as
infecBes bacterianas e parasitarias, as doencas neurodegenerativas e o VIH/SIDA tem sido alvo
de grande atencéo e estudo °°. Como sequéncia, também o interesse sobre os complexos de
Au(l) e Au(l11) aumentou exponencialmente.

Ao contrario da cisplatina e dos seus similares, tem sido observado que as interacdes
entre 0 DNA e os complexos de Au(l) sdo fracas, pelo que os investigadores tém sugerido que
0s &cidos nucleicos ndo representam o alvo primario destes compostos. Por outro lado, uma
forte associacdo com o DNA tem sido demonstrada num numero particular de complexos de
Au(l11). Na verdade, os compostos de Au(lll) exibem uma configuracdo d® e uma geometria
guadrangular plana, tal como acontece com os complexos de Pt(Il), pelo que seria espectavel
modos de atuagdo semelhantes. Para os complexos de Au(lll) com terpiridinas e a porfirinas
como ligandos, o DNA representa o alvo biomolecular preferencial destes compostos, o que
pode ser explicado pelas caracteristicas intercalantes destes ligandos. Para os restantes
complexos de Au(lll) e Au(l), tém sido explorados diversos mecanismos de acdo possiveis. Em
especial, 0s seguintes processos aparentam desempenhar um papel importante no mecanismo
de acdo destes complexos: modificacdo do ciclo celular, alteragdo da funcdo mitocondrial,
inibicdo do proteassoma, modelagdo da proteina cinase C e indugdo da apoptose °'.

As nanoparticulas de ouro, no seu estado de oxidagéo 0, tém sido amplamente estudadas
pelas suas caracteristicas atrativas enquanto promissores agentes antitumorais 3. In vivo, as
nanoparticulas conseguem alcancar as células tumorais, ao interagirem com muitas proteinas e

serem ativamente direcionadas para as células tumorais. Nos tecidos tumorais tendem a
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acumular-se. Alguns estudos mostraram que a citotoxicidade das prepara¢6es de nanoparticulas
de ouro relacionam-se com a producdo de espécies reativas de oxigénio, toxicidade
mitocondrial, libertagio de citocinas, apoptose e necrose 8,

A prata oferece inUmeras aplicagbes medicinais como agente antisséptico,
antibacteriano, anti-inflamatério e mais recentemente, também as suas propriedades como
agente anticancerigeno tém sido significativamente exploradas °°. A baixa toxicidade dos
compostos de prata representa uma vantagem impar na seguranca da sua utilizacdo pelo ser
humano. Os mecanismos pelos quais exerce a sua acdo antiproliferativa ainda sao incertos,
contudo, os estudos de investigagdo tém vindo a sugerir uma associagdo entre a sua agéo
antitumoral e a interacdo que estabelece com o DNA e com as proteinas portadoras de grupos
tiol. Para além disso, esta interacdo com o0s acidos nucleicos parece estar orientada
preferencialmente para as bases do DNA em vez dos grupos fosfato 5%,

Presentemente, tem sido objeto de grande estudo e revisao, a atividade antiproliferativa
dos complexos de Ag(l) com uma grande variedade de ligandos tais como os acidos
carboxilicos, os aminoacidos e os grupos doadores de azoto, fosforo e enxofre 2660, Apesar dos
resultados da sua acdo antiproliferativa e seletividade in vitro serem extraordinarios, a falta de
informacdo sobre a sua agdo in vivo é uma realidade e uma preocupacédo, pelo que muito ha
ainda a saber acerca destes compostos 2.

O ferro, por sua vez, € um dos metais com maior envolvimento nos mecanismos
celulares como, por exemplo, no transporte de oxigénio, na sintese de DNA, na fosforilacédo
oxidativa e na progressdo do ciclo celular, processos estes com um papel crucial na
carcinogénese. De salientar que o seu potencial como agente citotoxico ostenta estar
relacionado com as reacGes de oxidacdo-reducdo entre as espécies Fe(ll) e Fe(l11), em ambiente
fisiologico 2°.

A descoberta do ferroceno, (bis-ciclopentadienilo)ferro(ll), um complexo
organometalico de Fe(ll) fez crescer o interesse pela quimica organometalica e a investigacédo
sobre uma nova classe de compostos, de formula quimica (CsHs)2M, os metalocenos. Estes
compostos sdo também, frequentemente, referidos como “complexos sanduiche” uma vez que
a sua estrutura consiste em dois anéis ciclopentadienilo ligados a um atomo metélico, numa
geometria simétrica ®*. Por si s, o ferroceno, ndo apresenta atividade citotoxica significativa,
mas aparenta ser um excelente bloco de construcdo de moléculas biologicamente ativas dada a

sua estrutura impar, as suas propriedades redox favoraveis e a sua baixa toxicidade 5162,
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Os sais de ferro(l11), os ferricinios, foram os primeiros compostos de ferro cuja atividade
antiproliferativa foi demonstrada. Apesar de o mecanismo pela qual exercem a sua atividade
ainda ser incerto, consideram-se como possiveis vias de acdo o0 DNA nuclear, a membrana
celular e a enzima Topoisomerase 11, atraves da formacao de espécies reativas de oxigénio e da
inducio da apoptose 61:62,

Entre os derivados do ferroceno que tém demonstrado atividade antiproliferativa, o
ferrocifeno € o que se encontra melhor caracterizado devido as suas propriedades
antiproliferativas no tratamento do cancro da mama. O ferrocifeno é um complexo ferroceno
substituido pelo 4-hidroxitamoxifeno, um metabolito ativo do tamoxifeno ®2. Por sua vez, o
tamoxifeno integra o tratamento de primeira linha no cancro da mama hormono-dependente °*.
Acredita-se que a atividade deste composto no cancro da mama ER(+), isto é, no cancro
suscetivel a terapéutica hormonal, esta relacionado com a capacidade do substituinte 4-
hidroxitamoxifeno se ligar competitivamente ao subtipo a do recetor do estrogénio, reprimindo
a transcricdo de DNA mediado pelo estradiol nas células tumorais e, desta forma, o crescimento
tumoral %%%2, Uma segunda via de atuacio tem sido proposta pelas propriedades redox do
ferrocifeno 5L,

Outros derivados do ferroceno tém sido objeto de investigacéo para as ciéncias médicas.
De forma particular, o complexo ferroceno-acridina tem evidenciado elevado poder citotdxico
em quatro linhas celulares tumorais. A atividade da acridina é atribuida a sua estrutura planar,
capaz de intercalar o DNA e, desta forma, interferir com a maquinaria celular 5162,

Outros metais tém sido alvo de estudo no desenvolvimento e design de novos complexos
metalicos que oferecam diferentes abordagens de atuacdo no diagnostico e tratamento da
doenca oncolégica. O cobre, 0 galio, o cobalto, o paladio e claro o ruténio, o qual é o objeto de
foco deste trabalho, tém demonstrado resultados igualmente validos e promissores que
comprovam a potencialidade destes compostos e a importancia da continuidade do estudo sobre

0S Mesmos.
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Figura I-5. Estruturas quimicas dos complexos de coordenagao em estudo: BBR3464 (e), auranofin (f),
ferroceno (g), ido ferricinio (h), ferrocifeno (R=H, n=2, 3, 4, 5, 8) (i) 43565,

1.2.2.1. Complexos de Ruténio

O ruténio é atualmente um dos metais com grande protagonismo no universo da
investigacdo, envolvendo complexos de metais de transi¢cdo, com vista ao desenvolvimento de
agentes terapéuticos. Tem sido estudada a sua atividade antibidtica, antivirica e antimaléarica,
mas é na investigacdo sobre o cancro que este metal reine um maior nimero de artigos

publicados 3.
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Durante o0s primeiros passos da investigacdo sobre o potencial do ruténio como agente
quimioterapico, a sua atividade antitumoral era interpretada como o resultado da interacdo com
0 DNA, tal como havia sido demonstrado para os derivados da platina. Contudo, e apesar dos
complexos de ruténio serem capazes de induzirem alteragdes conformacionais no DNA, alguns
estudos relataram uma interagdo mais fraca e/ou uma ligacdo diferente ao DNA daquela
observada pelos complexos de platina. Recentemente, novos desenvolvimentos sobre o0 modo
de atuacao dos compostos de ruténio tém revelado que o DNA ndo constitui o primeiro alvo do
ruténio, tendo sido registada uma interacdo mais forte com as proteinas do que com o0s acidos

nucleicos 163,

1.2.2.1.1. Principais Caracteristicas e Propriedades do Ruténio

O ruténio (Ru) € um metal de transicéo pertencente ao grupo 8, também designado como
grupo do ferro, de nimero atémico 44, peso atdbmico 101,07 g/mol e configuracdo eletrénica
[Kr] 4d’ 5st. Este metal, cuja descoberta foi atribuida a Karl Klaus, em 1844, é extremamente
raro. Na forma pura, o ruténio tem uma consisténcia dura e quebradica, uma coloracdo branca
prateada e quatro formas cristalinas distintas. A sua posicdo na segunda linha dos metais de
transicdo e a sua configuracdo eletrénica Unica na camada de valéncia conferem-lhe
caracteristicas singulares que diferem dos restantes metais do grupo do ferro. Sdo conhecidos
sete isGtopos estaveis e trinta e quatro radioisotopos do ruténio 54,

Ao contrario dos complexos de Pt(Il), os complexos de ruténio apresentam
maioritariamente nimero de coordenacdo seis com geometria octaédrica. Os dois locais de
coordenacado adicionais permitem mecanismos de acao novos e distintos dos que ocorrem com
complexos de platina .

A quimica do ruténio aproxima-se muito da quimica do ferro, a excecdo de alguns
sulfetos e fosforetos. O ruténio compreende uma variedade acessivel de estados de oxidacéo,
desde o -2 até ao +8. Em solugdes aquosas e nos fluidos bioldgicos, os estados de oxidacdo
mais comuns séo +2, +3 e +4. Nestes estados de oxidacdo, os complexos de coordenagéo do
ruténio sofrem facilmente reacfes oxidacdo/reducdo reversiveis, com formagdo de espécies
com a mesma estrutura molecular, mas estados de oxidac&o diferentes 4,

A espécie [Ru(H20)s]?" é frequentemente usada como precursor para um variado nimero

de complexos de ruténio. Os halogenetos de ruténio sdo igualmente sais com grande impacto
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na sintese de compostos. Destes, o material de partida mais utilizado é o cloreto de Ru(lll)
hidratado (RuCls.xH20), um sélido vermelho, muito versatil quimicamente 54,

A cinética de substituicdo do Ru(ll) e Ru(l11) assemelha-se a cinética dos complexos de
Pt(11). A reacéo de troca de ligandos preconizada pelos complexos de Ru(Il) e Ru(lll) sdo lentas
e proximas dos processos celulares, o que os torna elegiveis para aplicagdes biologicas. As
reacOes de troca de ligandos representam um passo determinante na atividade bioldgica dos
farmacos com acdo anticancerigena uma vez que sdo poucos os complexos metalicos que
alcancam o seu alvo bioldgico sem sofrerem modificacdes. Em condicdes fisiologicas, a
interacdo entre o complexo metélico e os acidos nucleicos, as proteinas, as moléculas ricas em
enxofre e a dgua é importante para induzir o efeito terapéutico do farmaco °.

O ruténio oferece também boa tolerabilidade in vivo e reduzida toxicidade. Este
fendmeno pode ser explicado pela ligacdo que estabelece com véarias biomoléculas como a
albumina sérica e a transferrina. A ligacdo a transferrina é favorecida pela similaridade do
ruténio com o ferro. As células tumorais possuem uma maior necessidade de ferro e como tal
expressam, na superficie da sua membrana celular, um maior nimero de recetores da
transferrina. Assim, uma vez em circulacdo, o ruténio liga-se a transferrina, sendo conduzido
até aos tecidos e sequestrado pelas células tumorais ®*®7. A possibilidade de obtencdo de
espécies de Ru(lll), pouco reativas, que atuem como pré-farmacos pela ativagdo por reducéo
em tecidos tumorais, onde o baixo teor de oxigénio cria um ambiente propicio para a ocorréncia
de reacdes de reducdo, constitui outra elucidacdo para a baixa toxicidade sistémica que estes
complexos de coordenacio apresentam %,

Pelas suas propriedades Unicas, o ruténio tem um amplo espetro de aplicacdes em
diversas areas. E usado como corante, na fotoquimica em células solares, em joalharia, em
muitas reacdes quimicas como catalisador e na medicina, enquanto agente de imagiologia,

antitumoral, antiparasitario, entre outras aplicagbes 4.

