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RESUMO

O cancro, caracterizado por um crescimento celular desregulado, ¢ atualmente uma das
principais causas de morte no mundo. Devido a diversidade, quer de mecanismos de
crescimento, quer de locais alvo, o tratamento do cancro continua a ser um desafio para a
comunidade cientifica.

Desde a descoberta acidental da cisplatina como agente antitumoral, diversos grupos de
investigacdo tém-se debrucado sobre o desenvolvimento de novos compostos de coordenagao
com potencial antineoplasico.

Os compostos de ferro, um metal essencial em sistemas bioldgicos, apresentam um
mecanismo de a¢do associado a reagdes redox envolvendo o par Fe(Il)/Fe(Ill). A perturbagao
de diversos equilibrios redox ou a promocao de uma reagdo redox que por um mecanismo
radicalar possa dar origem a danos irreparaveis em diferentes biomoléculas faz deste metal um
candidato no desenvolvimento de complexos com a¢ao citotoxica como € ja o caso do complexo
Fe-bleomicina.

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 importante na investigagdo de terapéuticas contra o cancro. Estes
compostos destacam-se pela reduzida toxicidade, boa tolerancia in vivo e pelos diferentes
mecanismos de a¢do, contando ja com dois complexos usados em ensaios clinicos em humanos,
NAMI-A e KP1019/NKP1339.

Por fim, estudos recentes mostram que o 6smio apresenta reatividade quimica e os seus
complexos podem ser ajustados pela escolha do seu estado de oxidagdo, dos ligandos e da
geometria de coordenacdo e estereoquimica, abrindo assim uma ampla gama de novas
aplicacdes bioldgicas e médicas. A terap€utica antitumoral com recurso a estes complexos pode
ter diversos mecanismos de acdo e alvos, incluindo interagdes com o ADN, atividade redox e
inibi¢do de proteinas.

A presente dissertagdo centra-se nas potencialidades dos complexos de metais do grupo
VIII na terapéutica antitumoral. E efetuada uma revisio bibliografica aprofundada e critica dos
resultados obtidos em diversos estudos que envolveram ou envolvem complexos dos trés metais

deste grupo.

Palavras — chave: cancro, terapéutica anticancerigena, metal, compostos de ruténio,

compostos de dsmio, compostos de ferro






ABSTRACT

Cancer, a set of pathologies that share deregulated cell growth, is currently one of the
leading causes of death in the world. Due to the diversity of both growth mechanisms and target
sites, cancer treatment remains a challenge for the scientific community.

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.
Iron compounds, an essential metal in biological systems, have a mechanism of action
associated with redox reactions involving the Fe(I)/Fe(Ill) pair. The disturbance of several
redox balances or the promotion of a redox reaction that, by a radical mechanism, can give rise
to irreparable damage in different biomolecules, makes this metal a candidate in the
development of complexes with cytotoxic action, as it is already the case of the Fe-bleomycin
complex.

Ruthenium compounds have shown to benefit from characteristics that make them
promising antitumor agents, due to the richness of their chemical properties, currently
conquering an important role in the research of cancer therapies. These compounds stand out
for their reduced toxicity, good tolerance in vivo and for the different mechanisms of action by
which they act, already counting on two complexes used in clinical trials in humans, NAMI-A
and KP1019/ NKP1339.

Finally, recent studies show that osmium presents chemical reactivity and its complexes
can be adjusted by the choice of its oxidation state, ligands, and coordination and stereo
chemical geometry, thus opening up a wide range of new biological and medical applications.
Antitumor therapy using these complexes may have several mechanisms of action and targets,
including DNA interactions, redox activity, and protein inhibition.

This dissertation focuses on the potentialities of group VIII metal complexes in
antitumor therapy. A thorough and critical literature review of the results obtained in several

studies involving complexes of the three metals in this group is carried out.

Keywords: cancer, antitumor activity, metals, ruthenium compounds, osmium

compounds, iron compounds






INDICE REMISSIVO

INDICE ...t VI
INDICE DE FIGURAS ..ottt VIII
LISTA DE ABREVIATURAS ..ottt ettt ettt sbe et ste e ssaeneenaessaenns X
INDICE
1. INTRODUGAO ..uuueincenrensiscnssensssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 12
2. CANCRO .ucueririnninnnsnncsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 13
2.1 Terapeuticas AtUAIS ......cccceeverssicssenssarcsssnsssnsssssssnsssssssssssssssssosssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss 19
2.2 Complexos de coordenagio no tratamento do CANCIO .....cccceeevverecrsnrecssnresssnessssnessssncses 21
3. COMPLEXOS DO GRUPOQO VIII....ccciererriesunssensnssasssasssssssssssssssssasssssssssssssssssssssasssssss 23
31 FOITO aeueeeicnnricinnicnnnensniensnnicssssncssssssssssssssssesssssesssssossssssssssssssssssssssssssssssssssesssssosssssessnsssses 24
3.1.1 Complexos Organometalicos de Ferroceno ...........cccceeeveeiiieriieniieniieeniesieeee e 26
3.1.1.1 A Familia FerroCIfeno .........c.cocuieiiiiiiiiieiiecie et 27
3.1.1.1.1 Ferrocifenos semelhantes a0 tamoXifeno ...........ccceeceeeeienieeiieniienieeniee e, 27
3.1.1.1.2 Ferrocifenos Mono € Difendlicos..........ccoecvieriieeiiienieiiieieeieeieeie e 29
3.1.1.1.3 ANSa-feITOCTTRNOS ....eouviieiiieiieeiieiie ettt e 31
3.1.2 Complexos de Coordenacao de Ferro (IT) € Ferro (I1) ........cccueeviieniieniieniieiieeieeiee 33
3.1.3 Moléculas ativas por acdo quelante COm ferro........cceevvieviieiiiieiieiieeiecie e 34
3.1.3.1 Bleomicinas (BLIMS) .......cccuiiiiuiiiiiiiieciie ettt e e en 34
3.1.3.2 Quelantes de FEITO ........ooeiiiiiiiiiecieecee ettt ea 37
3.2 RULENIO € OSINIO wvuvvvuenerenerncnsscnsseessnenssenssenssessssssssssssesssessessssssssssssssssesssesssssssssssssssssssssssss 39
3.2.1 Diversidade eStrutural ............ccccuieiiiiiiieniieiii ettt 39
3.2.2 Complexos de coordenagao OCtaCAIiCOS ........ecueerieeruierieeiieeieeiieeieeieesteeiee e eeeens 40
3.2.2.1 MecaniSmMOS d€ ACA0........cccueiiiuieeiiieeiiieeetieeeteeeeteeestaeeeetaeeeetaeeeereeesereeeeareeeenneaens 40
3.2.2.2 ENSAI0S CHNMICOS ...uvieuiieeiiieiieeiieciie ettt ettt et ettt siae et e s eaeenbeessaeenbeessseensaens 42
3.2.3 Complexos Areno Organometalicos de geometria ‘Piano-stool’ ..............cccceveeuee. 44



3.2.3.1 UNIAAAE ATEIIO ..cooeeiiieiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 45

3.2.3.2 Ligando monodentado X........ccccccuieiiieriieiiienieeiiesieeieeseeeiee e eieesieeebeesne e 45
3.2.3.3 LiZANAOS Y € Z oottt ettt ettt ettt et sabeebeesnaeenaen 45
3.2.3.4 ADN COMO UM AIVO ..cuviiiiiiiiiiiiiiieieitieieee ettt s 46
3.2.4 Modulagao redox ¢ direcionamento mitocondrial.............cccceeevveeeiiiieeiieeniieeeiee e, 47

4. DESAFIOS NAS INVESTIGACOES DOS MECANISMOS DE ACAO A NiVEL

CELULAR ....ueienectennentennesnnessessessssssesssssssssssssssssssssessasssssssessasssassaessssssssssessassssssassssssns 53
5. CONCLUSAO E PERSPETIVAS FUTURAS ....cceersenenrenesesssssssssesssssasssssssssssssssens 54
6. BIBLIOGRAFTA..........uuerenenreneentinnenaesssessnessnsssessssssssssesssessasssessssssssssessassssssaessassns 57

Vil



INDICE DE FIGURAS

Figura 1 - Processos de iniciagdo, promog¢ao e progressdo na evolucdo clonal de tumores
mMalignos (AdAptado € 7) .....cuiviviieieeiieeeeeee et 16
Figura 2 - Fluxograma que destaca os estadios no desenvolvimento de uma neoplasia maligna
decorrente da exposi¢do a agente carcinogéneo que produz lesio no ADN (adaptado de 7)... 17
Figura 3 - Incidéncia e mortalidade em numeros, de diversos tipos de cancro, para ambos 0s
géneros e todas as idades (adaptado de 13) .......ocooviiiiiioieieeeee e 18

Figura 4 - Especificidade de atuacdo no ciclo celular das diferentes classes de agentes

quimioterapicos (adaptado de 17)........c.oovoviioieiieeeeeeee e 20
Figura 5 - Metalofarmacos anticancerigenos aprovados em diferentes regides (adaptado de !°%)
.................................................................................................................................................. 22
Figura 6 - Estrutura quimica do ferroceno (adaptado de #©)..........cocoeveiirivieieeiciicieecene, 26
Figura 7 - Estrutura quimica do Fc-OH-Tam, complexo 1 (adaptado de >3) ........ccoeveveueeene. 27
Figura 8 - Estrutura quimica do hidroxitamoxifeno (OH-Tam) (adaptado de *%) .................... 28

Figura 9 - Mecanismos de sintese dos derivados de ferroceno de tamoxifeno (adaptado de %)

Figura 10 - Estrutura quimica dos complexos mono e difendlicos, complexo 2 e complexo 3,
respetivamente (adaptado de ) .......c.ooviiiiiiiieeece e 30

Figura 11 - Forma¢do de meteto de quinona resultante da oxidacdo da fragdo ferroceno