1.2.2.1.2. Os Complexos de Ruténio no Cancro

Até a data, apenas trés complexos de ruténio, NAMI-A, KP1019 e NKP-1339 entraram
em fase de ensaios clinicos %72, Apesar de semelhantes estruturalmente, estes trés complexos
de Ru(lll) apresentam mecanismos de agdo muito distintos. Em estudos preé-clinicos, o
composto NAMI-A demonstrou atuar pela inibi¢cdo do desenvolvimento de metéstases sem um

efeito citotoxico significativo 3. Pelo contrario, o KP1019 demonstrou uma elevada atividade
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citotoxica numa ampla gama de tumores humanos, pela indugdo da apoptose "3. No que respeita
ao NKP-1339, os estudos pré-clinicos demonstraram a sua utilidade como terapéutica
coadjuvante no tratamento do cancro, dado que a sua atividade parece resultar num aumento da
suscetibilidade das células tumorais para a terapéutica citotoxica .

O complexo imidazolium-trans-tetracloro(dimetilsulfoxido)-imidazole Ru(lll) ou
NAMI-A foi o primeiro complexo antitumoral de ruténio a entrar em fase de avaliagdo clinica.
A designacdo pela qual é mais conhecido, NAMI-A, é o acrénimo para Novel Antitumor
Metastasis Inhibitor A. Este composto é um sal de imidazole ndo higroscopico, com uma boa
estabilidade no estado sélido e boa solubilidade em agua °.

O mecanismo exato pelo qual o NAMI-A atua ainda é desconhecido, contudo, estudos
pré-clinicos demonstraram que a sua atividade aparenta ser independente do tipo de tumor
primario, da fase de desenvolvimento do tumor e do tratamento a que ja tenha sido sujeito ”.
Embora o NAMI-A apresente uma atividade moderada sobre o tumor primario ao reduzir a
capacidade metastatica das células tumorais, sdo as metéstases, aparentemente, o alvo
preferencial deste complexo .

Relativamente a sua atividade antimetastatica, varios mecanismos de acdo foram
estudados, in vitro, por Sava et al.:

- Modificacao da estrutura do citoesqueleto da actina: esta modificagédo induz alteracfes
na funcdo das integrinas, o que resulta no aumento da adesdo entre as células tumorais e
consequentemente, na diminuicdo da locomocdo das células e da capacidade de invasdo de
outros tecidos 7”78,

- Modificacdo da capsula peritumoral: a acdo do NAMI-A conduz ao aumento da matriz
extracelular que rodeia o tumor, pela promocdo de processos fibroticos, pela modelacdo da
expressao de fatores de crescimento (TGFB1) e pela ligacdo ao colagénio e estimulacdo da sua
producéo "67°.

- Inibicdo da angiogénese: O NAMI-A demonstrou apresentar inibicdo da angiogénese,
de forma dependente da dose, pela sua acdo inibitoria sobre o fator de crescimento endotelial
vascular, sobre a quimiotaxia e sobre as enzimas de degradacéo da matriz extracelular (MMP-
2 e MMP-9) &,

Desta forma, o NAMI-A ¢ capaz nédo sé de evitar a formacdo de metastases, como

também de inibir o seu crescimento quando ja estabelecidas.
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Adicionalmente, o complexo NAMI-A demonstrou ser capaz de bloquear, in vitro, a
progressdo do ciclo celular das células tumorais na fase Go-M 8L,

Curiosamente, apesar do NAMI-A estabelecer ligacbes covalentes com os &cidos
nucleicos e de estar demonstrado que a sua atividade citotoxica se relaciona com a interacéo
que estabelece com o DNA, os poucos adutos intracadeia Ru-GG e Ru-GA que forma e a
frequéncia esporadica com que estabelece ligagdes intercadeia poderdo indicar uma forma de
interacdo com o DNA diferente da cisplatina e justificar a razdo pela qual apresenta uma
atividade citotdxica pouco surpreendente, comparativamente aos complexos de platina &.

Os estudos de fase I, que sujeitaram 24 doentes com diferentes tipos de tumores solidos
a uma infuséo endovenosa (e.v.) de NAMI-A durante trés horas, por cinco dias, a cada trés
semanas, demonstraram que, de forma geral, o farmaco é bem tolerado. Os principais efeitos
adversos observados foram vomitos, nauseas, reacGes de hipersensibilidade, flebites e a
formacéo de bolhas dolorosas nas méos e dedos. Os resultados do tratamento foram apenas
avaliados em vinte dos 24 doentes que ingressaram no ensaio. Num doente (4%) com cancro
do pulméo de células ndo pequenas verificou-se estabilizacdo da doenca por 21 semanas. Nos
restantes 19 doentes (79%) observou-se progressdo da doenca .

Foram posteriormente realizados ensaios de fase | e fase 1l para 0 NAMI-A em
combinacgdo com a gencitabina, um farmaco da familia dos antimetabolitos, em doentes com
cancro do pulmao de células ndo pequenas tratados anteriormente com complexos de platina.
O perfil de toxicidade observado foi consistente com o estudo anterior. Foram observadas,
adicionalmente, nefrotoxicidade e neutropenia transientes, o que justificou, em alguns doentes,
a interrupcao do regime terapéutico. Entre os 27 doentes cuja resposta a combinacao terapéutica
foi avaliada, quinze (56%) mostraram beneficiar de atividade antitumoral, dez (37%)
mantiveram a sua doenca estabilizada por 6 a 8 semanas e apenas um doente (4%) demonstrou
remissdo parcial da doenca quando tratado com 300 mg/m? de NAMI-A por 21 dias.
Infelizmente, os resultados da eficacia do NAMI-A em monoterapia ndo foram promissores e
a combinacdo com a gencitabina ndo demonstrou melhores resultados, pelo que os ensaios
clinicos foram dados como terminados "°. Tal desfecho levou a que a continuidade da
investigacdo no NAMI-A esteja a ser, no momento, repensada pelos investigadores que se tém
dedicado exaustivamente ao seu estudo 83

O complexo indazolium-trans-tetraclorobis(1H-indazole) ruténio(lll) ou KP1019, tal

como é conhecido, € um complexo de Ru(lll), portador de dois heterociclos indazole
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coordenados com o metal por via de duas ligacdes a a&tomos de azoto. Este composto € estavel
no estado sélido e moderadamente solGvel em agua ™.

Em ambiente fisiologico, 0 KP1019 reage rapidamente com as proteinas do plasma,
sendo que, na corrente sanguinea, se liga preferencialmente a albumina sérica uma vez que a
reagdo é termodinamicamente mais favoravel, encontrando nesta proteina uma forma de
“reservatorio”. A transferrina, por sua vez, desempenha um papel importante no transporte do
farmaco até aos tecidos tumorais 8. Estudos pré-clinicos verificaram que a ativacio do KP1019
ndo ocorre frequentemente na corrente sanguinea. Pelo contrario, é no interior das células
tumorais que a reducdo de Ru(lll) a Ru(ll) acontece, favorecida pelo ambiente hipoxico
intracelular. Os mesmos estudos demonstraram que esta redugdo é proporcionada pela
glutationa que, ao se encontrar em maior concentracao no interior das células, atua como agente
redutor 848%, A glutationa, contudo, é também capaz de formar ligacdes de coordenagdo com o
centro metalico do complexo, o que podera afetar a atividade antitumoral do mesmo 8.

Ao contrario do NAMI-A, o KP1019 possui atividade citotoxica direta, pela indugéo da
apoptose num amplo espetro de modelos tumorais, incluindo linhas celulares resistentes a
cisplatina. O mecanismo de promocdo da apoptose parece estar relacionado com a
despolarizacdo das membranas mitocondriais, submodelacdo do fator antiapoptético Bcl-2,
ativacio da caspase-3 e formacéo de espécies reativas de oxigénio . Este processo aparenta
ser independente da acdo do p53, uma vez que a mutacao do seu gene ndo impede a indugéo da
apoptose nas células portadoras. Desta forma, os estudos pré-clinicos sugerem que a interacdo
com o DNA no é o principal mecanismo de a¢io do KP1019 84,

No seguimento do NAMI-A, o KP1019 foi o segundo complexo de Ru(lll) a ser
avaliado clinicamente. No ensaio de fase I, foram selecionados sete doentes com diferentes
tipos de tumores solidos refratarios a terapéutica de primeira linha. Os doentes foram tratados
com uma infusdo e.v. de 25 a 600 mg de KP1019, duas vezes por semana, num periodo de trés
semanas. Cinco de seis doentes que foram avaliados quanto a resposta a terapéutica
experienciaram estabilizagdo da doenga por oito a dez semanas. Neste estudo, ndo foram
mencionados efeitos adversos limitantes da dose ou de maior gravidade "%’

O complexo sodio-trans-tetraclorobis(1H-indazole) Ru(l1l), NKP-1339 ou IT-139, de
acordo com a nova designacdo, € o sal de sédio analogo do composto KP1019, de elevada
solubilidade em agua. Este complexo apresenta resultados promissores no cancro do pulméo de

células ndo pequenas, no cancro colorretal e no cancro gastrointestinal neuroendécrino 7428,
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A ligacdo as proteinas plasmaéticas, 0 mecanismo de ativacdo por reducdo e restantes
propriedades farmacocinéticas sdo, tal como seria de esperar, idénticas as do KP1019. Porém,
0 IT-139 ndo dispde de atividade citotoxica ou antimetastatica, como € o caso dos seus dois
analogos KP1019 e NAMI-A. O mecanismo pelo qual se torna ativo € diferente de todos os
outros até entdo propostos %8,

O IT-139 atua como agente coadjuvante na terapéutica do cancro pela modelagdo do
stress oxidativo desencadeado pela GRP78, uma proteina chaperone do reticulo
endoplasmatico (RE) com uma funcéo chave na regulacédo do stress do RE, na autofagia, anti-
apoptose e sobrevivéncia celular, com influéncia a nivel da progressdo tumoral e da resisténcia
aos farmacos citotoxicos. Estudos pré-clinicos confirmaram a acdo do 1T-139 na regulacdo da
concentracdo da GRP78 em resposta ao stress oxidativo das células tumorais. Em combinacgéo
com outros farmacos com acdo citotoxica, a atividade do 1T-139 mostrou bons resultados,
aumentando a suscetibilidade das células tumorais ao tratamento e diminuindo a ocorréncia de
processos de resisténcia aos farmacos 288,

O IT-139 é o mais recente composto de Ru(lll) cujos resultados dos ensaios clinicos
foram publicados. O ensaio de fase | contou com 46 doentes com tumores sélidos refratarios
ao tratamento. Nesta fase, os doentes foram tratados com 1T-139 em doses varidveis entre 20 e
780 mg/m?. Adicionalmente, dezoito dos 46 doentes participaram numa coorte de expansao.
Foram tratados com 625 mg/m?, dose esta que foi determinada como sendo a dose maxima
toleravel pelo estudo anterior. Efeitos adversos emergentes do tratamento foram registados em
mais de 20% dos doentes. Estes incluiram nauseas, vomitos, fadiga, anemia e desidratacao.
Quinze doentes (33%) manifestaram reacGes adversas graves e cinco doentes (11%)
abandonaram o estudo devido a ocorréncia de efeitos adversos considerados graves como
astenia, fibrilacdo arterial, dor nas costas, alteracdo do estado mental e pneumonia. Neste
estudo, nao foram registados sinais de toxicidade renal associada ao farmaco. Dos 38 doentes
cuja eficacia da terapéutica foi avaliada, um obteve uma resposta parcial e nove obtiveram

estabilizacdo da doenca por uma duragdo aproximada de nove semanas .