(AAAPLAAO & 33) ottt ettt ettt ettt enean 30
Figura 12 - Estrutura quimica dos metetos de quinona 2-QM e 3-QM, respetivamente (adaptado
08 59) oo 31
Figura 13 - Estrutura quimica do complexo ansa-Fc-diOH, complexo 4 (adaptado de 3)...... 32
Figura 14 - Estrutura quimica do radical organico [4-QM]e ( adaptado de *)........ccovee.... 33
Figura 15 - Complexos de coordenagio de ferro II e ferro I1I (adaptado de 3%)....................... 34
Figura 16 - Estrutura quimica da bleomicina (adaptado de ) .........cccceceiviviireeiiiniceeeene, 35
Figura 17 - Mecanismos de formag¢io da "bleomicina ativada" in vivo (adaptado de *°)........ 35
Figura 18 - Formagdo da “bleomicina ativada" e clivagem do ADN (adaptado de ¥)............ 36

Figura 19 - Exemplo da interacdo proposta entre a regido de ligagdo do metal-bleomicina e o
ADN (2daptado de 77).....ovieieeeeeeeeeeeeteee ettt 37
Figura 20 - Estrutura quimica dos quelantes de ferro (adaptado de 3¢)...........cccccevvvvrverevnnnnnnee, 39
Figura 21 - Genealogia de complexos de ruténio anticancerigenos referentes a primeira
evidéncia publicada para a atividade terapéutica dos compostos num modelo de tumor in vivo

(AAAPLAAO A€ P0) ..ottt ettt 40



Figura 22 - Mecanismos de agdo subjacentes a atividade anticancerigena de KP1019 e
NKP1339 (adaptado de 78) ....oovoveeieeeceeeeeceeeeeee ettt 41
Figura 23 - Efeitos do NAMI-A nos componentes do microambiente tumoral e na atividade
antimetastatica (adaptado de ) .......c.oiiiiiieeeieeeeee s 42
Figura 24 - Primeiros compostos RAPTA que apresentaram atividade anticancerigena
promissora (Adaptado de '17) ..o e 46
Figura 25 - Ativacao do complexo RM175: a) hidrolise; b) ligacdo ao N7 da guanina (adaptado

08 59 oo 47
Figura 26 - Complexos de ruténio (II) sintetizados por Sadler (adaptado de '*?) .................... 49
Figura 27 - Estrutura quimica do complexo FY26 (adaptado de *6).........cccceeiviiererernnnnnnee, 50

Figura 28 - Possiveis vias de ativacdo do complexo FY26 e consequente disfungdo
mitocondrial, produgdo de ROS e morte celular (adaptado de 3®) .......coovoieviiiiiiciie 51
Figura 29 - Genes expressos diferencialmente em cada ponto do tempo na via de resposta ao

stress oxidativo a partir de estudos transcritomicos (adaptado de ) ..........cocooveieveiiiinnnnn, 51



LISTA DE ABREVIATURAS

9L C¢lulas de gliobastoma de rato

A2780 Células de cancro do ovario

ADN Acido desoxirribuncleico

ARN Acido ribonucleico

BLM Bleomicina

C6 Células de glioma de rato

CPCNP Cancro do Pulmao de Células Nao Pequenas

DFO Desferroxamina

DFP Deferiprona

DFX Deferasirox

DMSO Dimetilsulféxido

DMT Dose Méxima Tolerada

EPR Electron Paramagnetic Resonance (Ressonancia paramagnética eletronica)
GSH Glutationa

HCT116 Células de cancro colorretal

HT-29 Linha de células de cancro do c6lon humano

Huh-7 Linha de células de cancro do figado humano

IC50 50% da concentragdo maxima inibitoria

ICP-OES Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry (Espetrometria de
emissdo Otica por plasma acoplado indutivamente)

IV Intravenoso

LNC Lipid Nanocapsules (nanocapsulas lipidicas)

MCF-7 Células de cancro da mama hormonodependentes
MDA-MB-231 Células de cancro da mama hormonoindependentes
MMP Mitochondria Membrane Potential (Potencial de membrana mitocondrial)
NF-kB Fator nuclear kB

OMS Organizagdo Mundial de Satude

PTA 1,3,5-triaza-7-fosfoadamantano

QM Quinone Methide (meteto de quinona)

RE Reticulo Endoplasmatico

ROS Reactive Oxygen Species (Espécies Reativas de Oxigénio)
SCID Imunodeficiéncia combinada grave

SKOV-3 Linha de células de cancro do ovario humanas



TFD Terapia fotodinamica

TNF-a Fator de Necrose Tumoral Alfa

TrxR Thioredoxin reductase (Tioredoxina redutase)
U87 Linha celular primaria de glioblastoma humano

UV Ultravioleta

Xl



1. Introdugado

O cancro ¢ uma das principais causas de morte em todo o mundo, tendo sido responsavel
por quase 10 milhdes de mortes em 2020. Devido a sua crescente evolugdo, esta doenca exerce
uma enorme pressao fisica, emocional e financeira sobre os individuos, familias, comunidades
e sistemas de saude. O cancro, uma patologia que pode ter inicio em quase qualquer 6rgdo ou
tecido do corpo, ocorre quando as células anormais crescem descontroladamente e vao além
dos seus limites habituais, invadindo partes adjacentes do corpo e/ou espalhando-se para outros
6rgdos.! De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), o cancro pode surgir devido
a interacdo entre os fatores genéticos e de agentes externos, incluindo agentes fisicos, quimicos
e bioldgicos. Dependendo do tipo e estadio do cancro, os pacientes sdo tratados com terapias
tradicionais, tais como interven¢do cirirgica, quimioterapia e radioterapia, ou novas formas
terapéuticas, como imunoterapia, terapia direcionada, terapia hormonal, terapia genética e
terapia fotodindmica (TFD).2

A cisplatina e outros complexos de platina (Pt) desenvolvidos posteriormente com vista
a terapéutica antitumoral tiveram, e continuam a ter, um grande impacto no tratamento do
cancro. A cisplatina ¢ um dos melhores e primeiros fArmacos anticancerigenos baseados num
metal. Este composto foi descoberto em 1845 por Michele Peyrone, mas a sua atividade
bioldgica ficou desconhecida até 1965, quando um biofisico, Dr. Barnett Rosenberg, descobriu
a sua capacidade de inibir a divisdo celular. Posteriormente, estudos confirmaram que a
cisplatina exerce a sua atividade antitumoral atacando mais do que um local, podendo exercer
a sua atividade por diferentes mecanismos, sendo que o mecanismo mais relevante envolve a
ligacdo ao acido desoxirribonucleico (ADN) (gendmico e mitocondrial). No entanto, os efeitos
colaterais e a resisténcia aos medicamentos sdo os dois desafios inerentes a cisplatina que
limitam a sua aplicacdo e eficdcia. A resisténcia a cisplatina depende de varios fatores, tais
como o acumulo reduzido do medicamento ou inativacdo do mesmo pela ligacdo a diferentes
proteinas. As limitacdes clinicas da cisplatina motivaram a criagdo de milhares de andlogos,
mas apenas dois, carboplatina e oxaliplatina, foram aprovados em todo o mundo (nedaplatina,
heptaplatina e lobaplatina foram apenas aprovados no Japdo, Coreia do Sul e China,
respetivamente), sendo que alguns fizeram parte de ensaios clinicos. Para além destes, a maioria
dos compostos de Pt ndo tem mostrado vantagem substancial sobre a cisplatina.>

O sucesso desses compostos como agentes anticancerigenos tem estimulado a procura

de outros compostos citotdoxicos envolvendo complexos de metais de transi¢do com perfis de
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toxicidade mais aceitdveis e, se possivel, aumentando a atividade antitumoral. Entre estes
metais encontram-se os do grupo VIII da tabela periddica. A conhecida capacidade do ferro
(Fe) em participar em reagdes redox em sistemas bioldgicos bem como alguma semelhanca de
comportamento quimico com os restantes metais do grupo, tem estimulado a investigagdo em
torno destes metais no sentido de explorar outros mecanismos de acdo diferentes do da
cisplatina, como sejam a ligagdo a diferentes biomoléculas ou a perturbacao de equilibrios redox
celulares. Assim, nas ltimas trés décadas, uma ampla gama de complexos de ruténio (Ru) foi
sintetizada e testada com o objetivo de avaliar as propriedades antitumorais. Os estudos com o
Ru mostraram resultados promissores, uma vez que apresentaram um padrdo de citotoxicidade
e atividade antitumoral diferente do da cisplatina. E assim de prever que também o Fe e 0 6smio
(Os) apresentem mecanismos de acdo igualmente promissores, desde que criado o ambiente
quimico adequado.*

Neste sentido, o objetivo da presente dissertagdo centra-se na evolugdo dos complexos
de metais do grupo VIII no tratamento antitumoral. Sera apresentada uma perspetiva geral sobre
o cancro bem como uma revisdo bibliografica aprofundada que incluird ndo s6 o conhecimento
sobre os complexos de metais do grupo VIII envolvidos em ensaios clinicos, mas também

diversos estudos com resultados promissores.

2. Cancro

As neoplasias ou cancros sdo termos utilizados para designar um conjunto de doengas
que estdo relacionadas e que sdo caracterizadas por um crescimento descontrolado, exagerado
e indefinido das células, cuja proliferacdo resulta na invasdo dos tecidos circundantes e
metastases.’