O atual interesse no desenvolvimento de compostos organometalicos de Ru(ll) com
aplicagdes no tratamento antitumoral resultou na identificacdo de novas classes de compostos
de coordenacgdo com geometrias e mecanismos de a¢éo distintos.

A familia de hidrocarbonetos aromaticos de Ru(ll) “half-sandwich” (RAPTA), de
formula geral [Ru(n®-hidrocarboneto)(PTA)XY], PTA = 1,3,5-triaza-7-fosfoadamantano,
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representa uma das classes de compostos organometalicos em maior crescimento. Esta classe
de compostos é também, habitualmente, referida como “piano-stool” devido a sua geometria
semelhante a um banco de trés pernas. Nesta familia de compostos, o Ru(ll) encontra-se
estabilizado por um ligando hidrocarboneto aromatico, com o qual estabelece uma ligacéo
coordenada n® em trés dos locais de coordenagio. Um outro local de coordenagéo encontra-se
preenchido pelo ligando monodentado PTA. Este desempenha um papel importante na
modulacéo da solubilidade do farmaco em agua. Os restantes dois locais de coordenacéo séo
usualmente preenchidos por ligandos relativamente labeis (X e Y, na formula geral), que sdo
cruciais na modelagéo da reatividade do farmaco (Figura I-6) . A férmula geral dos compostos
RAPTA oferece, assim, um grande nimero de oportunidades de funcionalizagdo dos dois locais
de coordenacdo disponiveis e derivatizacdo do hidrocarboneto aromatico, com impacto na
bioatividade e reatividade dos farmacos (Figura 1-6) *°.

O modo de atuacdo dos compostos RAPTA aparenta ser independente do DNA. Alguns
estudos com oligonucle6tidos demonstraram que ndo existe uma correlacdo direta entre a
ligacdo aos oligonucledtidos e a citotoxicidade apresentada por estes compostos. A sua
atividade antitumoral parece estar, entdo, relacionada com a interacdo que estabelecem com
duas proteinas, a catepsina B e a tioredoxina redutase. A catepsina B é responsavel pela
degradacdo dos componentes da matriz extracelular, com efeito na migracdo e invasdo de
muitos tumores humanos, enquanto a tioredoxina redutase desempenha um papel importante
no estado de oxidacdo celular. Estudos pré-clinicos revelaram que os compostos RAPTA sédo
potentes inibidores da catepsina B enquanto a inibicdo da tioredoxina redutase parece ser
modesta e pouco relevante na sua atividade .

O primeiro composto da familia RAPTA a ser descrito na literatura foi o complexo de
formula [Ru(n6-p-cimeno)Cl2(PTA)], mais tarde, abreviado para RAPTA-C &. Embora
apresente baixa atividade in vitro, quando estudado in vivo, este composto, demonstrou atuar
efetivamente na reducdo do numero e tamanho de metéstases pulmonares associado a uma boa
tolerabilidade sistémica *.

Na sequéncia dos resultados promissores demonstrados pelos derivados do ferroceno, o
estudo sobre o potencial antitumoral dos compostos organometalicos de Ru(ll) de formula
quimica (CsHs)2Ru, os rutenocenos, tém-se intensificado. Alguns compostos desta familia tém
revelado atividades bioldgicas superiores aos complexos analogos de ferro e, inclusive,

atividades citotoxicas superiores a cisplatina %%,
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Figura I-6. Possibilidade de derivatizacdo e funcionalizacdo da formula geral dos compostos RAPTA,
com impacto na bioatividade, reatividade e solubilidade dos farmacos (adaptado de ).

Os complexos de Ru(ll) polipiridil representam uma outra classe de compostos muito
explorada pelas propriedades fotoluminescentes e intercalantes atribuidas pelos seus ligandos.
Esta familia de compostos distingue-se pela sua aplicabilidade como sondas moleculares e
agentes antitumorais. As polipiridinas sdo ligandos polidentados que conferem forma,
quiralidade e fotoluminescéncia aos complexos de ruténio. As polipiridinas como a 2,2-
bipiridina (bpy), a 1,10-fenantrolina (phen) e a 2,2°:6°2”’-terpiridina (tpy) sdo também ligandos
heteroarométicos com atividade intercalante, o que explica a razdo pela qual tem sido estudada
a sua utilizaco na terapéutica do cancro *3%4%_ A intercalacdo parece ser o modo de atuacéo
contra as células tumorais mais provavel para esta classe de compostos %7, No entanto, outros
mecanismos de acdo tém sido discutidos na literatura e alguns estudos tém demonstrado que
esta classe pode também atuar pela fotoclivagem do DNA %% pela ligacio ao DNA ativada
pela luz * e pela indugdo da apoptose através da desregulacio da expressdo da proteina Bcl-2,
com perda do potencial membranar mitocondrial e libertacdo de fatores apoptdticos e através

da ativacgéo da caspase-9 1%,
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Figura I-7. Estruturas quimicas dos compostos de ruténio em estudo: NAMI-A (j), KP1019 (k), IT-139 (1),
RAPTA (m), RAPTA-C (n), Rutenoceno (0), 2,2-bipiridina (p), 1,10-fenantrolina (q), 2,2":6'2"-terpiridina (r)

68,94,101-103

1.2.2.1.3. Relagao Estrutura - Atividade

Um dos aspetos negativos no desenvolvimento de compostos biologicamente ativos
de ruténio € precisamente a falta de informacdo sobre a relacdo estrutura-atividade dos
compostos em estudo e a complexidade inerente a esta temética. Ao contrario do que acontece
com 0s compostos de natureza organica, na quimica do ruténio existem dezenas de familias e
centenas de compostos que diferem entre si no que concerne a sua estrutura e comportamento
bioldgico, frequentemente sem uma relacdo clara. Um exemplo simples do ponto de vista que
se apresenta € o caso da semelhanca e, a0 mesmo tempo, da diferenca entre 0s compostos
NAMI-A e KP418 1%, Estruturalmente, distinguem-se apenas pela substituicio de um ligando
monodentado (Figura 1-8). Um dos grupos imidazole presentes no composto KP418 encontra-
se substituido pelo ligando dimetilsulfoxido na posicao axial da estrutura do NAMI-A 1%, Esta
diferenca resulta em atividades bioldgicas distintas. Enquanto o NAMI-A demonstrou ser ativo,
in vivo, contra metastases, 0 KP418 apresentou apenas moderada atividade citotoxica in vivo
devido a captacdo dificultada do farmaco pelas células, embora nunca comprovado %, Apesar
da significativa disparidade na atividade in vivo destes dois compostos, NAMI-A e KP418
partilham, curiosamente, os mesmos parametros farmacocinéticos em modelos animais, a
mesma concentracdo sanguinea (na fracdo ligada e livre) e a mesma distribui¢do nos 6rgéos e
tecidos 8. Contudo, no que respeita a relagdo estrutura-atividade dos mesmos compostos, muito
ainda ha para conhecer. Neste sentido, a investigacdo devera direcionar-se para 0 estudo
quantitativo da relacéo estrutura-atividade, com o objetivo de perceber como é que a alteracao

de grupos funcionais influencia a atividade antitumoral destes compostos 7.
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Figura I-8. Esquema genealdgico dos compostos de ruténio antitumorais ™.

1.3. Encapsulamento em Contentores Moleculares

A distribuicdo ou drug delivery, como é referida na literatura, € uma parte fundamental
no design e desenvolvimento de novos farmacos. Idealmente, a distribui¢do de um farmaco
devera percorrer a corrente sanguinea e atingir o tecido ou drgdo alvo, com o efeito
farmacoldgico desejado e o minimo de efeitos adversos possivel. Para que este objetivo seja
cumprido, o principio ativo do farmaco devera estar disponivel em tempo Util e em quantidade
no local de acdo. A biodisponibilidade de um farmaco é afetada por propriedades como a
solubilidade, a estabilidade na formulagéo e no organismo humano, a habilidade para atravessar
membranas, a toxicidade e a forma como o farmaco é distribuido e metabolizado nos diversos
6rgaos 1%,

O encapsulamento em contentores moleculares macrociclicos € um dos métodos em
estudo para o aperfeicoamento da biodisponibilidade, da distribuigéo direcionada para o alvo e,
por consequéncia, da bioatividade dos farmacos %°. Os macrociclos sdo moléculas que contém
uma sequéncia ciclica de, pelo menos, doze atomos e que, ao contrario de outras classes de
veiculos moleculares, sdo capazes de sequestrar os farmacos para o interior da sua cavidade e
providenciar uma protecéo fisica a degradacao e desativacdo dos mesmos 1%°11° Os hospedeiros
macrociclicos como as ciclodextrinas, os calixarenos, os pillarplexes e os pillararenes tém sido

alvo de muita investigacdo centrada no seu potencial enquanto veiculos de transporte molecular,
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muitas vezes, oferecendo melhor solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade ao farmaco 1%
115

Uma jovem familia de hospedeiros macrociclicos, os cucurbiturilos (CB[n], n=5-8,10)
tem sido objeto de grande atencdo por parte da comunidade cientifica pelas suas propriedades
quimicas promissoras, com potencial de utilizacdo como veiculos moleculares no transporte e

distribuicdo de farmacos 10116,

CONTENTORES MOLECULARES MACROCICLICOS
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Figura 1-9. Estruturas quimicas dos contentores moleculares macrociclicos em estudo: a-, -, e y-Ciclodextrinas
(s), calixarenos (X=CH2, S; n=1, 3, 5) (t), pillarplexes (M=Ag(l), Au(l); X=PF6, OAc) (u), pillararenes (v)

111,112,114,115
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1.3.1. Cucurbit[n]urilos

Os cucurbiturilos (CB[n], n=5-8,10) sdo macromoléculas ciclicas constituidas por n
unidades de glicolurilo ligados por 2n unidades de metileno (Figura 1-10). O produto da reacao
de condensacao do glicolurilo com o formaldeido, catalisada em meio acido, foi identificado,
pela primeira vez, por Behrend, em 1905, como um material branco com boa solubilidade em
agua na presenca de grupos &cidos. Anos mais tarde, em 1981, Mock e os seus colaboradores
caracterizaram a estrutura do produto mistério como um hexamero macrociclico com uma
geometria semelhante a uma abdbora. O seu grupo nomeou o0 produto que haviam identificado
como “cucurbiturilo” em consideracdo ao nome botdnico da familia das aboboras

(Cucurbitaceae) 116117,
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CBI[5] CBI6] CBI[7] CBI[8]

Figura 1-10. Estrutura cristalina em Raio-X dos CB[n] (n=5-8). C4digo de cores: carbono (cinzento),
azoto (azul); oxigénio (vermelho) %8,

A sintese dos cucurbiturilos segue, ainda hoje, o protocolo original de Behrend com
algumas variacOes nas condicdes da reagdo (80-100°C, HCI, 10-100h), que mostraram ser
extremamente importantes para 0 sucesso da sintese e do isolamento dos cinco homologos
conhecidos, embora o CB[6] continue a ser o produto predominante da reagio °.

Todos os macrociclos desta familia apresentam a mesma altura (9.1 A), contudo
diferentes diametros do portal e da cavidade consoante o nimero de unidade glicolurilo que os
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compde (Tabela I-1). Quanto a sua estrutura, os cucurbiturilos diferem de muitos outros
hospedeiros macrociclicos por apresentarem uma geometria simétrica e um esqueleto bastante
rigido 110119,

O CB[6], o CB[7] e o CBJ8] sdo os hospedeiros com a maior aplicabilidade no
transporte e distribuicdo de farmacos uma vez que no caso do CBJ[5], a sua cavidade interna
estreita impede a incorporagdo de farmacos e no caso do CBJ[10], o seu interior amplo dificulta,

por vezes, a formac&o de ligagdes estaveis com o hospede 10,

Tabela I-1. Parametros estruturais dos homélogos CB[n] (adaptado de 9).

Diametro Cavidade interna Altura
externo
a b
CB5 13.1 4.4 2.4 9.1
CB6 14.4 5.8 3.9 9.1
CB7 16.0 7.3 5.4 9.1
CB8 175 8.8 6.9 9.1
CB10 20.0 11.7 10.0 9.1

a Valores do diametro interno do portal. b Valores do diametro do centro da cavidade interna.

Nos ultimos anos, a literatura cientifica tem-nos presenteado com a encapsulacdo de
diversas moléculas com interesse farmacologico em cucurbiturilos entre as quais se incluem
agentes antitumorais de platina e metalocenos, vitamina B12, anestéticos locais,
anticoagulantes e fa&rmacos para o tratamento da tuberculose. A formacgdo de complexos “host-
guest” pode proporcionar muitos beneficios para o farmaco encapsulado como a estabilidade

quimica e fisica, a solubilidade e a libertagio controlada no 6rgéo ou tecido alvo .

1.3.1.1. A Quimica dos Cucurbiturilos

Os tragos estruturais que melhor caracterizam esta familia de contentores moleculares
sdo a sua cavidade hidrofdbica e os portais carregados negativamente gracas a presenga de
grupos carbonilo direcionados para o exterior. A elevada densidade eletronica presente nos
atomos de oxigénio dos grupos carbonilo proporcionam um elevado potencial electrostatico, o
gue permite explicar a sua funcionalidade como recetores cationicos. Por outro lado, a cavidade

ndo dispde de grupos funcionais nem pares de eletrdes voltados para o interior, 0 que
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impossibilita a formacéo de liga¢des de hidrogénio com os hospedes. Este facto juntamente
com o conhecimento da natureza apolar do cucurbiturilo fornecem uma justificagdo racional
para a hidrofobicidade da cavidade. A natureza apolar da cavidade em conjunto com a natureza
polar dos portais concede aos cucurbiturilos um elevado momento quadrupolar, que possibilita
a formacdo de interagGes eletrostaticas de elevadas ordens de ligagdo °. Este conjunto de
caracteristicas permite que se estabelecam interagdes “host-guest” com afinidades superiores
(103-10%° M) as observadas com as ciclodextrinas e com os calixarenos 16119,

Adicionalmente, estudos sobre a cinética de formacao e dissociacdo dos complexos de
inclusdo mostraram que a curvatura das unidades de glicolurilo resulta em portais mais estreitos
do que a prdpria cavidade do cucurbiturilo, o que conduz a uma cinética de troca de hdspedes
muito reduzida e uma ligagio “host-guest” favorecida 2.

Uma compreensdo alargada sobre o microambiente fisico da cavidade interna dos
cucurbiturilos é fundamental no entendimento das ligagdes que o macrociclo estabelece com o
hospede. Quando o héspede é encapsulado no interior da cavidade do cucurbiturilo, os seus
espetros de absorcdo, fluorescéncia e RMN tém tendéncia a alterar-se. Tais alterac@es induzidas
pela complexagdo sugerem mudancas no ambiente eletronico e magnético circundante 116119,

Muitas das interaces nao covalentes que os farmacos empregam na ligacdo com 0s seus
alvos bioldgicos podem ser observadas na complexagdo com os cucurbiturilos. Estas incluem
interacOes hidrofobicas, ligacbes de hidrogénio e interacBes ido-dipolo e dipolo-dipolo. As
dimensdes variadas da cavidade hidrofobica dos diversos membros da familia dos
cucurbiturilos podem acomodar componentes hidrofobicos do farmaco de tamanhos
especificos. A presenca dos grupos carbonilo nos portais do cucurbiturilo e a presenca de grupos
carregados positivamente no hospede podem aumentar significativamente a estabilidade do
complexo de inclusdo . Da mesma forma, também a hidrofobicidade do hdspede desempenha
um papel relevante na estabilidade do complexo de inclusdo “host-guest” °.

Com a intengdo de prever a estabilidade dos complexos “host-guest”, um grupo de
investigadores, Rebek e Mecozzi introduziu um indicador da viabilidade estereoquimica do
ajuste dos complexos de inclusdo, o coeficiente de empacotamento, que se traduz na razéo entre
o tamanho da molécula hospede e o volume da cavidade do hospedeiro. A melhor afinidade de
ligagéo para o complexo de incluséo resulta de uma razdo de, aproximadamente, 55%. Valores

superiores ou inferiores séo indicativos de afinidades de ligacdo menores. O coeficiente de
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empacotamento pode, desta forma, ser um bom método indicador na previséo da estabilidade
dos complexos de incluséo 2L,

A primeira molécula cujo encapsulamento em cucurbiturilos foi demonstrado
experimentalmente foi a agua, mais precisamente com o CB[6]. Por curiosidade, o0s
cucurbiturilos podem hospedar, dependendo do volume da sua cavidade, entre duas (CB[5]) e
22 moléculas de agua (CB[10]) 1%°.

Na ultima década foi publicado um numero surpreendente de artigos referentes a
interacdes entre cucurbiturilos e catides metalicos com respetivos contra-ides. Os cucurbiturilos
interagem com os catides metélicos pelos seus dois portais carbonilicos. Porém, a maioria dos
metais ndo se acomoda no centro do portal, interagindo apenas com uma fracdo dos atomos de
oxigeénio presentes nesses portais. No caso dos metais alcalinos e alcalinoterrosos varios catides
podem ocupar o mesmo portal. Pelo contrario, 0os metais de transicdo ndo interagem diretamente
com 0s oxigénios dos portais. A ligacdo ocorre entre 0s grupos carbonilo e as moléculas de
agua coordenadas. A afinidade de ligacdo do metal ao cucurbiturilo é grandemente dependente
do solvente, assim como da estequiometria da reagdo %2, A complexacio de catides metalicos
com o0s portais dos cucurbiturilos tem sido muito explorada na catéalise de reacGes
organometalicas 11°,

A encapsulacdo em cucurbiturilos pode ainda estabilizar a forma neutra ou anionica de
um farmaco pois para alguns héspedes a ligagdo mostrou influenciar significativamente o pKa
dos grupos funcionais. A direcdo da mudanca do pKa depende da natureza dos hospedeiros e
da sua preferéncia pela ligacdo da forma protonada ou da forma conjugada. Na complexacao
pelos cucurbiturilos, observa-se, geralmente um aumento no valor de pKa devido a preferéncia
pela forma protonada. As alteracdes de pKa podem resultar em varios efeitos como o0 aumento
da solubilidade dos farmacos e da sua captacao celular 1016,

Tal como acontece com as ciclodextrinas e os calixarenos, a solubilidade em agua de
todos os analogos da familia dos cucurbiturilos é relativamente baixa. Os cucurbiturilos de
numero impar de unidades de glicolurilo, CB[5] e CBJ[7], sdo moderadamente sollveis
(aproximadamente, 3-4 mM), enquanto os cucurbiturilos de nimero par apresentam um
solubilidade inferior a 50 UM, sendo a solubilidade do CB[8] consideravelmente inferior a do
CBI6]. Surpreendentemente, a solubilidade destes macrociclos em meio fisiologico & muito

superior ao expectavel 10,
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As elevadas concentragdes salinas e acidicas dos meios bioldgicos possibilitam a
solubilizacdo dos cucurbiturilos e dos seus complexos de inclusdo em concentracfes
terapéuticas. Porém, € importante lembrar que os catides que enriquecem os fluidos biologicos
sdo passiveis de se ligar aos portais dos cucurbiturilos, o que pode afetar a libertagdo dos
farmacos e a sua interacdo com o contentor. Por outro lado, este efeito pode ser benéfico na
medida em que, para farmacos de dimensdes reduzidas e com dificuldade em encapsular na
totalidade, os catibes podem funcionar como tampas, reduzindo ou evitando a libertacao destes
farmacos 110123,

Adicionalmente, em muitos complexos de inclusdo, a solubilidade aquosa do
cucurbiturilo pode ser melhorada pela interagdo com o farmaco ou, alternativamente, o
cucurbiturilo pode ter um efeito positivo no aumento da solubilidade do farmaco. Por outro
lado, a situacdo contraria também ja foi observada. A formacao de complexos de incluséo pode,
noutras circunstancias, diminuir significativamente a solubilidade do farmaco encapsulado %°.

Os farmacos hidrofébicos podem beneficiar, particularmente, da complexacdo com 0s
cucurbiturilos, uma vez que o seu encapsulamento reduz a probabilidade de ocorréncia de
agregacdo molecular 16

Perfis completos de toxicidade, farmacocinética e farmacodinamica para os diversos
macrociclos da classe dos cucurbiturilos ainda estdo por determinar. No entanto, até ao presente,
muitos estudos ja demonstraram a seguranca destes hospedeiros moleculares 1%°,

Ensaios in vitro com cucurbiturilos na forma livre e com alguns cucurbiturilos
funcionalizados relataram, praticamente, auséncia de citotoxicidade até concentracdes
milimolares 24, Estes ensaios incluiram experiéncias com recurso a linhas celulares animais e
humanas, tanto saudaveis como tumorais. Os cucurbiturilos demonstraram também ser
inofensivos para algumas espécies bacterianas %4, A técnica de marcacio fluorescente com
CB[7] e CB[8] demonstrou que os cucurbiturilos sdo capazes de atravessar as membranas
celulares, tendo sido ja demonstrada a internalizagdo em linhas celulares de macréfagos 12412°,
A técnica de imagiologia determinou, pela atividade mitocondrial, que os cucurbiturilos
aparentam ndo apresentar toxicidade para as células *?°. Estes dados ajudaram a comprovar que
a auséncia de toxicidade nas células de mamiferos e bactérias ndo esta associada a falta de
captacao celular.

Ensaios in vivo também ja foram realizados com cucurbiturilos, contudo apenas em

ratos. Quando aplicado em administragdo e.v., 0 CB[7] demonstrou ser bem tolerado até a dose
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méaxima de 250 mg/kg. Por outro lado, uma mistura 1:1 de CB[7] e CBJ[8], quando administrada
oralmente, mostrou auséncia de efeitos adversos até a dose de 600 mg/kg. A auséncia de
toxicidade observada na administracdo oral permite concluir que a toxicidade por esta via é

ainda mais baixa que por via e.v. %,

1.3.1.2. A Aplicabilidade Médica dos Cucurbiturilos

A aplicacdo dos cucurbiturilos na distribuicéo e transporte de farmacos, como agentes
promotores da estabilidade quimica é, de longe, o uso mais explorado e com maior potencial
para esta familia de contentores moleculares. Esta potencialidade é bem exemplificada pela sua
ampla aplicagdo como veiculos de farmacos antitumorais derivados da platina 1°,