Normalmente, as células humanas crescem e dividem-se para formar novas células a
medida que o corpo necessita. Quando as células normais envelhecem, comegam a falhar na
sua fun¢do ou ja ndo sdo necessarias, sofrem um processo de morte programada conhecido por
apoptose. Estas células sdo substituidas por células novas que se dividem e diferenciam em
células maduras funcionantes. No cancro, o que ocorre ¢ a produ¢do de um numero excessivo
de células resultante de uma divisdo celular descontrolada associada a uma diminuicdo da sua
eliminag@o por apoptose. As células neoplasicas escapam aos varios mecanismos de controlo,
seguem o seu proprio programa de replicagdo, ignoram os sinais inibitorios, tornando-se

autoénomas e imortais. Outra particularidade destas células ¢ a sua capacidade de escapar ao seu
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tecido de origem e disseminar-se pelo organismo promovendo novos tumores secundarios,
chamados metastases.>®

Os tumores sdo massas de tecido que podem ser benignas ou malignas, sendo que os
malignos podem estender-se aos tecidos em redor e invadi-los. Contudo, quando os tumores
crescem, algumas células cancerigenas podem libertar-se € mover-se para lugares distantes do
corpo por meio do sistema circulatdrio e do sistema linfatico, formando novos tumores longe
do tumor inicial. Ao contrario dos tumores malignos, os tumores benignos nao se estendem aos
tecidos vizinhos e ndo os invadem, no entanto, podem atingir dimensdes elevadas. Quando os
tumores benignos sdo removidos, normalmente ndo voltam a crescer, enquanto os tumores
malignos voltam a crescer algumas vezes. Ao contrdrio da maioria dos tumores benignos
noutras partes do corpo, os tumores benignos do cérebro podem por a vida em perigo.°

Atualmente, sabe-se que a etiologia do cancro ndo ¢ apenas uma sequela geneticamente
determinada, podendo ser também uma manifestagdo do comportamento cultural e pessoal
imposto a uma suscetibilidade hereditaria individual.> As causas do cancro sdo muito
complexas e podem ser vistas de duas perspetivas: origens e mecanismos moleculares e
celulares; e fatores externos e contextuais, como idade, hereditariedade e agentes ambientais,
que influenciam o seu inicio e crescimento.

Os carcinogéneos ambientais atuam de duas formas principais: uns induzem lesdes dos
genes que regulam a proliferacdo celular, nomeadamente mutagdes; outros ndo lesam os genes,
mas favorecem o crescimento das células tumorais. Os carcinogéneos ambientais podem ser
quimicos, fisicos ou biologicos.

A exposicdo a carcinogéneos quimicos tem normalmente de ser prolongada no tempo
para que o cancro se desenvolva, o que explica o facto da maioria dos tumores ocorrer numa
faixa etaria mais avangada. O facto de existirem diferentes incidéncias dentro de uma populagao
exposta aos mesmos carcinogéneos pode ser explicado quer pela presenca de enzimas detox
quer pelo facto de outros sistemas de defesa variarem de individuo para individuo. Estes agentes
quimicos podem ser as aflotoxinas, as mustardas, as aminas aromaticas, os hidrocarbonetos
policiclicos, produtos da combustao dos combustiveis fosseis, pesticidas e herbicidas.

No que diz respeito aos agentes fisicos, sdo exemplos as radiagdes ionizantes, as
radiagoes ultravioletas (UV) ou até determinadas fibras minerais, como o asbesto (amianto). As
radiacdes UV e ionizantes, provenientes da radiagdo solar e de fontes industriais ou médicas,
respetivamente, induzem a formagao do cancro por lesdo direta ao ADN e pela supressao de

defesas antitumorais.
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Por fim, como agentes bioldgicos, ¢ importante referir os virus, que sdo responsaveis
por um em cada sete cancros.

Por sua vez, quando falamos em genes herdados, estes sdo responsaveis por menos de
5% das neoplasias mortais. E verdade que certos individuos nascem com mutagdes que
favorecem diretamente a proliferacdo celular e transformacdo maligna ou até o aparecimento
de mutagdes. No entanto, a selec@o natural torna essas mutagdes raras.

No que diz respeito as caracteristicas fisiologicas hereditéarias, ¢ verdade que podem
favorecer o aparecimento do cancro. O cancro de pele, por exemplo, ¢ mais prevalente em
pessoas de pele clara, pois a falta de melanina torna-as suscetiveis a radiagdao UV.

Sdo ainda um fator de risco para o aparecimento de cancro, a acumulagao de mutagdes
somaticas nao corrigidas durante a vida e a producdo de carcinogéneos pelo organismo,
responsaveis por cerca de 25% dos cancros.’

Na maioria dos casos, acredita-se que a patogenicidade molecular do cancro tenha a sua
origem em lesdes genéticas ou mutacdes que alteram a fisiologia da célula e transformam uma
célula com funcionamento normal numa célula cancerigena. Os mecanismos genéticos e
moleculares que aumentam a suscetibilidade ao cancro ou que facilitam o aparecimento do
cancro incluem defeitos nos mecanismos de reparacdo do ADN, defeitos nas vias de sinaliza¢ao
de fator do crescimento, evasao de apoptose, fuga dos mecanismos de antienvelhecimento e de
senescéncia, desenvolvimento de angiogénese sustentada, invasdo e metastase. Como o cancro
ndo ¢ uma doenca isolada, ¢ provavel que multiplos fatores interajam a nivel molecular e
celular, transformando células normais em células cancerigenas.’

A carcinogénese, mecanismo de transformacdo de uma célula normal numa outra com
caracteristicas neoplasicas, compreende multiplas etapas. O periodo entre a exposi¢do a um
determinado agente carcinogéneo e o desenvolvimento de células neoplasicas abrange trés
etapas distintas: a iniciacdo, a promogao € a progressao.

A exposi¢do a agentes carcinogéneos com consequente lesdo do ADN cromossémico
de células normais, auséncia de reparacdo da lesdo, replicagdo e transmissdo a descendéncia,
traduz a etapa de iniciacdo. Esta ¢ seguida da etapa de promogao, que assinala 0 momento em
que as alteragdes genéticas das células sujeitas a carcinogéneos e promotores da carcinogénese
determinam a transformac¢do neoplésica e o desenvolvimento de células com capacidade de
crescimento autdbnomo. A ultima etapa, a progressdo, ¢ caracterizada por uma marcada
malignidade como resultado da acumulacio de modificagdes genéticas e epigenéticas. O tumor

apresenta um elevado ritmo de proliferagdo e capacidade de invasio e metastase.’
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Figura 1 - Processos de inicia¢do, promog¢do e progressdo
na evolugédo clonal de tumores malignos (adaptado de”)

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 divisdo celular
quando estimuladas. Quando este primeiro principio ndo € respeitado, as células arranjam forma
de manter ativo o processo pela qual sao estimuladas por uma hormona ou fator de crescimento.

A segunda premissa sugere que em condi¢des improprias para a replicagdo do ADN, as
células ativam programas de morte celular com o objetivo de impedir a replicagdo do ADN
lesado. Para escaparem aos programas de autodestrui¢do, 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 mutagdo, perdem as suas fungdes
e as células adquirem a capacidade de se dividirem continuadamente e escaparem a apoptose.

A ultima regra determina que o numero de divisdes de uma célula ¢ limitado devido a
uma estrutura na posicao terminal de cada cromossoma, o telomero. Cada vez que a célula se
divide, a sequéncia de ADN constituida por pequenas repeti¢des € encurtada. Apds um nimero
fixo de divisdes, o encurtamento dos teldémeros ¢ incompativel com a continuidade da divisao
celular, o que conduz a senescéncia e apoptose. As células neoplasicas, por outro lado, através
da ativagdo da telomerase, enzima que promove a regeneragdo dos telomeros, adquirem uma

caracteristica que as torna “imortais™.’
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A infracdo conjunta destas trés regras ¢ a chave para uma célula se tornar tumoral. A
complexidade da tumorogénese advém da aptidio da célula para operar todas estas
modifica¢des de uma forma coordenada e € por este motivo que se acredita que o cancro

depende simultaneamente de fatores genéticos € ambientais.’

Agente
carcinogéneo

Reparacdo do ADN
(genes de
reparagdo do ADN)

Lesdo de ADN

Insucesso de
reparagdo do ADN

* Ativagéo de oncogenes promotores de crescimento
* Inativagéo de genes de supresséo tumoral
* Alteragcdes em genes que controlam apoptose

Figura 2 - Fluxograma que destaca os estadios no desenvolvimento
de uma neoplasia maligna decorrente da exposi¢cdo a agente
carcinogéneo que produz lesdo no ADN (adaptado de’)

Ainda no que concerne ao processo de carcinogénese, as alteracdes genéticas mais
comuns abrangem os proto-oncogenes, 0s genes supressores de tumor e os genes reparadores
do ADN. Os proto-oncogenes codificam proteinas com fungdes no controlo do crescimento
celular. Modificagdes na sua estrutura ou expressdo podem desencadear a sua ativagdo em
oncogenes (genes causadores de cancro), porque permitem que as células cresgam e sobrevivam
quando ndo deveriam. S3o assim designados porque promovem a proliferacdo celular.
Contrariamente, alguns genes contribuem para o desenvolvimento de tumores quando sdo
inativados. E o caso dos genes supressores de tumor que exercem igualmente fungdes na gestio

do crescimento e proliferacdo celular. Uma mutacdo neste gene conduz a codificagdo de uma
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proteina disfuncional, incapaz de impedir a divisdo celular quando necessario. Considera-se
ainda uma terceira classe de genes, associada ao mecanismo de carcinogénese. Embora nao
estejam diretamente envolvidos, os genes responsaveis pelo processo de reparagdo do ADN
quando inativados deixam a célula exposta ao desenvolvimento de mutagdes e
consequentemente & ativagdo de oncogenes ¢ inativagdo dos genes supressores de tumores.”% !0

Durante as ultimas décadas foram exploradas teorias alternativas, tendo resultados
experimentais recentes mostrado que a presenca de mutagdes e fatores de crescimento nao
conseguem por si sO explicar a indugdo da proliferagdo celular e que o microambiente em que
a célula estd inserida contribui ativamente para a iniciagdo da carcinogénese. A interagao entre
as c¢lulas e o microambiente que as rodeia, com o envolvimento de fatores bioquimicos e
biofisicos, impulsiona de forma determinante a emergéncia do cancro.!!