O encapsulamento parcial ou total dos farmacos de platina no interior da cavidade do
cucurbiturilo oferece uma excelente protecdo fisica contra a degradacdo quimica provocada
pelas reacdes entre estes compostos e os agentes bioldgicos nucleofilicos. Um dos desafios na
utilizacdo de farmacos antitumorais de platina é a reducdo da sua toxicidade sistémica e a
prevencdo da sua hidrélise e degradacdo por proteinas portadoras de grupos tiol, circulantes na
corrente sanguinea e por agentes nucleofilicos, no interior das células. A complexacao pelos
cucurbiturilos é estabilizada por ligagbes de hidrogénio entre os grupos amina dos farmacos
derivados da platina e os grupos carbonilo presentes nos portais dos cucurbiturilos. A ligagédo
posiciona o centro metalico de platina entre a cavidade e o portal do macrociclo. Os grupos
carbonilo atuam, assim, como um escudo fisico que impede o ataque nucleofilico O
encapsulamento dos compostos de platina em macrociclos CB[7] e CB[8] reduz,
consideravelmente, as interagdes que os farmacos estabelecem com a cisteina e a glutationa.
Comparativamente, o CBJ[8] exibe uma maior protecdo contra estes agentes do que o CB[7]
uma vez que promove um melhor encapsulamento do centro metalico no interior dos portais. A
menor taxa de reatividade resulta numa reducdo significativa da gravidade dos efeitos adversos
dos compostos de platina. Curiosamente, o complexo cisplatina—CB[7] é ativo quando
administrado oralmente, uma via de administragdo que era, até entdo, impensavel para a
cisplatina. A reduzida solubilidade do CB[6] pode constituir um elemento favoravel na
preparacdo de formulacdes de administracdo oral dada a facilidade com que forma particulas
microcristalinas 11116, Para além disso, a elevada solubilidade do CB[6] no fluido nasal torna
este macrociclo um excelente candidato como veiculo de farmacos em formulagGes de

administracdo nasal 1%°.
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A complexacdo dos agentes de platina antitumorais pelos cucurbiturilos tem
consequéncias variaveis no que respeita a sua citotoxicidade nas linham celulares tumorais onde
atuam. No caso da oxaliplatina, que se encontra aprovada para o tratamento do cancro
colorretal, o complexo de inclusdo com o CB[7] demonstrou quinze vezes menor eficacia na
linha celular HCT-15 e mostrou semelhante perda de eficacia contra outras linhas *2”. Por outro
lado, para o caso da cisplatina, o complexo de inclusdo com o CB[7] é tdo citotdxico nas linhas
celulares do carcinoma do ovario, A2780, como na sua forma livre e nas linhas celulares
resistentes a cisplatina A2789/cp70, o complexo cisplatina-CBJ[7] inibiu, significativamente, o
crescimento tumoral, acontecimento que parece estar associado a efeitos farmacocinéticos,
como 0 aumento da biodisponibilidade do farmaco 28,

Se 0 encapsulamento dos compostos de platina em cucurbiturilos estd amplamente
estudado, 0 mesmo ndo acontece com 0s compostos antitumorais de ruténio, cujo estudo da
complexacéo pelos cucurbiturilos se encontra em progresséo e tem ainda um grande caminho a
percorrer. O grupo de investigadores Pisani el al. estudou o encapsulamento pelo CB[10] de
dois compostos dinucleares de Pt(1l) e Ru(ll), CT008 e Rubbs, respetivamente. Os resultados
do estudo indicaram que ambos o compostos sdo hospedados pelo CB[10], no entanto, o
complexo de inclusdo CB[10]-CT008 precipitaa pH 7, o que é sugestivo de que este macrociclo
ndo é, possivelmente, o veiculo mais adequado para o transporte de compostos de platina. Por
outro lado, o composto de Ru(ll) dinuclear, Rubbs, forma com o CB[10] um complexo de
inclusdo com elevada afinidade, estavel e solivel em agua. A cadeia apolar de metileno é
acomodada no interior da cavidade do cucurbiturilo, onde é estabilizada por interaces de Van
der Waals. O complexo de inclusdo é, concomitantemente, estabilizado por interacGes
eletrostaticas entre os centros metalicos do ruténio e os grupos carbonilo dos portais.
Adicionalmente, o complexo CB[10]-Rubbs destaca-se por uma cinética de
associacdo/dissociacdo lenta, caracteristica que € de particular interesse no transporte e
distribuicdo de farmacos. Concluindo, os resultados deste estudo demonstram que o CB[10]
tem um enorme potencial como veiculo molecular para compostos volumosos baseados nos

complexos de Ru(11) polipiridil 1?°.
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Figura I-11. Estruturas quimicas do CT008 (w) e do Rubbs (x) e modelo molecular do Rubbs encapsulado pelo
CB[10] (y) *°.

Adicionalmente, os cucurbiturilos podem potencialmente desempenhar um papel ativo
como veiculos de distribuicdo e transporte de nanoparticulas desenhadas para a libertacao
controlada de farmacos. Os cucurbiturilos podem prestar um grande contributo neste &mbito
visto que sdo capazes de mascarar a citotoxicidade inerente das nanoparticulas, possibilitando,

desta forma, uma administracdo segura de elevadas doses de farmaco. Uma vez no interior das
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células tumorais a administracdo de adamantilamina, uma molécula com grande afinidade para
os cucurbiturilos, promove a dissociagcdo intracelular do complexo de inclusdo com
consequente libertacio das nanoparticulas e ativagdo in situ da sua citotoxicidade 3.

A funcionalizacdo dos cucurbiturilos tem sido uma tendéncia atual, igualmente
promissora, no transporte direcionado dos farmacos quimioterdpicos as células tumorais.
Algumas linhas celulares tumorais sobre expressam na superficie celular proteinas ou péptidos,
como os recetores dos hidratos de carbono que medeiam a entrega direcionada intracelular de
farmacos. Neste sentido, foram desenvolvidos derivados dos cucurbiturilos funcionalizados,
portadores de hidratos de carbono ligados no centro do diametro externo dos macrociclos. Os
cucurbiturilos funcionalizados séo direcionados para os tecidos tumorais e captados para 0
interior das células. Comparativamente com os macrociclos simples, esta recente alternativa
oferece vantagens, conseguindo uma absorcéo celular significativamente superior 132133,

Ap6s um século desde a primeira sintese do CB[6] e apds uma década do
desenvolvimento de métodos de preparagdo dos restantes analogos, esta familia de macrociclos
tem provado, estudo ap0s estudo, possuir um conjunto de caracteristicas notaveis capazes de
modificar, em solu¢bes aquosas, as propriedades quimicas, fisicas e espetroscopicas de um
amplo espetro de hospedes moleculares. O futuro dos cucurbiturilos, no que concerne a
distribuicdo dirigida e a libertacdo controlada de farmacos €, sem margem para duvidas, deveras

promissor 1°.
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II. OBJETIVOS DO TRABALHO

Com a incidéncia e a mortalidade por cancro a crescerem tendencialmente, torna-se
urgente o desenvolvimento de novos farmacos antitumorais e de novas estratégias para
ultrapassar a resisténcia adquirida e os efeitos adversos associados as terapéuticas atuais.

Neste ambito, o presente trabalho teve como objetivo principal sintetizar trés compostos
terpiridinicos de Ru(ll) e um composto terpiridinico de Ru(lll) j& publicados, cuja atividade
antitumoral foi estudada em linhas celulares do carcinoma do pulmao e do carcinoma do colon,
por Lazi¢ et al. ** e avaliar a possibilidade de encapsulamento dos compostos sintetizados nos
contentores moleculares CB[7] e CB[8].

A escolha dos compostos que integraram este trabalho respeitou os critérios de atividade
citotoxica testada em linhas celulares tumorais, de facilidade de sintese e de acesso aos
reagentes necessarios e de interesse para o estudo do encapsulamento em cucurbiturilos, pelas
suas propriedades e dimensoes.

Foram sintetizados dois compostos cationicos [Ru(tpy)(bpy)CI]CI e [Ru(tpy)(en)CI]CI
e outros dois compostos neutros [Ru(tpy)Cls] e [Ru(tpy)(pic)Cl]. Aos quatro compostos
terpiridinicos de ruténio foram atribuidos nimeros de série de acordo com a ordem de sintese
dos mesmos. Neste caso, os complexos cationicos, AB9 e AB11 e os complexos neutros, AB6
e AB10.

Grande parte dos compostos terpiridinicos de Ru(ll) e Ru(lll) primam pela sua
capacidade de se ligarem covalentemente ao DNA, predominantemente pela substituicdo de um
ligando labil pelo N7 da guanina, com formagdo de adutos monofuncionais. O N7 da guanina
aparenta ser o local de ligacdo preferido para se estabelecer a coordenacdo dado o seu caracter
nucleofilico e pela estabilizacdo adicional da ligacdo, concedida pelo carbonilo e pela amina
primaria da guanina %, Os resultados dos estudos de Lazi¢ et al. demonstram que os compostos
terpiridinicos de ruténio estabelecem, em simultaneo, ligac6es ndo covalentes com o DNA, pela
intercalacdo do ligando aromatico planar terpiridina entre pares de bases adjacentes da hélice
de DNA % Dados mais recentes sugerem que estes compostos tém multiplos alvos, sendo

provavel a interagdo com proteinas importantes no desenvolvimento do cancro 3,
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AB9 AB11

AB10 AB6

Figura I1-1. Estruturas quimicas dos compostos [Ru(tpy)(bpy)CI]CI (AB9) e [Ru(tpy)(en)CI]Cl (AB11) e outros
dois compostos neutros [Ru(tpy)(pic)CI] (AB10) e [Ru(tpy)CI3] (AB6).

No mesmo estudo, a citotoxicidade dos compostos terpiridinicos de Ru(ll) e Ru(lll),
sob analise no presente trabalho, foi avaliada em dois tipos de cancro dos trés mais prevalentes
no mundo, a saber, nas linhas celulares tumorais humanas do carcinoma do pulméo e do
carcinoma do célon, A549 e HCT116, respetivamente, e na linha celular do carcinoma do célon
de rato — CT26 1%,

O composto AB11 revelou a maior atividade citotoxica entre 0s compostos em ensaio,
com valores de ICso entre 32,80 e 66,30 uM. Os valores de ICso permitiram identificar o

composto AB11 como moderadamente citotoxico e 0s restantes compostos como portadores de
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uma atividade antitumoral pouco significativa. Os valores de ICso e, do mesmo modo, a
atividade citotoxica dos compostos estudados, parecem estar relacionados com a taxa de
hidrolise do ligando monodentado que, por sua vez, ¢ dependente da natureza do ligando
quelante. A perda de citotoxicidade observou-se quando o ligando etilenodiamina (en), doador-
o, no AB11, foi substituido por ligandos fortes aceitadores-z, N-N, bipiridina (bpy), no AB9, e
N-O picolina (pic), no AB10. Estes resultados vao ao encontro dos dados apresentados sobre a
taxa de hidrdlise dos compostos — minutos para 0 AB11, horas para 0 AB9 e sem perspetiva de
hidrolise para o0 AB10, ap0s varias horas em observacdo, dada a sua baixa solubilidade em
solugdes aquosas 134,

Apesar da atividade citotdxica pouco significativa dos compostos AB9, AB10 e AB6, 0
interesse no seu estudo focou-se na possibilidade do encapsulamento em contentores
moleculares do tipo cucurbiturilo modificar a dindamica de hidrolise dos compostos e, desta

forma, poder melhorar a atividade antitumoral dos mesmos.

Como objetivos especificos, este trabalho focou-se na sintese e caracterizacdo dos
compostos selecionados pelo seu interesse antitumoral e tendo em atencdo a relacdo entre a
estrutura quimica dos compostos e a atividade citotoxica proposta pelos grupos de investigacao
para as linhas celulares em ensaio bem como no estudo da estabilidade fisica e quimica dos
complexos de inclusdo “host-guest”.

Adicionalmente, considerou-se o estudo in vitro da atividade antitumoral dos complexos
de incluséo, em linhas celulares tumorais. Contudo, os resultados dos estudos anteriores e a

falta de disponibilidade impossibilitaram, infelizmente, o cumprimento deste objetivo.
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III. MATERIAIS E METODOS

Este capitulo é destinado a descric¢do do trabalho realizado em laboratdrio no &mbito do

projeto de investigacdo para a dissertacdo do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas.

3.1. Compostos terpiridinicos de Ru(II) e Ru(III)

3.1.1. Reagentes

Os reagentes 1,2-diaminoetano (en) e 2,2’-bipiridina (bpy) foram fornecidos pela
Sigma-Aldrich enquanto os reagentes 2,2’:6°,2’-terpiridina (tpy), 2-piridinacarboxilato (pic) e
cloreto de Ru(lll) hidratado (RuClzxH20) foram fornecidos pela Alfa Aesar. Os restantes

reagentes e solventes foram adquiridos a partir da Sigma-Aldrich.

3.1.2. Sintese dos compostos terpiridinicos de Ru(II) e Ru(III)

O composto AB6 resulta da reacdo entre o composto percursor cloreto de Ru(lll)
hidratado (RuCls.xH20) e o ligando quelante terpiridina (tpy).

A reacdo do composto neutro terpiridinico de Ru(l1l) (AB6) com os ligandos quelantes
N-N, en ou bpy, e com o ligando N-O, pic, na presen¢a de EtsN como agente redutor e um
excesso de LiCl, necessario para evitar a dissociacdo do ligando CI" do produto final e para
proporcionar a sua precipitacdo, resulta na formacao dos compostos catiénicos AB11 e AB9 e
no composto neutro AB10, respetivamente.

Os quatro compostos terpiridinicos de ruténio foram sintetizados de acordo com o0s
procedimentos publicados na literatura com algumas pequenas modificacbes que se encontram

descritas no procedimento de sintese de cada composto 134136,
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Figura I11-1. Esquema de sintese dos compostos AB6 (a), AB9 (b), AB11(c) e AB10 (d). Reagentes e condigdes:
(a) tpy (0,9 equiv), EtOH, refluxo; (b) bpy (1,2 equiv), etanol/agua (3:1), Et3N (3,0 equiv), LiCl (10,0 equiv),
refluxo; (c) en (1,2 equiv), etanol/agua (3:1), Et3N (3,0 equiv), LiCl (10,0 equiv), refluxo; (d) pic (1,2 equiv),

etanol/agua (3:1), Et3N (3,0 equiv), LiCl (10,0 equiv), refluxo.

3.1.2.1. Procedimento de sintese do composto AB6

Colocaram-se 303 mg de RuClz.xH20 (1,16 mmol) e 35,0 mL de etanol num tubo de
schlenk. O sistema reacional foi mantido em refluxo durante, aproximadamente, 2 horas. A
soluc&o obtida apresentava uma cor verde escura. A reago adicionaram-se 282 mg de tpy (1,05
mmol), tendo-se continuado o refluxo por mais 4 horas. Durante este periodo a cor da solugcdo
alterou-se para castanho avermelhado. Deixou-se arrefecer o sistema reacional a temperatura
ambiente e colocou-se no frigorifico para precipitacdo completa do produto da reacdo. Este foi
isolado por filtragdo em cénula e lavado com etanol e dietil éter. O sélido obtido foi seco em
vacuo, recolhido e pesado. Rendimento: 470 mg (92%).

O composto ABS6 € soltvel em dimetilsulfoxido e acetonitrilo, moderadamente soluvel

em agua, metanol e etanol e insolGvel em acetona, cloroférmio e diclorometano 1%,

3.1.2.2. Procedimento de sintese do composto AB9

Colocaram-se 200 mg de [Ru(tpy)Cls] (0,454 mmol) e 20,0 mL de uma mistura
etanol/agua (3:1), num tubo de schlenk, com 192 mg de LiCl (4,54 mmol) e 190 pL de EtsN
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(1,36 mmol), como agente redutor. A suspensdo anterior foram adicionados 85,0 mg de bpy
(0,544 mmol), e o sistema reacional foi refluxado durante 3 horas, em agitagdo vigorosa.
Filtrou-se a solucdo violeta arroxeada a quente para remover impurezas e, de seguida, reduziu-
se 0 seu volume para ¥ do inicial, num evaporador rotativo. Deixou-se arrefecer o sistema
reacional a temperatura ambiente e colocou-se no frigorifico para precipitacdo completa do
produto da reacdo. Este foi lavado com etanol e dietil éter e isolado por filtracdo a vacuo. O
solido obtido foi recolhido e pesado. Rendimento: 149 mg (58,5%).

O composto AB9 é soluvel em &gua, metanol, etanol, acetona, cloroférmio,

diclorometano e nitrometano 1%,

3.1.2.3. Procedimento de sintese do composto AB10

Colocaram-se 200 mg de [Ru(tpy)Cls] (0,454 mmol) e 20,0 mL de uma mistura
etanol/agua (3:1), num tubo de schlenk, com 192 mg de LiCl (4,54 mmol) e 190 uL de EtsN
(1,36 mmol), como agente redutor. A suspensdo anterior foi adicionada uma quantidade de 67,0
mg de pic (0,544 mmol), e o sistema reacional foi refluxado durante 4 horas, em agitacéo
vigorosa. Filtrou-se a solucdo violeta arroxeada a quente para remover impurezas e, de seguida,
reduziu-se o seu volume para ¥ do inicial, num evaporador rotativo. Deixou-se arrefecer o
sistema reacional a temperatura ambiente e colocou-se no frigorifico para precipitacdo completa
do produto da reacdo. Este foi lavado com acetona, etanol e dietil éter e isolado por filtracdo a

vacuo. O sélido obtido foi recolhido e pesado. Rendimento: 206 mg (86%).

O composto AB10 é soltuvel em diclorometano, nitrometano e acetonitrilo, parcialmente

soltivel em agua e metanol e insoltivel em etanol, acetona e cloroférmio 34,

3.1.2.4. Procedimento de sintese do composto AB11

Colocaram-se 200 mg de [Ru(tpy)Cls] (0,454 mmol) e 20,0 mL de uma mistura
etanol/agua (3:1), num tubo de schlenk, com 192 mg de LiCl (4,54 mmol) e 190 pL de EtsN
(1,36 mmol), como agente redutor. A suspenséo anterior foi adicionada uma quantidade de 36
pL de en (0,544 mmol), e o sistema reacional foi refluxado durante 4 horas, em agitacéo
vigorosa. Filtrou-se a solucdo violeta arroxeada a quente para remover impurezas e, de seguida,
reduziu-se o seu volume para ¥ do inicial, num evaporador rotativo. Deixou-se arrefecer o

sistema reacional a temperatura ambiente e colocou-se no frigorifico para precipitacdo completa
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do produto da reacgdo. Este foi lavado com acetona, etanol e dietil éter e isolado por filtragdo a
vacuo. O sdlido obtido foi recolhido e pesado. Rendimento: 183 mg (87%).

O composto AB11 é soltvel na agua, metanol e etanol, moderadamente solivel em

acetona e nitrometano e insoltvel em cloroférmio e diclorometano .

3.2. Complexos de Inclusao

O estudo do encapsulamento dos compostos terpiridinicos de ruténio em contentores
moleculares do tipo cucurbiturilo focou-se nos hospedeiros macrociclicos CB[7] e CB[8], dada

a sua aplicabilidade amplamente estudada no transporte e distribui¢do de farmacos.

3.2.1. Reagentes

Os cucurbiturilos utilizados na encapsulagdo dos compostos antitumorais foram
facultados pelo professor André Lopes e obtidos por sintese quimica, pela reacdo de
condensacéo de glicolurilo com formaldeido, em meio acido.

Para a determinacdo dos cucurbiturilos a utilizar de entre as varias amostras existentes
foi feita uma analise por espetrometria de massa com o intuito de verificar o grau de pureza dos
produtos de cada reacdo e, consequentemente, selecionar os produtos com o menor grau de
impureza.

Adicionalmente, foi realizada uma analise de determinacdo da percentagem de agua
incorporada pelos cucurbiturilos selecionados. Quer o CB[7] quer o CB[8], ambos armazenados
nas mesmas condicdes de temperatura e humidade, apresentam, aproximadamente, 22% de
agua adsorvida.

Os compostos terpiridinicos de ruténio utilizados no estudo do encapsulamento em
cucurbiturilos foram sintetizados de acordo com os procedimentos indicados no ponto 3.1.2. do

presente trabalho.

3.2.2. Preparacao dos complexos de inclusao

Numa tentativa de preparacdo de complexos de inclusdo entre 0s compostos
terpiridinicos de ruténio e os cucurbiturilos referidos foram realizados oito ensaios, quatro com

CB([7] e outros quatro com CBJ[8], numa relacdo de complexo/CB de 1:1.
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3.2.2.1. Procedimento dos complexos de inclusao com CB[7]

Num baldo, colocaram-se 150 mg de CBJ[7] (0,101 mmol), uma quantidade equimolar
de cada um dos compostos de ruténio preparados (56,5 mg (AB9); 53,1 mg (AB10); 46,8 mg
(AB11); 44,4 mg (AB6)) e 15,0 ml de 4gua Elix®, acidificada com quatro gotas de uma solucao
de HCI a 2M. Deixou-se refluxar a mistura durante 24 horas.

3.2.2.1. Procedimento dos complexos de inclusao com CB[8]

Num bal&o, colocaram-se 150 mg de CB[8] (0,0880 mmol), uma quantidade equimolar
de cada um dos compostos de ruténio preparados (49,5 mg (AB9); 46,5 mg (AB10); 41,0 mg
(AB11); 38,8 mg (AB6)) e 15,0 ml de 4gua Elix®, acidificada com quatro gotas de uma solucéo

de HCI a 2M. Deixou-se refluxar a mistura durante 24 horas.

Em ambos os procedimentos a adi¢gdo de HCI a 2M foi essencial para promover a
desagregacdo dos cucurbiturilos que, tendencialmente, formam aglomerados e, desta forma,

facilitar a dissolucédo dos cucurbiturilos e posterior encapsulacdo dos compostos antitumorais.

3.2.3. Solugodes de controlo

As solucdes de controlo foram preparadas apés a analise dos complexos de inclusédo por
espetroscopia UV-Vis de forma a garantir que as eventuais alteracdes nas bandas do espetro
UV-Vis dos complexos de inclusdo relativamente aos espetros originais dos compostos de
ruténio nao eram devidas a degradacdo destes pelas condi¢des da reacéo.

Na preparacdo das solugdes de controlo, uma quantidade ndo pesada de cada um dos
compostos terpiridinicos de ruténio foi adicionada a 15,0 ml de agua Elix®, acidificada com

quatro gotas de uma solucdo de HCI a 2M. Deixou-se refluxar a mistura durante 24 horas.

3.3. Métodos e equipamentos utilizados

3.3.1. Espetroscopia de absor¢ao UV-Vis

A espetroscopia de absorcdo UV-Vis constituiu uma ferramenta fundamental na
caracterizagdo e avaliacdo da estabilidade dos compostos terpiridinicos de ruténio sintetizados

e dos complexos de inclusdo de CBJ[7] e CBJ[8].
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Os compostos terpiridinicos de ruténio alvo deste trabalho experimental sdo complexos
de geometria octaédrica, tal como foi referido anteriormente.

De acordo com a Teoria das Orbitais Moleculares (TOM), para duas orbitais atémicas
coalescerem e darem origem a orbitais moleculares tém de apresentar energia adequada.
Quando os Iébulos do mesmo sinal coalescem obtém-se orbitais moleculares ligantes. Por outro
lado, a coalescéncia de I6bulos de sinal contrario da origem a orbitais moleculares antiligantes.
Adicionalmente, orbitais que ndo apresentem simetria adequada para se combinarem déo
origem a orbitais ndo ligantes. Num complexo octaédrico, a interacéo das orbitais d do elemento
central e as orbitais de simetria apropriada dos ligandos conduz a perda da degenerescéncia das
cinco orbitais d do metal. Passamos entdo a ter dois subgrupos de orbitais degeneradas eg
(formadas maioritariamente pelas orbitais d;? e dy*.%) e tog (formadas maioritariamente pelas
orbitais dxy, dy; € dx;), separados por uma diferenga energética Aoct. A diferenga de energia Aoct
é uma medida da intensidade da interacdo entre o elemento central e os ligandos: quanto maior
for a coalescéncia das orbitais combinadas, maior sera o valor de Aoct. NO estudo dos compostos
de coordenacdo dos metais de transicdo, tem particular interesse a analise dos espetros de
absorcéo desses compostos na regido do UV-Vis pela possibilidade de se registarem transicdes
eletronicas d-d bem como transigdes eletronicas que envolvam a transferéncia de carga (metal
-> ligando ou ligando - metal) entre as orbitais do metal e as orbitais dos ligandos e cuja
energia corresponde & zona do visivel 137138,

A simplicidade, rapidez de execucdo, precisdo e baixo custo associado a esta técnica
tornam-na numa excelente ferramenta para a caracterizacdo dos compostos terpiridinicos de
ruténio e dos complexos de inclusdo de CB[7] e CB[8].

Os espetros de absor¢do UV-Vis foram tracados com recurso a um espetrofotometro de

feixe duplo Varian Cary® 50 Bio e a cuvetes de quartzo (40 pL).