Os estudos estatisticos mais recentes indicam que, em 2020, em todo o mundo, 19,3
milhdes de novos casos de cancro foram diagnosticados, dos quais 10,1 milhdes nos homens e
9,23 milhdes nas mulheres. E expectavel que este nimero aumente para 30,2 milhdes em 2040.
No que respeita a mortalidade, registaram-se 9,96 milhdes de mortes por cancro, em 2020 e
estima-se que, em 2040, o cancro venha a vitimar, aproximadamente, 16,3 milhdes de pessoas

por ano.!?
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Estémago
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Figura 3 - Incidéncia e mortalidade em numeros, de diversos tipos de cancro, para ambos os géneros e
todas as idades (adaptado de ')
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O cancro da mama foi registado como o mais prevalente em todo o mundo, registando
assim 11,7% do total de novos casos diagnosticados em 2020. O cancro do pulmio foi
identificado como o segundo tipo de cancro mais frequente com, aproximadamente, 11,4% de
novos casos no mesmo ano. O cancro colorretal ficou classificado como o terceiro tipo de
cancro mais comum, representando uma parcela de 10% do numero total de casos em 2020."3

No decorrer dos anos, com o objetivo de contrariar estes nimeros, a investigacdo na
area da quimica inorgéanica tem tido um papel importante no que diz respeito as aplicacdes
médicas, quer em termos de diagnostico, quer em termos de terapéutica. A constante
investigagcdo tem proporcionado um crescimento continuo do nosso conhecimento acerca das
causas do cancro, o que permite a possibilidade de desenvolver estratégias de prevencdo da

doenga, de detecdo precoce e de intervencao na sua progressao.

2.1 Terapéuticas atuais

Atualmente, existem varios tipos de tratamento contra o cancro, sendo que as
modalidades terapéuticas mais usadas sdo, a cirurgia, a radioterapia € a quimioterapia.'* O tipo
de tratamento recebido ¢ individualizado e depende do tipo de cancro e do seu estadio.
Normalmente, a maioria das pessoas tem uma combinag¢do de tratamentos, enquanto algumas
podem ter apenas um dos tratamentos. !>

A remogao cirtrgica de um tumor ¢ direta, rapida, eficaz e constitui a terapéutica mais
utilizada. E também o tnico método capaz de permitir um estudo anatomo-patologico do tumor.
Infelizmente ndo ¢ uma arma absoluta, pois ndo garante a eliminag¢do de micrometastases, para
além de obrigar a uma remoc¢ao de muito tecido saudavel, vizinho do tumor, o que perturba o
funcionamento normal do 6rgdo. Quando um tumor se encontra localmente avangado, ou seja,
invasdo das estruturas adjacentes, ou disseminado, a cirurgia ja ndo esta indicada.’

Em alguns casos, a radioterapia ¢ preferivel a cirurgia. Através deste método, o tumor ¢
irradiado por raios X ou raios gama emitidos por uma fonte externa (radioterapia externa) ou
por implantes intraorganicos definitivos ou temporarios (braquiterapia). A irradiagdo das
células neoplasicas provoca a sua morte por acao direta ou através da inducao da apoptose. Tal
como a cirurgia, a radioterapia ndo est4 indicada no caso de tumores disseminados. Por outro
lado, ¢ muito dificil impedir a irradia¢do de tecidos vizinhos sdos, apesar da sofisticacdo dos
aparelhos atuais.’

A quimioterapia ¢ a Gnica opg¢do para os cancros metastaticos, onde o tratamento deve

ser sistémico. Esta terapéutica usa agentes quimicos para o tratamento do cancro. A maioria
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dos agentes quimioterdpicos exerce o seu efeito citotoxico modificando o ADN, mimetizando
componentes do ADN, inibindo enzimas envolvidas na sintese de ADN ou bloqueando a
divisdo celular. A quimioterapia tradicional mata as células que se dividem rapidamente,
independentemente de serem células cancerigenas ou ndo. Portanto, a quimioterapia padrao
danifica os tecidos saudéveis, especialmente aqueles que apresentam uma alta taxa de
reposi¢do.!'® Hoje em dia, muitos agentes alquilantes diferentes sdo administrados como parte
dos regimes de terapia anticancerigena. Além disso, uma ampla gama de farmacos nao
alquilantes foi desenvolvida para tratar o cancro. A quimioterapia pode ser classificada segundo
o espetro de atuagdo dos citotoxicos no ciclo celular ou de acordo com o seu mecanismo de
acdo. No que respeita a primeira classificacdo, os agentes quimioterdpicos podem ser
distinguidos em fase-especificos, ciclo-especificos e ciclo-inespecificos, consoante a

especificidade de atuagdo no ciclo celular.!”

Antibidticos Antimetabolitos
antitumorais

Taxoides

il

Agentes alquilantes
Alcaléides da

Vinca

Figura 4 - Especificidade de atua¢do no ciclo celular das diferentes classes de agentes
quimioterdpicos (adaptado de 7)
No que diz respeito a segunda classificagdo, os medicamentos quimioterapicos atuais
também podem ser classificados em varias categorias de acordo com seu mecanismo de agao:
-Agentes Modificadores do ADN: operam interagindo com os dacidos nucleicos.
Integram duas categorias de quimioterapicos:
e Agentes Alquilantes: atuam pela inibi¢cdo das fungdes celulares ao transferirem

o seu grupo alquilo (R-CH,) para os constituintes celulares e, desta forma,
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estabelecerem ligagdes covalentes com proteinas e com dacidos nucleicos
(clorambucil, ciclofosfamida e dacarbazina).'®!’

e Complexos de Platina: a atividade antitumoral destes complexos ¢ atribuida a
sua ligacdo ao ADN, com formag¢do de adutos que conduzem a modifica¢des
estruturais e, por consequéncia, a inibicdo da sintese de ADN e indugdo da
apoptose (cisplatina, oxaliplatina e carboplatina).!%-

-Antimetabolitos: sdo andlogos estruturais de metabolitos naturais envolvidos na sintese
de acidos nucleicos. Exercem a sua atividade ao competirem com o substrato natural pelo sitio
ativo de enzimas com fungdes na biossintese de acido ribonucleico (ARN) e ADN (6-
mercaptpurina, 5- fluoruracilo e gencitabina).!’

-Antibidticos Antitumorais: atuam por intercalacdo no ADN em sequéncias especificas,
com a formagdo de radicais livres e consequente disrupcdo das cadeias de ADN. As
antraciclinas, produto do fungo Streptomyces, inibem, adicionalmente a agdo das
Topoisomerases I e II (bleomicina, daunorrubicina e doxorrubicina).!”

-Inibidores da Topoisomerase: 0 mecanismo de agdo destes compostos relaciona-se com
a inibi¢ao da atividade das Topoisomerases I e II. Estas enzimas sdo responsaveis pela estrutura
3D do ADN, durante o processo de replicagdo (irinotecano, topotecano e etoposido).!”

-Compostos Naturais: estes agentes, também denominados por “Venenos do Fuso
Mit6tico”, atuam por se ligaram a tubulina, 0 mondémero funcional do microtiibulo. Integram
na sua categoria:

e Alcaloides da Vinca: atuam por ligagdo a tubulina e, por conseguinte, inibi¢cao
da formag¢do do microtubulo, componente extremamente importante no processo
de mitose, assim como na estrutura da célula (vimblastina e vincristina).

e Taxoides: estes compostos, por outro lado, impedem a desconstru¢do do
microtubulo, e assim, a fun¢do normal da célula (paclitaxel e docetaxel).

O sucesso da quimioterapia como terapéutica anticancerigena ¢ limitado por problemas com

toxicidade, eficacia e resisténcia aos medicamentos. '’

2.2 Complexos de coordenacdo no tratamento do cancro
Os 10es metalicos sdo indispensaveis em varias fun¢des dos organismos vivos e estdo a
tornar-se cada vez mais importantes no diagndstico e na terapéutica de diferentes patologias. A

lista desses metais € cada vez maior e inclui ndo apenas metais essenciais a vida, como zinco,
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cobre e manganés, mas também muitos metais antes considerados nocivos, como selénio e
molibdénio.!”

Uma propriedade importante dos metais € que eles perdem eletrdes facilmente e formam
i0es carregados positivamente que tém tendéncia para se ligar e interagir com as moléculas
biologicas. Alguns dos papéis importantes que os metais exibem incluem: o transporte de
oxigénio em todo o corpo, a regulacdo do metabolismo do agucar, servir como componentes
essenciais de metaloenzimas e fornecimento de estruturas para muitas proteinas. Visto que a
natureza selecionou o uso tao extenso de ides metalicos em sistemas biologicos, a ideia de que
os complexos metalicos também poderiam desempenhar um papel importante na medicina nao

foi uma surpresa.!’
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Figura 5 - Metalofarmacos anticancerigenos aprovados em diferentes regioes (adaptado de '*)

Os complexos de coordenagdo t€m sido usados ao longo da histéria da medicina humana

para tratar varias doengas, incluindo o cancro.

Desde a descoberta da cisplatina em 1965, um grande nimero de complexos de metais
de transicdo como a platina, o ruténio, o ouro ou o cobre, foram sintetizados e testados com o
obejtivo de desenvolver farmacos clinicamente eficazes e seguros. A descoberta das
propriedades citotoxicas da cisplatina (cis-diaminodicloroplatina (II)), abriu um novo caminho
para a aplicagdo de complexos metalicos na terapia do cancro. Contudo, o efeito
antiproliferativo da cisplatina e de outros compostos induz efeitos adversos nos tecidos normais,

diminuindo a efetividade terapéutica. Além disso, em muitos cancros, as células tumorais
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podem adquirir resisténcia a terapéutica. Nos ultimos 15 anos, um grande esforgo tem sido
dedicado ao desenvolvimento de medicamentos mais eficazes € menos toxicos. Varios novos
complexos de transplatina (II) e platina (IV) foram sintetizados e, alguns deles, foram

selecionados para ensaios clinicos, mas com eficécia e seguranga variaveis.

Os compostos de arsénio também tém um papel importante nesta area. Por exemplo, o
trioxido de arsénio (As203) € usado hd dez anos em pacientes com leucemia promielocitica
aguda (APL). Além disso, o trioxido de arsénio ¢ seguro e eficaz ndo apenas em pacientes com

leucemia, mas também em pacientes com muitas outras doengas malignas. 2°

Portanto, metais menos toxicos, como ruténio, ouro ou cobre foram introduzidos como
candidatos promissores para uma terapia eficaz e segura. Esta abordagem surge com a
justificacdo de que complexos baseados noutros ides metalicos possam atuar em diferentes
alvos celulares, incluindo ADN, vias enzimaticas, espécies reativas de oxigénio (ROS) ou
mitocondrias. Além disso, os complexos metalicos podem imitar compostos endogenos e,
através de vias endogenas fisiologicas, aumentar o efeito citotdxico e, possivelmente, reduzir

os efeitos adversos sistémicos.'®

3. Complexos do grupo VIII

O ruténio e o 6smio sdo metais do bloco d e, juntamente com o ferro, sdo membros do
grupo VIII da tabela periodica.?!