3.3.2. Espetroscopia de absor¢ao no Infravermelho

A espetroscopia de absorcdo no Infravermelho (1V) foi outro dos métodos escolhidos
para a caracterizagdo da estrutura molecular dos compostos terpiridinicos de ruténio
sintetizados.

A absorcdo na regido do Infravermelho é causada por movimentos vibracionais dos
grupos e ligacBes quimicas que constituem uma molécula. Esta técnica baseia-se no facto das

ligagBes moleculares possuirem frequéncias de vibrag&o especificas, as quais correspondem aos
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niveis energeéticos vibracionais da molécula. S&o considerados dois tipos fundamentais de
vibragoes: vibracdo por estiramento (streching), na qual os &tomos permanecem no Mesmo eixo
de ligacdo, porém a distancia entre os atomos aumenta ou diminui, e a vibracdo angular
(bending), onde as posi¢bes dos atomos mudam em relacdo ao seu eixo de ligacdo original.
Apenas as vibragdes que resultam numa alteracédo ritmica do momento dipolar da molécula sdo
observadas no Infravermelho. Cada dtomo apresenta trés graus de liberdade de movimento
correspondentes as coordenadas cartesianas (X, y € z). Assim, uma molécula de n atomos tem
3n graus de liberdade. Para moléculas ndo lineares, trés destes graus equivalem a movimentos
de rotacéo, outros trés a movimento de translacao e os restantes 3n-6 correspondem a vibragoes
fundamentais. As vibrag¢des fundamentais ndo envolvem a alteracéo do centro de gravidade de
uma molécula **°.

Para os compostos de coordenacao, o estudo vibracional tem interesse na regido de baixa
energia espetral, onde se observam as vibragdes metal-ligando.

As vantagens desta técnica sobre outros métodos incluem rapidez na obtencdo de
espetros, boa relacdo sinal-ruido, elevada resolucdo espetral, baixo custo da analise e boa
reprodutividade.

Os espetros de absorcao no Infravermelho foram tragados num espetrofotometro Bruker
FTIR — Tensor 27®.

3.3.3. Espetrometria de massa

A espetrometria de massa associada a cromatografia liquida de alta eficiéncia foi o
método escolhido para a identificacdo e avaliacdo da estabilidade e grau de pureza dos
compostos terpiridinicos de ruténio sintetizados assim como do grau de pureza dos
cucurbiturilos procedentes de diferentes reacfes de sintese. Este foi igualmente o método de
eleicdo para o estudo do encapsulamento nos complexos de inclusé&o.

O conceito de espetrometria de massa é simples. Um composto € ionizado por um
método de ionizagdo, os iGes sdo separados com base na razo massa/carga e 0 nimero de ides
que representa cada unidade de massa/carga é registado num espetro. O método de ionizagéo
utilizado, chamado de ionizacao por eletrospray (ESI), consiste num sistema suave que utiliza
a energia elétrica para transferir os ides de uma solucao para a fase gasosa antes de alcangarem
o0 detetor e o resultado da andlise ser registado na forma de um espetro de iGes positivos que sdo

separados segundo a sua raz&o massa/carga 4°,
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O evento mais simples ocorre com a remogdo de um Unico eletrdo da molécula na fase
gasosa, pelo feixe de eletrdes, e a formacdo do ido molecular. Se o i&o molecular se mantiver
intacto até alcancar o detetor é possivel observar, no espetro, o pico correspondente a este ido,
que nos fornece um dado importante sobre 0 composto, o0 seu peso molecular. O espetro de
massa de um composto ndo é mais do que uma apresentacdo dos fragmentos carregados
positivamente versus a sua concentragéo relativa 4.

A espetrometria de massa constitui uma técnica vantajosa no sentido em que se baseia
num método robusto, simples e reprodutivel, para além da extensa biblioteca de espetros que
possibilita uma completa identificacdo e caracterizacdo dos compostos em estudo 4.

Os espetros de massa foram obtidos por um espetrofotdmetro de massa ESI-MS Bruker
Daltonik GmbH® HCT Ultra associado a um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Agilent

Technologies® 1200 series.

3.3.4. Analise gravimétrica

A analise gravimétrica constituiu um método importante no presente trabalho aquando
da quantificacdo da percentagem de agua presente no CB[7] e no CBJ8].

A andlise gravimétrica abrange todos os métodos analiticos que utilizam, como medida
analitica, a massa ou a alteracdo da massa para calcular a quantidade ou concentracdo de um
analito numa determinada amostra. Para a determinacdo da percentagem de agua presente nos
cucurbiturilos foi adotada a técnica de termogravimetria, segundo a qual a é feita a analise da
variacdo da massa de uma amostra em funcdo da variacdo da temperatura, numa atmosfera
controlada de fluxo de ar 4,

A determinacdo da percentagem de agua presente no CB[7] e no CBJ[8] foi obtida por
termogravimetria num aparelho SETARAM® TGA 92, sob fluxo de ar, a uma velocidade de

aquecimento de 10 °C/min.

3.3.5. Desenho das estruturas quimicas dos compostos sintetizados

As estruturas quimicas dos compostos sintetizados, presentes na Figura 11-1, e restantes
estruturas quimicas referentes as reacgdes, na Figura Il11-1 foram desenhadas com recurso ao
software ChemDraw® 12.0.3.1216.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacao dos compostos antitumorais de ruténio

Os compostos antitumorais portadores de ligandos polipiridil, sintetizados no ambito
deste projeto de investigacdo, encontram-se referenciados na literatura cientifica. Neste sentido,
este capitulo servird de meio de identificacdo e comparacdo dos compostos sintetizados em
laboratdrio em relagdo ao que se encontra descrito na literatura.

Pelas razbes enumeradas anteriormente no ponto 3.3. os métodos de escolha para a
caracterizagdo dos compostos terpiridinicos de ruténio foram a espetroscopia de absor¢do no
UV-Vis, no Infravermelho e a espetrometria de massa.

4.1.1. Interpretacao dos espetros de absorcao no UV-Vis

Os espetros de absor¢do no UV-Vis dos compostos de ruténio apresentam um conjunto
de bandas na regido do UV (200 < A < 330 nm), que podem ser atribuidas a transi¢oes
eletronicas entre orbitais dos ligandos tpy e bpy (= = =*). Por outro lado, as bandas exibidas
na regido do visivel situadas numa gama de frequéncias entre 450 e 520 nm podem ser
atribuidas a transicdes eletronicas que envolvem a transferéncia de carga metal-ligando
polipiridil (dm(Ru) = n*) 134142-146,

Os espetros obtidos mostram claramente a presenca de um conjunto de bandas atribuidas
a transi¢bes = = m* (a aproximadamente 230, 272 e 315 nm) comum a todos eles e que deverdo
ter origem no ligando tpy. A banda a aproximadamente 287 nm (no composto AB9) tem sido
observada em complexos contendo ligandos bpy, o que confirma a sintese efetuada '4’. Ja no
que diz respeito as bandas de transferéncia de carga metal-ligando é de realcar a reduzida
intensidade destas bandas no espetro do composto AB6, o que devera estar relacionado com o

facto de ser um complexo de Ru(l11) 148,
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Grafico IV-1. Espetro de absorcéo no UV-Vis, em 4gua, dos compostos terpiridinicos de ruténio (AB6,
AB9, AB10 e AB11).

4.1.2. Interpretacgao dos espetros de absor¢ao no Infravermelho

Os espetros de absorcdo no IV dos compostos de ruténio apresentam um conjunto de
bandas prdprias do ligando tpy. A banda de maior intensidade, correspondente ao estiramento
v(C=N) deste ligando, aparenta estar situada, a 1618, 1635, 1594 e a 1618 cm™, no espetro dos
compostos AB6, AB9, AB10 e AB11, respetivamente. As bandas observadas encontram-se
dentro dos valores esperados para estes compostos 142143, A banda respeitante ao estiramento
v(C=C) dos anéis aromaticos do ligando tpy encontra-se a 1446 cm™ nos compostos AB6 e
AB9, e a 1447 cm™ nos compostos AB10 e AB11, estando de acordo com os valores igualmente
observados para estes compostos 14°. A banda relativa ao estiramento v(C—H) do anel aromatico
do ligando tpy pode ser encontrada num niimero de onda préximo de 3060 cm™ para todos 0s
compostos, 0 que esta igualmente de acordo com o que se encontra descrito na literatura 144, A
presenca de uma banda caracteristica do estiramento v(Ru—N) seria de esperar entre 486 e 511
cmt enquanto a banda correspondente ao estiramento v(Ru—Cl) seria de esperar abaixo dos 400
cmt 14 Neste caso no é possivel observar a presenca destas bandas uma vez que o nimero de
onda a que encontram apresenta-se fora da gama de analise do espetrofotometro.

No caso individual do composto AB9, o espetro de absor¢éo no IV pode exibir ao longo
da regido entre 1400 e 1600 cm™ um conjunto de bandas correspondentes aos ligandos tpy e

bpy, atribuidas ao estiramento v(C=C) e v(C=N) dos anéis aromaticos destes ligandos. A
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presenca dos dois ligandos polipiridil pode resultar numa sobreposicdo de bandas na regido
espectral indicada 4°.

No caso particular do composto AB10, o espetro de absorcao no IV pode exibir, para
além das bandas caracteristicas do ligando tpy correspondentes ao estiramento v(C=N), duas
bandas adicionais que podem ser atribuidas aos modos de estiramento simétrico e assimétrico
do grupo carboxilato (COO") do ligando pic. No espetro de absor¢do no 1V do composto AB10
sintetizado, é possivel que as bandas relativas ao estiramento simeétrico e assimétrico se
encontrem a 1356 e a 1627 cm?, respetivamente 134143,

Com base nesta identificacdo, pode concluir-se que o0s compostos sintetizados

correspondem aos descritos na literatura, tendo sido cumprido o primeiro objetivo deste
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Gréfico IV-2. Espetro de absorcao na regido do Infravermelho do composto ABS.
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Grafico IV-4. Espetro de absorcao na regido do Infravermelho do composto AB9.
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Grafico IV-5. Espetro de absorcao na regido do Infravermelho do composto AB10.

4.1.3. Interpretacdo dos espetros de massa

O espetro de massa da solucdo de AB9 numa mistura etanol/agua (1:1) revela um sé
sinal com razdo massa/carga (m/z) 526 que foi atribuido ao ido molecular, [AB9]". Esta
atribuicdo foi feita com base no valor de m/z e com a distribuicdo isotropica (Grafico 1V-7) e
esta de acordo com a estrutura prevista para o composto na fase gasosa (Grafico 1V-6). A
abundancia do sinal correspondente ao ido positivo de AB9 indica que o composto é estavel na
solucdo utilizada (etanol/agua, 1:1). Por outro lado, o espetro de massa da solucdo aquosa de
AB9 é bastante diferente. Foram detetados sinais com m/z 246, 255, 284 e 598. Os dois
primeiros sinais sdo mais intensos e a distribuigéo isotdpica indica que apresentam duas cargas.
O sinal com m/z 246 é compativel com a estrutura que resulta da perda de CI-, [AB9-CI]2*
enquanto o sinal com m/z 255 é compativel com a substituicdo de CI- por H.O, [AB9-CI
+H,0]%". Qualquer uma desta estruturas indica a degradacdo de AB9 em solugdo aquosa. O
sinal com m/z 598 também so aparece em solucdo aquosa. Este sinal é compativel com a
formacdo de um ido contendo duas moléculas de HCI, [AB9+2HCI]*. Esta atribuicdo é
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compativel com a presenca de HCI em concentragdo relativamente elevada, 2M e com o facto
de a ionizagéo por ESI ser bastante suave. No entanto, esta atribuicdo necessita de confirmagéo,

recorrendo por exemplo a fragmentacdo do sinal com m/z 598 associada a estudos de massa

exata.
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Gréfico IV-6. Espetro de massa (ESI-MS) de uma solucéo aquosa do composto AB9.
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Gréfico IV-7. Distribuicao isotépica do sinal observado a m/z 526.
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Grafico IV-8. Espetro de massa (ESI-MS) de uma solugdo do composto AB9, numa mistura etanol/agua (1:1).