A triade Fe, Ru e Os ¢ dominada, como todo o bloco de elementos de transi¢do, pela
imensa importancia do ferro. Este elemento ¢ conhecido desde os tempos pré-historicos e
nenhum outro metal desempenhou um papel mais importante no progresso material do homem.

Biologicamente, o ferro desempenha papéis cruciais no transporte e armazenamento de
oxigénio e também no transporte de eletrdes, e € seguro dizer que, com apenas algumas
excegdes possiveis no mundo bacteriano, ndo haveria vida sem ferro. Novamente, nos ultimos
quarenta anos ou mais, a ja rica quimica organometalica do ferro foi enormemente expandida e
o trabalho em todo o campo recebeu um impulso adicional pela descoberta e caracterizagdo do
ferroceno.?

Na terra, o ruténio e 0 6smio costumam ocorrer juntos nos mesmos depositos minerais.
Embora o 6smio tenha sido descoberto antes do ruténio, a sua quimica e também a sua atividade

anticancerigena sao menos exploradas do que a do seu homologo.
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Os metalofarmacos de ruténio e dsmio foram inicialmente projetados para imitar o
mecanismo de acdo dos agentes anticancerigenos de platina. Isso refletiu-se nos primeiros
complexos de ruténio e o ADN foi, por muito tempo, considerado o alvo principal. No entanto,
essa visio mudou consideravelmente durante a ultima década. E agora experimentalmente
evidente que as terapéuticas baseadas em ruténio e 6smio oferecem muito potencial como
farmacos citostaticos e citotdxicos, seguindo novos mecanismos de agao.

Os metalofarmacos anticancerigenos baseados em ruténio e dsmio estdo entre os
metalofarmacos sem platina mais investigados e avangados. A descoberta de medicamentos
inorganicos com esses agentes passou por avangos consideraveis nas ultimas duas décadas e,
atualmente, tem dois representantes em ensaios clinicos ativos. Como muitos metalofarmacos,
os complexos de ruténio e 6smio sio pro-farmacos, sendo que uma questdo chave a ser abordada
¢ como ¢ que a reatividade molecular de tais terapluticas baseadas nestes metais dita a

seletividade ¢ o tipo de interagdo com alvos moleculares.?!

3.1 Ferro

O ferro ¢ o metal de transi¢ao mais abundante na Terra e também ¢ um elemento
essencial para o funcionamento do corpo humano, que contém, em média, aproximadamente
6g para um homem de 70kg.2* E um componente-chave do heme e, como tal, desempenha um
papel essencial no transporte de oxigénio no sangue, além de estar envolvido a nivel celular na
produgdo de energia e na sintese de ADN.?*

O ferro também esta presente em hemoproteinas, como as catalases e citocromos P450,
bem como em enzimas de ferro ndo heme que desempenham um papel importante na ativagao
do oxigénio.?>?6

Essas atividades bioldgicas estdo associadas aos seus diferentes estados de oxidagao,
essencialmente ferro (II) e ferro (III), e a sua capacidade de circular entre esses dois estados
estaveis (ferroso e férrico). O ferro também ¢ um componente da transferrina e da ferritina,
metaloproteinas responsaveis, respetivamente, pelo transporte do ferro livre nos fluidos
bioldgicos € no seu armazenamento no corpo.

A mudanca de estado do ferro (II) para ferro (III) na presenca de oxigénio ¢
acompanhada pela producdo de ROS que sdo potencialmente toxicos para as células. A
homeostase do ferro na célula ¢ um fator chave no seu comportamento e deve ser bem
controlada para evitar esse efeito toxico. Também foi observado que as células cancerosas
requerem mais ferro do que as células saudaveis devido em parte a sua rapida taxa de sintese

de ADN.*
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De todos os metais usados na composicdo dos metalofarmacos, o ferro ¢ o unico
elemento presente no corpo na faixa de gramas, o que lhe dé a vantagem nao desprezavel de ser
um metal que, exceto em distirbios que envolvam um excesso de ferro, ¢ considerado ndo
toxico para os humanos. Por esse motivo, as moléculas que contém ferro sdo mais prontamente
aceites pela comunidade médica do que os metalofdrmacos a base de metais pesados, como a
platina.

O interesse pelo ferro como agente anticancerigeno leva ao estudo de trés categorias
muito diferentes de complexos.

A primeira ¢ a familia de complexos organometalicos de ferroceno que foram objeto de

27,28,29,30 31,32,33

uma série de artigos de revisao e capitulos de livros

A segunda familia, é a dos complexos de coordenagdo de ferro (II) e ferro (I1I).3

E, por fim, uma terceira familia de moléculas designada por agentes quelantes de ferro.
Estas moléculas tém a capacidade de usar o ferro presente no corpo para formar complexos
citotoxicos de ferro. As moléculas mais representativas dessa familia sdo as bleomicinas,
antibioticos produzidos pela bactéria Streptomyces verticillus que sdo prescritos no tratamento
de certos cancros, como o cancro do testiculo e certos tipos de linfoma.*> Também podem ser
adicionadas a esta familia as moléculas originalmente destinadas para tratar o excesso de ferro,
que demonstraram ter efeitos antiproliferativos nas células cancerosas.>®%’

Um grande niimero das publicagdes de interesse citadas nesta dissertagao referem-se ao
trabalho conjunto da quimica e da biologia, geralmente enquadrados em duas categorias. A
primeira categoria ¢ focada na sintese de novos complexos, enquanto a segunda diz respeito ao
estudo dos efeitos antiproliferativos dos complexos in vitro numa ou mais linhagens de células
cancerigenas.

O objetivo ¢ a determinagdo dos valores de IC50 para os novos complexos com o intuito
de fornecer uma avaliacdo preliminar do seu potencial como agentes anticancerigenos. As
moléculas mais promissoras sdo entdo submetidas a estudos biologicos, alguns mais extensos
do que outros, para tentar determinar o seu mecanismo de acdo, o seu efeito no ciclo celular, o
tipo de morte celular que induzem, o seu efeito nas vias de sinalizagdo e possivelmente outros
parametros. Os estudos in vivo dos efeitos dessas novas moléculas no crescimento de tumores
xenoenxertados raramente sdo realizados nesta fase, embora seja importante ter em mente que
o teste in vitro esta longe de ser suficiente para prever o comportamento das moléculas in vivo.
Artigos recentes sublinharam este ponto evidente, em particular para medicamentos

administrados por via oral.?!*8 Além disso, a regra de cinco de Lipinski*®, que é usada na

industria farmacéutica para selecionar os melhores candidatos para estudo in vivo, ndo ¢
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adequada para complexos organometalicos, que sdo geralmente moléculas lipofilicas, e a regra
de estimativa quantitativa de semelhanga com o farmaco®’, que propde outra abordagem, ainda
ndo ¢ amplamente utilizada*!. Para estudos in vifro, essas moléculas sdo dissolvidas em
dimetilsulfoxido (DMSO) e depois adicionadas ao meio biologico para atingir um maximo final
de 1% que ndo € téxico para as células. In vitro, esses compostos lipofilicos passam facilmente
pela membrana celular. Assim, foi demonstrado que a adi¢do de um substituinte lipofilico a
uma unidade estrutural potencialmente citotoxica, mas hidrofilica, facilita a sua entrada na
célula e permite a expressdo da sua citotoxicidade*.

No entanto, fundamentar a selecdo de complexos potencialmente interessantes no
critério dos seus valores de IC50 ndo leva em consideragdo o facto de que, in vivo, uma molécula
inativa pode ser metabolizada para formar um metabolito ativo. E o caso do tamoxifeno, que é

metabolizado no figado em hidroxitamoxifeno, a sua forma ativa.

3.1.1 Complexos Organometalicos de Ferroceno
O ferroceno (figura 6) foi sintetizado em 1951 por P. L. Pauson®* ¢ S. A. Miller*, e a
sua estrutura foi determinada em 1952 por E. O. Fischer® e G. Wilkinson*® que receberam o

Prémio Nobel de Quimica por este trabalho em 1973.

Figura 6 - Estrutura quimica do ferroceno (adaptado de *9)

O ferroceno ¢ o arquétipo dos compostos organometalicos sanduiche. E estavel ao ar e
comporta-se como um composto aromatico, fornecendo acesso a uma biblioteca de moléculas
extremamente variadas. O ferroceno ¢ caracterizado pela oxidagao facil e reversivel do ferro

(IT) em ferro (IIT). O seu potencial redox ¢ de 0,4V, um valor que € particularmente interessante
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para a quimica medicinal, pois é compativel com os potenciais redox, na faixa de +0,4 a -0,44V,
encontrados na célula.*’

Os primeiros complexos de ferroceno a representar uma inovagao real no dominio dos
medicamentos anticancerigenos surgiram apenas em 1996, quando foram sintetizados os

complexos de ferroceno de hidroxitamoxifeno (Fc-OH-Tam, figura 7, complexo 1).484

OH

Fe

(

O(CH3)3N(CH3),

Figura 7 - Estrutura quimica do Fc-OH-Tam, complexo 1 (adaptado de 7°)

3.1.1.1 A Familia Ferrocifeno

Esta familia conta com cerca de 300 moléculas?’°%3! sendo que os complexos mais
estudados da familia ferrocifeno sdo os complexos do tipo tamoxifeno (figura 7), os complexos
mono e difenodlicos (figura 10) e o complexo ansa-difendlico (figura 13), em que os dois anéis

ciclopentadienil estdo ligados por uma cadeia alifética.

3.1.1.1.1 Ferrocifenos semelhantes ao tamoxifeno
Os primeiros complexos desta familia a serem sintetizados foram os analogos do
ferroceno de hidroxitamoxifeno (OH-Tam, figura 8), o metabolito ativo do tamoxifeno, um

farmaco usado no tratamento adjuvante de cancros da mama hormonodependentes.>?
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O(CH3)2N(CH3),

Figura 8 - Estrutura quimica do hidroxitamoxifeno (OH-Tam) (adaptado de )

Inicialmente, a intencdo era estudar o efeito da substitui¢do do anel f aroméatico de OH-
Tam com um substituinte ferrocenil. Esses complexos sdo obtidos por meio de uma reagao de

acoplamento de McMurry das cetonas correspondentes (figura 9).4%33

R R

R Q TiCla/Zn e Q
9 v
O )

THF, refluxo
-
Figura 9 - Mecanismos de sintese dos derivados de ferroceno de tamoxifeno (adaptado de **)
Foram sintetizados complexos com cadeias de amino de varios comprimentos. O
complexo 1 (figura 7) foi o mais estudado devido a sua facilidade de sintese e ao seu forte efeito
antiproliferativo (IC50 aproximadamente de 0,5 pM) em células de cancro da mama
hormonodependentes (MCF-7) e hormonoindependentes (MDA-MB-231), enquanto o proprio

OH-Tam ¢ apenas ativo em células hormonodependentes.**->3 Esse efeito duplo é notavel, uma
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vez que a forma puramente organica correspondente mostra atividade anti-estrogénio apenas
em células de cancro da mama hormonodependentes. Isso revela o significado citotoxico da
unidade ferrocenil?’>%>!,

O complexo 1 produz ROS imediatamente apds entrar nas células MCF-7 e MDA-MB-
231, enquanto OH-Tam ndo.’**> Em baixas concentra¢gdes (I pM), o complexo 1 induz
senescéncia, um processo de envelhecimento a nivel celular, mas nao apoptose de células MCF-
7 e MDA-MB-231.%

Curiosamente, o complexo 1 induz este tipo de morte celular em células que ndo sdo
suscetiveis a apoptose (glioblastomas e células cancerigenas da mama triplo-negativas) que
estdo associadas a tumores so6lidos, que permanecem os mais dificeis de tratar. Em células
Jurkat (leucemia) que sdo suscetiveis apenas a apoptose, uma alta concentragdo do complexo 1
(15 uM) induz a inibicdo da tioredoxina redutase mitocondrial (TrxR), bem como diminui o
potencial de membrana mitocondrial (MMP), levando a apoptose das células.>®

Os catides lipofilicos sdo conhecidos por se localizarem preferencialmente nas
mitocondrias. A interagdo do complexo 1 ao nivel da mitocondria pode ser explicada pela
protonacdo, a pH fisioldgico, do seu grupo dimetilamina, conferindo-lhe o carater de um catido
lipofilico. A sua presenga nesses organelos foi confirmada pela alta quantidade de ferro
encontrada por espetrometria de emissdo oOtica por plasma acoplado indutivamente (ICP-OES)
nas mitocondrias das células Jurkat (36% do ferro total nas mitocondrias).>

Devido a sua lipofilia, o complexo 1 ndo pode ser administrado in vivo sem
encapsulacdo em nanocapsulas lipidicas (LNCs). Estas sdo preparadas com um nticleo lipofilico
(Labrafac®) que permite a solubilizacdo de complexos de ferroceno. A injecdo intraperitoneal
de LNCs carregadas com o complexo 1 mostrou regressdo significativa de tumores
xenoenxertados de células MDA-MB-321 em ratos imunodeficientes combinados graves

(SCID ).57

3.1.1.1.2 Ferrocifenos Mono e Difendlicos

Os complexos mono e difendlicos, 2 e 3, figura 10, foram sintetizados e t€ém um forte
efeito citotoxico nas células MDA-MB-231 (IC50 = 1,5 € 0,6 uM, respetivamente)>s.

Este efeito estd relacionado com as propriedades redox exclusivas dos ferrocifenos e
envolve a formag¢ao dos metetos de quinona correspondentes 2-QM e 3-QM, de acordo com um
esquema de reagdo em que todas as etapas foram confirmadas por eletroquimica e ressonancia

paramagnética eletronica (EPR)>.
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Figura 10 - Estrutura quimica dos complexos mono e difendlicos, complexo 2 e complexo 3, respetivamente (adaptado de %)
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Figura 11 - Formagdo de meteto de quinona resultante da oxidagdo da fracdo ferroceno (adaptado de 73)

Acredita-se que estes QMs sejam a fonte da toxicidade dos ferrocifenos 2 e 3, pro-
farmacos, cuja ativagdo nas células leva a sua citotoxicidade.

Esses QMs podem ser obtidos quimicamente por oxidagdo na presenca de Ag>0O. Eles
sdo espécies reativas que dao origem a adi¢des de 1,8-Michael com tidis nucleofilicos, como a
glutationa (GSH).%° Sdo também bons inibidores in vitro de TrxR citosolico purificado (IC50

em torno de 2,5 uM), enquanto os complexos 2 € 3 ndo sdo.
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Por outro lado, o complexo 2, ao contrario do complexo 1, ndo inibe TrxR dentro das
células Jurkat.®!

Experiéncias em linhagens de células de glioma humano (Hs683 e U373) mostraram
que o complexo 3 induziu senescéncia.®? Isso esta ligado a expressdo de SA-B-galactosidase, a
secrecdo de varias interleucinas e ao fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). In vivo, a inje¢ao
intravenosa (IV) em ratos com LNCs carregadas com o complexo 3 induz regressdao
significativa de tumores de células 9L (glioblastoma de rato). A sobrevivéncia de longo prazo
(animais ainda vivos apds 100 dias de experiéncia) ocorreu em ratos portadores de tumores de
células 9L quando a inje¢do de LNCs carregadas com o complexo 3 ¢ acompanhada por

radioterapia.®’

O O

\ 7 \ 7

(- -
Fe O Fe
= H < OH

Figura 12 - Estrutura quimica dos metetos de quinona 2-OM e 3-OM, respetivamente (adaptado de '>?)

3.1.1.1.3 Ansa-ferrocifenos
Os complexos ansa-ferrocifenos sdo complexos em que os dois anéis ciclopentadienil

164—66

estdo ligados por uma cadeia alifatica de comprimento variave , a molécula mais citotoxica

desta série ¢ ansa-Fc-diOH, figura 13, complexo 4.
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Figura 13 - Estrutura quimica do complexo ansa-Fc-diOH, complexo 4 (adaptado de )

A sua toxicidade nas células MDA-MB-231 ¢ muito alta (IC50 = 0,089 uM), ou seja,
cerca de dez vezes maior do que o complexo 3, o complexo aciclico correspondente’®.

A andlise realizada com o complexo 3 e 4, difendis aciclicos e ciclicos na cole¢do do
Instituto Nacional do Cancro (NIH NCI) de 60 linhas de células cancerosas, confirmaram a
forte toxicidade desses complexos (valores médios de IC50 0,52 e 0,18 uM, respetivamente).

Esses dois complexos sdo mais ativos em linhas de células cancerosas que sdo
resistentes a apoptose € ndo tém efeito em células saudaveis.%” Ao contrario da série aciclica, a
oxida¢do quimica do complexo 4 pelo Ag>O nao permite a formagdo do meteto de quinona
correspondente. No entanto, o radical organico [4-QM]" (figura 14) foi observado por EPR
durante a oxidagdo enzimatica do complexo 4 pelo sistema HRP/H>0,.5®

A estabilizagdo relativa deste ultimo pode explicar a alta toxicidade do complexo 4.
Metetos de quinona podem novamente ser formados por oxidacdo quimica quando a cadeia que
liga os dois anéis ¢ alongada, mas a toxicidade desses complexos ¢ menor do que o complexo
4 (IC50 = 1,85 uM para uma cadeia de cinco carbonos).%*

O estudo dos efeitos bioldgicos do complexo 4 mostra que, em doses baixas (50 nM),
induz a senescéncia de células 9L, enquanto uma dose mais alta (0,5 uM) induz apoptose.
Estudos in vivo realizados com LNCs revelam forte regressdo de tumores de células 9L

implantadas em ratos.*
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Figura 14 - Estrutura quimica do radical orgdnico [4-OM]e ( adaptado de '**)

3.1.2 Complexos de Coordenacao de Ferro (II) e Ferro (I1I)

Numa revisdo recente, surgiram complexos inorganicos de ferro (II) e ferro (III)
sintetizados como agentes anticancerigenos (figura 15).3*

Os primeiros complexos nesta série (5 e 6) foram publicados em 2005 por Chi-Ming
Che’®7!. Sdo complexos de ferro (I) de ligandos doadores N pentadentados que se destinam a
mimetizar os efeitos da bleomicina. Esses complexos tém alta citotoxicidade (IC50 = 0,6-3,4
uM), induzindo apoptose das células, associada a danos ao ADN celular, paragem do ciclo
celular, indu¢do de vias de sinalizagdo da proteina quinase ativada por mitégeno e proteina
supressora de tumor p53.

Os complexos salofenos de ferro (II) e ferro (II) (7-9) foram preparados com o objetivo
de mimetizar o mecanismo de agdo da cisplatina.”>’* Os primeiros dois complexos (7 ¢ 8)
bloqueiam o crescimento de células tumorais s6lidas (MCF-7, MDA-MB-231, HT-29), bem
como de linfomas e leucemias. Eles libertam superéxido dismutase de Cu/Zn e induzem a

apoptose.’>7
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O ultimo complexo desta familia, 9, ¢ altamente citotdxico para células de cancro de
ovario SKOV-3 (IC50 = 300 nM)™ e neuroblastoma’, no qual induz apoptose das células,

bloqueando-as na fase S do ciclo celular.

(ClO4)2 (ClO4)2

_N = _N =
> /
1|| /Fe(" / \ o)
CI OH,
CI OCHj4 H3CO
Figura 15 - Complexos de coordenacdo de ferro Il e ferro 1l (adaptado de 3*)

3.1.3 Moléculas ativas por agdo quelante com ferro
Todas as moléculas desta familia possuem uma regido de ligagdo ao metal, que se liga

na célula ao ferro (II) ou ferro (III) para dar complexos citotoxicos.