Nos espetros de massa do AB6, AB10 e AB11 na mistura etanol/agua (1:1) ndo foram
observados os sinais correspondentes ao ido molecular, os equivalentes ao m/z 526 observado
para [AB9]*. Foram observados outros sinais que necessitam de estudos adicionais para que se
Ihes possa atribuir uma estrutura. Estudos de fragmentagdo com determinagdo da massa exata
dos fragmentes podem ajudar a clarificar os produtos formados. No entanto, este resultado
sugere a degradacdo dos complexos logo na mistura etanol/agua (1:1). Curiosamente, todos 0s
espetros, incluindo o do AB9, em solucdo aquosa, apresentam um sinal com m/z 284. Este ido
apresenta duas cargas (D m/z 0,5) como pode ser observado a partir da distribuicdo isotopica
(Grafico IVV-12). Tal como para os produtos de degradacdo acima mencionados, a fragmentacéo

deste sinal associada a massa exata podera ajudar a clarificar a estrutura deste ido.
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Grafico IV-9. Espetro de massa (ESI-MS) de uma solugdo do composto AB6, numa mistura etanol/agua (1:1).
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Gréfico IV-10. Espetro de massa (ESI-MS) de uma solugdo do composto AB10, numa mistura etanol/agua (1:1).
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Gréfico IV-11. Espetro de massa (ESI-MS) de uma solugdo do composto AB11, numa mistura etanol/agua (1:1).
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Grafico IV-12. Distribuico isotopica do sinal observado a m/z 284.

No que respeita a0 comportamento dos compostos sintetizados em solugdes aquosas, 0S
resultados obtidos ndo se encontram totalmente de acordo com os dados publicados na literatura
e abordados no capitulo Il deste trabalho. Os espetros de massa tracados sugerem que 0
composto com maior estabilidade numa mistura de etanol/agua (1:1) é o AB9 enquanto 0s

restantes compostos se degradam nas mesmas condigdes. De acordo com os estudos de Lazi¢
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et al., seria 0 AB10 o composto com maior estabilidade devido a sua baixa solubilidade em
agua 134,

A rapida libertacdo de uma posicdo de coordenacdo no centro metalico de um dado
composto de coordenacao com potencial antineoplasico € um requisito importante, entre outros,
para se observar atividade antitumoral, como consequéncia da formacéo de adutos com o DNA
que conduzam a inducdo de modificagfes estruturais e, consequentemente, a inibi¢do da sintese
de DNA e inducdo da apoptose. Neste sentido, a perda do ligando monodentado, ClI-, pelos
compostos em estudo é um passo essencial para a sua aplicabilidade enquanto agentes

antitumorais.

4.2. Estudo do encapsulamento dos complexos de inclusao

Para o estudo do encapsulamento dos complexos de inclusdo foram tracados os espetros
de massa e de absorcdo no UV-Vis da mistura do CB[7] e do CB[8] com 0s compostos
terpiridinicos de ruténio sintetizados, numa relagdo de 1:1.

4.2.1. Analise termogravimétrica
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Gréfico IV-13. Representacdo gréafica da andlise termogravimétrica do CB[7].

O grafico ilustrado acima € uma representacdo da analise gravimetrica realizada para o

CBJ[7]. No grafico, a linha colorida a azul regista a variacdo da massa em funcéo da temperatura
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enquanto a linha colorida a laranja regista a variagdo do fluxo de calor em funcédo da
temperatura. O primeiro pico, endotérmico, que corresponde a uma perda de massa até aos
150°C, esta associado a libertacdo das moléculas de dgua adsorvidas nos cucurbiturilos. Por
outro lado, o segundo pico, exotérmico € caracteristico de uma combustdo e encontra-se
normalmente associado a decomposi¢do da propria amostra. A percentagem de agua presente
nos cucurbiturilos é determinada diretamente a partir do eixo do grafico relativo & perda de
massa. O grafico permite-nos entdo concluir que o CB[7] apresenta, aproximadamente, 22% de
agua. O mesmo se verifica para o CBJ[8], cujo grafico de termogravimetria pode ser consultado

em anexo.

4.2.2. Interpretacao dos espetros de absorc¢ao no UV-Vis

Os espetros de absor¢do no UV-Vis confirmam a existéncia de alteracfes na estrutura
dos compostos AB6 e AB10 aquando da presenca do CB[7] e do CB[8] devido ao aparecimento
de uma nova banda proxima dos 700 nm. No caso particular do composto AB11, o
aparecimento da nova banda apenas se observa aquando da adicdo de uma quantidade
equimolar de CB[8]. E de realcar que os trés compostos mantém as bandas anteriormente
descritas na fracdo individual, pelo que a presenca de uma nova banda sugere a degradacéo dos
compostos ou a interacdo dos mesmos com os cucurbiturilos. O composto AB9, por outro lado,

mantém a identidade do seu espetro na presenca dos cucurbiturilos, nas mesmas condicdes de

reacao.
2
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Gréfico 1V-14. Espetro de absorcéo no UV-Vis, em 4gua, do CB[7] com os compostos sintetizados.
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Gréfico IV-15. Espetros de absor¢édo no UV-Vis, em &gua, do CB[8] com os compostos sintetizados.

Os espetros de absor¢cdo no UV-Vis tracados para o CB[7] e para o CB[8] mostram que

estes macrociclos ndo absorvem na gama de comprimentos de onda da regido do UV-Vis. Os

espetros de absorcdo podem ser consultados em anexo.

Abundancia relativa (%)

4.2.3. Interpretagao dos espetros de massa
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Gréfico IV-16. Espetro de massa (ESI-MS) da solucéo aquosa do CB[7] com o composto AB9.
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Gréfico IV-17. Espetro de massa (ESI-MS) da solugcdo aquosa do CB[8] com o composto AB9.

Os espetros de massa das solugdes aquosas de CB[7] e de CB[8] com o composto AB9
apresentam sinais de m/z 604 e 508 que correspondem, respetivamente, ao CB[7] livre e ao
CBJ[8] livre. Os sinais de m/z 246 e 255 presentes no espetro de massa da solucdo aquosa do
AB9 mantém-se, no entanto ndo ha evidéncia experimental da formacdo de complexos de
inclusdo para qualquer um dos compostos estudados dado que nédo é possivel observar o sinal
correspondente aos compostos encapsulados.

Embora tenham sido tracados os espetros de massa das solug¢des aquosas do CB[7] e do
CB[8] com os compostos AB6, AB10 e AB11, os mesmos ndo sdo discutido neste ponto dada

a complexidade de interpretacdo dos seus espetros de fragmentacéo.

4.3. LimitagOes experimentais

O presente trabalho experimental decorreu com algumas limitacdes inerentes a pouca
informacdo disponivel quanto a quimica de encapsulacédo, particularmente no que diz respeito
ao tipo de compostos em estudo.

Com o decorrer do trabalho experimental surgiram algumas dificuldades que sdo

importantes referir:
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- O inicio do trabalho foi marcado por um contratempo na integridade do reagente de
partida (RuClz.xH>0O) que se encontrava degradado. As primeiras reacdes foram efetuadas com
0 reagente de partida disponivel no laboratério, o que levou ao atraso no desenvolvimento do
trabalho experimental. Uma nova quantidade de RuClz.xH20 teve de ser encomendada;

- O procedimento de isolamento dos compostos descritos na literatura ndo resultou
imediatamente na formacdo dos produtos esperados pelo que parte do periodo destinado ao
trabalho experimental foi investido na otimizacédo das condicdes de isolamento dos compostos
terpiridinicos de ruténio;

- A falta de acessibilidade a métodos de caracterizacdo nao disponiveis na Universidade
do Algarve como a espetroscopia por RMN condicionou uma analise mais cuidada, informativa
e necessaria dos compostos terpiridinicos de ruténio e dos complexos de inclusdo em CB[7] e
CB[8];

- A degradacdo dos complexos de incluséo nas condigdes reacionais de encapsulamento
pode ter constituido uma dificuldade na caracterizacdo dos mesmos por espetrometria de massa;

- A falta de disponibilidade temporal impossibilitou a otimizacdo do estudo dos

complexos de inclusdo e a continuacao deste trabalho experimental.
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V. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

O cancro representa, atualmente, uma das maiores preocupacdes no que respeita a salde,
vitimando mais de 8 milhdes de pessoas por ano, uma tendéncia que se estima estar a crescer
18 Neste sentido, uma melhor compreensdo sobre a doenca oncoldgica assim como a
continuidade do trabalho de investigacdo para o desenvolvimento de novas terapéuticas com
uma boa relagdo custo-eficicia e de estratégias de otimizacdo da eficacia terapéutica dos
farmacos ja conhecidos, torna-se urgente.

Com base na pesquisa bibliogréafica que suporta esta dissertacdo, € possivel constatar
que os compostos de ruténio oferecem uma excelente alternativa aos classicos agentes
antineoplasicos pelos diferentes mecanismos de acdo pelos quais atuam e pelas diversas
caracteristicas que os tornam bastante promissores em aplicacdes bioldgicas.

O transporte dirigido dos agentes antineoplasicos aos alvos tumorais constitui um passo
importante na procura por um tratamento mais seguro e eficaz para o doente. Os cucurbiturilos
tém sido alvo de grande atencdo pelas suas propriedades quimicas e estruturais promissoras que
constituem uma vantagem no transporte e distribuicdo de farmacos dada a estabilidade das
interacdes “host-guest” que estabelecem com os seus hospedes.

O trabalho realizado, no &mbito do projeto de investigacao desta dissertacéo, teve como
objetivo a sintese de trés compostos terpiridinicos de Ru(ll) e um composto terpiridinico de
Ru(lll), cuja atividade antitumoral havia sido anteriormente testada em linhas celulares do
carcinoma do pulm&o e do carcinoma do célon, por Lazié¢ et al. *** e o estudo da possibilidade
do encapsulamento dos compostos sintetizados em CB[7] e CB[8].

Os estudos conduzidos, no seguimento deste trabalho, por espetroscopia de absor¢éo no
IV e no UV-Vis e por espetrometria de massa permitem concluir que 0s compostos
terpiridinicos de ruténio, obtidos de acordo com os procedimentos descritos na literatura com
ligeiras modificagOes, foram sintetizados com sucesso. Os mesmos estudos sugerem que 0S
compostos AB10, AB11 e AB6 apresentam baixa estabilidade em solugdes de etanol/agua
(1:1), dado que mostraram ser facilmente hidrolisados com perda do cloro. O composto AB9,
por outro lado, aparenta ser mais estavel. Os estudos realizados para os complexos de inclusao

sugerem n&o haver indicios de encapsulamento.

Como perspetivas futuras, a conducdo de estudos complementares sobre os complexos

de inclusdo deve ser considerada, de forma a uma melhor compreensdao do processo de
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encapsulamento e a adocdo de estratégias que facilitem a encapsulacéo pelos cucurbiturilos dos
compostos antitumorais de ruténio sintetizados. Da mesma forma seria pertinente a realizagéo
de estudos com macrociclos constituidos por portais e cavidades de maior diametro, como por
exemplo o CB[10], de modo a facilitar o acesso dos complexos a regido hidrofébica do
cucurbiturilo e consequentemente 0 encapsulamento. Estudos posteriores com novas
abordagens estruturais com ligandos terpiridina que demonstrem maior estabilidade em
solugdes aquosas podem devolver resultados interessantes considerando as capacidades deste
ligando para se ligar covalentemente ao DNA e intercalar os pares de bases adjacentes da hélice
de DNA. Por fim, o estudo da atividade citotdxica dos complexos de inclusdo em linhas
celulares do carcinoma do pulmé&o e do carcinoma do colon seria importante como elemento
comparador para a compreensao do efeito do encapsulamento sobre a atividade citotoxica dos

compostos antitumorais de ruténio.
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7.1. Analise gravimétrica do CB[8]
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Representacio grafica da analise gravimétrica do CB[8].
7.2. Espetro de Absor¢ao no UV-Vis do CB[7] e do CBJ8]
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