3.1.3.1 Bleomicinas (BLMs)

O exemplo que melhor ilustra este tipo de moléculas sdo as bleomicinas, uma familia
de antibidticos glicopeptidicos descobertos em 1966 e isolados pela primeira vez de
Streptomyces verticillus.>> As bleomicinas sdo usadas em associagdo com outros fArmacos no
tratamento de varios tipos de cancro, como linfomas, tumores cerebrais e do pescogo e tumores
de células germinativas. A sua estrutura quimica ¢ representada na figura 16.

Os estudos do mecanismo de ac¢do da bleomicina t€ém sido o assunto de muitas
publicagdes e revisdes.?>’6-7® Existem indica¢des de que a bleomicina, administrada por via
intravenosa na sua forma livre de metal, ¢ rapidamente complexada no plasma sanguineo pelo
Cu'l. Este complexo ¢ entdo introduzido na célula por transportadores adequados. Apos a
redugdo do Cu'' a Cul, este é trocado pelo ferro (II). Por ligagdo ao oxigénio molecular, forma-
se o que pode ser designado como um complexo Fe(Ill) superdxido (Fe(Ill)-(O2). Este

complexo com bleomicina pode agora ser reduzido por transferéncia eletronica por parte de um

34



redutor celular, dando origem ao complexo de bleomicina ativado, como descrito nas figuras

17 e 18.

O NHz B
H 2 o NH
N\)YO :

S
NH N
N| =N = T -
O _HO N
HzN/‘Y‘\( o I\W NH N~
I
HN o)
N HO l\/I\S
H
o) N
|
oL
N

H

Figura 16 - Estrutura quimica da bleomicina (adaptado de %)
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Figura 17 - Mecanismos de formagdo da "bleomicina ativada" in vivo (adaptado de )
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Figura 18 - Formagdo da “bleomicina ativada" e clivagem do ADN (adaptado de *°)

Esse intermediario tem semi-vida de varios minutos a 4°C e € responsavel por iniciar o
dano ao ADN. O dano ¢ semelhante ao gerado pela radia¢do ionizante. A formacao de espécies
radicalares altamente reativas levam a existéncia de danos em diversas estruturas, no entanto, €
aceite que o principal alvo ¢ o ADN. Para isto contribui a capacidade de intercala¢dao do grupo
ditiazole, levando a que o centro metalico fique localizado proximo da desoxirribose permitindo
a quebra oxidativa (figura 19)7%.

A estrutura de raios-X desse intermedidrio, que tem semi-vida de apenas alguns
minutos, nunca foi determinada. No entanto, a estrutura do complexo bleomicina/Cu"! foi
descoberta, tornando possivel visualizar a organizagao dos ligandos da bleomicina em torno do
metal .3

O papel desempenhado pelos outros catides metalicos presentes nas células (Cu', Zn",,
Co'") na toxicidade da bleomicina tem sido amplamente discutido. Isso levou a sintese de
analogos sintéticos com dominios de ligacdo do metal as bleomicinas, o que tornou possivel
compreender melhor o seu mecanismo de a¢cdo em culturas de células e sistemas livres de
células.”80
Este ¢ o caso do ferro(II)-N4-Py que foi particularmente bem estudado e permitiu
demonstrar que, dentro das células, os metais dos outros complexos sdo substituidos pelo ferro
(I). E, portanto, o complexo de ferro(I)-Ns-Py que parece ser a fonte do dano oxidativo nas

células, independentemente do complexo de metal inicial (Mn!, Cu", Zn") que foi

originalmente adicionado ao meio de cultura celular.®!

36



Osella e colegas de trabalho fizeram a observagdo interessante de que uma pré-
incubagdo de 24 horas de células MCF-7 na presenca de complexos derivados do ferroceno
aumentou significativamente a citotoxicidade da bleomicina. Isso traduz-se numa percentagem
de sobrevivéncia celular de 65% para incubagdo na presenca de bleomicina sozinha e 13% ap6s
pré-incubagdo com o complexo derivado do ferroceno®?. Este efeito sinérgico ¢ devido a
formagao de catides de ferro dentro da célula decorrente da degradagao do complexo de ferro e

confirma o papel desempenhado pelo ferro na citotoxicidade da bleomicina.
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Figura 19 - Exemplo da interacdo proposta entre a regido de ligagdo do metal-bleomicina e o ADN (adaptado de ””)

3.1.3.2 Quelantes de Ferro

A familia de moléculas quelantes de ferro foi inicialmente preparada para o tratamento
de patologias associadas com o excesso de ferro, por exemplo na beta-talassemia®’.

Essas moléculas também tém efeitos anticancerigenos que foram objeto de muitos
estudos in vitro e in vivo, conforme relatado num ntimero de revisdes.*%>781:84 Uma leitura da
literatura mostra que varios deles foram submetidos a numerosos ensaios clinicos, alguns
apresentando resultados encorajadores.?’

Uma selecdo de ligandos de interesse ¢ mostrada na figura 20. Esses ligandos podem

formar complexos de ferro octaédricos. Eles podem ser divididos em trés categorias,
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dependendo do niimero de 4&tomos doadores no ligando (2, 3 ou 6) e dar origem a complexos
bidentados, tridentados ou hexadentados com estequiometria 1:3, 1:2 e 1:1.

A primeira molécula dessa familia a ser estudada foi a desferroxamina (DFO). A DFO
¢ um sider6foro hexadentado natural da bactéria Streptomyces pilosus. Este quelante de ferro ¢
considerado o padrdo ouro para o tratamento do excesso de ferro em pacientes que sofrem de
beta-talassemia, embora a necessidade de injecdes intravenosas repetidas seja uma restrigao.
DFO ¢ um ligando hexadentado que forma um complexo com ferro de estequiometria 1:1.

Muitos estudos tém demonstrado a sua atividade antiproliferativa contra uma ampla
variedade de linhagens de células tumorais. Por exemplo, a DFO inibe, in vitro e in vivo, o
crescimento de células de melanoma e hepatoma, bloqueando a sua prolifera¢ao na fase S do
ciclo celular.

Esse complexo possui também efeitos antiproliferativos in vitro em células de
neuroblastoma e leucemia.®>%¢ Ensaios clinicos realizados em pacientes com neuroblastoma
com DFO isoladamente ou em combinagdo com outras moléculas anticancerigenas
(carboplatina, etoposideo, ciclofosfamida) produziram resultados contrastantes.’” Um dos
estudos realizado em 57 pacientes mostrou-se particularmente conclusivo (24 respostas
completas, 26 respostas parciais, 3 respostas menores € 4 ndo respostas), enquanto o estudo em
criancas foi negativo. O desenvolvimento clinico desta molécula tem sido limitado pela sua
baixa biodisponibilidade e semi-vida plasmatica curta (aproximadamente 12 minutos).

O deferasirox (DFX) ¢ uma molécula sintética usada para tratar o excesso de ferro que
tem as vantagens de ser administrado por via oral e ter poucos efeitos secundarios. Essa
molécula ¢ citotoxica em células cancerigenas hepaticas (Huh-7), mas ndo em culturas de
hepatdcitos primarios®’, levantando a perspetiva de uma especificidade de agdo nas células
cancerigenas.

O seu mecanismo de a¢@o e consequente efeito antiproliferativo resultam da deplecdo
do ferro, indu¢do de ROS, inativagdo do fator nuclear oncogénico-kB (NF-kB) e modulacao do
metabolismo das poliaminas, moléculas essenciais, como o ferro, para a proliferacao
celular3®-88,

DFX também esta ativo in vivo num modelo de rato de leucemia mieloide humana
(células U-937).

A deferiprona (DFP), uma terceira molécula aprovada para o tratamento de talassemias,
também tem um efeito antiproliferativo em células tumorais em cultura.®® E um ligando
bidentado da familia da hidroxipiridona que forma complexos de ferro de estequiometrias de

3:1 em concentrado médio. No meio fisioldgico, o tlltimo tende a desassociar-se em complexos

38



2:2 e 2:1. Essa coordenacdo incompleta do ferro favorece a produgdo de ROS e da ao complexo
alta toxicidade, atuando como um pro-oxidante ou anti-oxidante protetor’®. No entanto, esta

atualmente em ensaios clinicos para o tratamento da doenga de Parkinson.”

Ligando bidentado Ligando tridentado Ligando hexadentado
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Desferroxamina (DFO) Deferasirox (DFX) Deferiprona (DFP)

Figura 20 - Estrutura quimica dos quelantes de ferro (adaptado de *°)

3.2 Ruténio e Osmio
3.2.1 Diversidade estrutural

A diversidade molecular oferecida pelos complexos de Ru e Os ¢ vasta, o que lhes
permite um amplo espetro de farmacos candidatos a ensaios clinicos. Em geral, as atividades
biologicas dos complexos dependem da natureza do centro metalico, além do seu estado de
oxida¢do, nimero de coordenacdo e geometria, e o ajuste da sua atividade bioldgica pode ser
alcangado por pequenas variagdes nos ligandos. Juntas, estas caracteristicas influenciam a
reatividade dos complexos, bem como a cinética e a termodindmica da substitui¢do dos
ligandos, que sdo cruciais para a atividade antiproliferativa.

As propriedades de substituicdo dos ligandos foram a razdo para o desenvolvimento
original dos complexos de Ru, pois eles sdo altamente semelhantes aos dos complexos de Pt.
Outras vantagens também incluem uma geometria octaédrica, que permite uma gama mais
ampla de mecanismos de reagdo envolvendo o centro metéalico, uma gama mais variada de
estados de oxidagdo acessiveis dentro de condi¢des biologicamente relevantes e a capacidade

de Ru para imitar o Fe em processos de ligagdo a proteinas.’!
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3.2.2 Complexos de coordenagdo octaédricos

O complexo octaédrico fac-[Ru(NHz3);Cls], relatado por Clarke em 1980, foi um dos
primeiros complexos de Ru a ser estudado como agente anticancerigeno apos observacdes de
que o complexo tinha a capacidade de inibir a divisdo de Escherichia coli.* No entanto, s6 em
1989 foi registado o primeiro avango significativo nesta area, quando Keppler e colaboradores
relataram o KP1019.” Este complexo de formula molecular trans-[RuCls(Ind):]IndH, onde Ind
= indazol, ¢ isoeletrénico como o complexo de Clarke, mas reduz as suas limitagdes em relagao
a estabilidade quimica sob condi¢des biologicamente relevantes.

A segunda descoberta veio na forma do NAMI-A, de férmula molecular trans-

[RuCl4(DMSO)(Im)]ImH, onde Im = imidazol, que foi sintetizado pelos grupos de Alessio e

Sava.’+9
NH3
A~ ,Lu.l. NH3  fac-[RuCl3(NH;)3]
a— | “NH3 (Clarke 1980)
Cl
O | w ICR, KP418
a/'?“\o 1 (Keppler et al. 1986)
\7
NAMI/NAMI-A O\FLU N 0\' - /nat KP1019/NKP-1339
(Sava et al. 1992) g/| ~cl g—m CI/I ~c (Keppler et al. 1989)
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0=S~CH;,
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Figura 21 - Genealogia de complexos de ruténio anticancerigenos referentes a primeira evidéncia publicada para
a atividade terapéutica dos compostos num modelo de tumor in vivo (adaptado de *°)

3.2.2.1 Mecanismos de a¢ao

Conforme mencionado anteriormente, dois complexos principais Ru (III) entraram em
ensaios clinicos, o KP1019 ¢ o NAMI-A. Embora estes dois complexos tenham grandes
semelhancas estruturais no que diz respeito ao estado de oxidacdo, nimero de coordenagdo e

geometria, eles exibem propriedades biologicas muito diferentes.
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O NAMI-A tem sido considerado como tendo potencialidades para controlar a metastase
tumoral, enquanto o KP1019 e seu sal de s6dio NKP1339 sdo ambos ativos para tumores
primarios. Acredita-se que os centros de ruténio (III) sejam ativados por reducdo intracelular
em ruténio (II) por reacdo com acido ascorbico ou GSH. No entanto, as semelhanc¢as no destino
celular desses complexos terminam ai.

Nao hé evidéncias que sugiram que KP1019 ou NKP1339 tenham o ADN como seu
alvo celular, e é aceite que seu mecanismo de acdo esta intimamente ligado a alteragdes no
estado redox celular. Em particular, por causar dano as proteinas e stress no reticulo

endoplasmatico (RE), o que leva ao bloqueio do ciclo celular na fase G2/M e apoptose.®®?’

Ativacao
por redugao

|

ROS

(Stress oxidativo) TR Ativagdo do
MAPK P38

Dano proteico i
Stress RE 19
(GRP78) v

AN Dano
T < 3 mitocondrial

iy ~ s 1 A 4
A Bloqueio do ciclo
P celular em G2/M

Figura 22 - Mecanismos de acdo subjacentes a atividade anticancerigena de KP1019 e NKP1339
(adaptado de *%)

Por sua vez, o NAMI-A pode inibir a angiogénese induzida pelo fator de crescimento
endotelial vascular. Além disso, acredita-se que este complexo interaja com proteinas do tipo
actina na superficie celular, o que leva a mobilidade reduzida de células cancerosas invasivas
e, portanto, a atividade anticancerigena observada.**?%%

Tal contraste no mecanismo de agdo de complexos de ruténio (III) altamente

relacionados quimicamente mostra a ampla diversidade de eventos celulares que podem ser

ativados por pequenas mudangas estruturais.
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Portanto, a pesquisa na base celular do mecanismo de acdo dos complexos de Ru e Os
¢ de grande relevancia no desenvolvimento de candidatos a farmacos com potencial. Embora
esfor¢os intensos tenham sido direcionados para compreender a relagdo estrutura-atividade de

tais complexos, a extrapolagdo das regras gerais nem sempre ¢ direta.

ay (<Ll

Figura 23 - Efeitos do NAMI-A nos componentes do microambiente tumoral e na atividade
antimetastdtica (adaptado de *°)

3.2.2.2 Ensaios clinicos

O NAMI-A foi introduzido num estudo de fase I em 1999, foi o primeiro candidato a
um medicamento de ruténio a ser testado em humanos®. O estudo compreendeu 12 niveis de
dose (2,4-500 mg/m?/dia). Vinte e quatro pacientes adultos, com diferentes tipos de tumores
solidos, foram perfundidos com NAMI-A (3h) por cinco dias consecutivos a cada trés semanas.
O perfil de toxicidade do NAMI-A era bastante diferente dos medicamentos anticancerigenos
de platina: a toxicidade renal leve, observada nas doses mais altas, era completamente
reversivel, enquanto a toxicidade hematologica era desprezivel. Doses >400 mg/m?/dia
resultaram em bolhas dolorosas nos dedos das maos e dos pés, que eram limitantes da dose. Na

dose méxima tolerada (DMT) de 300 mg/m?/dia, foram observados mal-estar geral leve a
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moderado, mas tratavel, nduseas, vomitos e diarreia.* A retengdo corporal total de ruténio foi
mais longa do que o esperado nos estudos pré-clinicos, devido a extensa ligacdo as proteinas
do sangue. Nenhuma resposta parcial ou completa foi obtida, mas a estabilizacdo da doenca
(até 21 semanas) foi observada em pacientes fortemente pré-tratados com cancro de pulmao de
células ndo pequenas (CPCNP) avancado. No entanto, deve-se notar que a eficicia ndo ¢ o
objetivo principal de um estudo de fase I e que a maioria dos doentes geralmente tem uma
doenga progressiva refrataria a terapia e recebeu varias linhas de tratamento antes do
recrutamento. Em virtude deste resultado e da atividade mostrada por NAMI-A contra
metastases pulmonares em modelos de rato, e em analogia com os regimes de gencitabina +
cisplatina amplamente usados para o tratamento de primeira linha de CPCNP!%, este cancro foi
selecionado como a doenga alvo para um estudo de combinacdo de fase I/Il de NAMI-A +
gencitabina. O estudo (2008-2011) foi realizado em 32 pacientes com CPCNP avangado'®!. Na
fase I do estudo, a gencitabina foi administrada na dose tipica de 1g/m?, enquanto 0 NAMI-A
teve aumento da dose ao longo de um ciclo de trés semanas, foi administrado por via IV, numa
perfusdo de 3h nos dias 1 e 8 de cada semana. Neutropenia e anemia de grau 2-4 CTC (critérios
de terminologia comuns) foram observadas nas doses mais altas, enquanto as bolhas ja
mencionadas (toxicidade limitante da dose) apareceram em 600 mg/m?. A DMT encontrada foi
de 450 mg/m?, onde os principais eventos adversos ndo hematologicos foram elevagdo das
enzimas hepaticas, elevacao transitoria da creatinina, toxicidade renal, constipacdo e fadiga. Na
fase II do estudo, a atividade antitumoral de acordo com os critérios RECIST (critérios de

avaliagdo de resposta em tumores solidos) para tumores solidos!??

foi avaliada em 15 pacientes
com CPCNP tratados com o DMT de NAMI-A. Uma expansao adicional do grupo de fase II
com pacientes adicionais ndo foi encontrada porque a eficacia do tratamento acabou por ser
menor do que a esperada para a gencitabina sozinha (um caso de remissao parcial e 10 pacientes
com doenga estavel por pelo menos seis a oito semanas). Além disso, os pacientes acharam o
tratamento combinado muito exaustivo, principalmente por causa das nduseas, vOomitos e
diarreia bastante graves. Em conclusdo, o tratamento foi declarado ser “Insuficientemente
eficaz para uso posterior”!°!,

Em 2006, um estudo preliminar de escalonamento de dose de fase I foi realizado com
KP1019 (doses totais de 25 a 600 mg) em apenas oito pacientes com tumores soélidos
avangados®>'%, O complexo, administrado via IV duas vezes por semana durante trés semanas,
foi bem tolerado na faixa de dose investigada e apenas foi observada toxicidade leve. A

estabilizacdo da doenca por oito a dez semanas, ndo relacionada com a dose, foi observada em

cinco de seis pacientes avaliaveis. Neste estudo, a DMT de KP1019 ndo pode ser determinada
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devido a solubilidade insuficiente (volume muito grande de solucdo de infusdo necessario para
escalonamento de dose adicional) e, portanto, um estudo de fase I em escala real foi realizado
posteriormente em 34 pacientes com o mais soluvel derivado de sddio Na[trans-RuCls(Ind):]
(NKP-1339). A investigagdo compreendeu nove niveis de dose (20-780 mg/m?/dia) ¢ o
complexo foi administrado por via IV nos dias 1, 8 ¢ 15 em um ciclo de 28 dias®. Apenas
efeitos adversos menores foram observados. Ndusea de grau 2-3 juntamente com niveis
aumentados de creatinina foram considerados DLT (toxicidade limitante da dose) na dose mais
alta. Doenca estavel (SD), até 88 semanas, foi encontrada em sete pacientes com diferentes
tipos de tumores (incluindo dois casos de CPCNP), e um paciente com tumor neuroenddcrino
teve uma resposta parcial (PR). Mais recentemente, a investigagao clinica fase I foi repetida em
46 pacientes, com os mesmos niveis de dose e esquema de tratamento, por Burris et al. nos
Estados Unidos da América (EUA)!%195 A DMT foi estabelecida em 625 mg/m?. Além disso,
o perfil de tolerabilidade e seguranca foi semelhante ao estabelecido anteriormente: nenhuma
toxicidade hematologica ou neurotoxicidade significativa foi encontrada, os principais eventos
adversos sendo clinicamente controlaveis de grau <2 nduseas, fadiga e vomitos. No geral, o
complexo mostrou uma atividade antitumoral moderada, com taxa de controle da doenga de
26% - que, curiosamente, envolveu trés dos cinco pacientes com tumores neuroendocrinos

carcinoides - e uma resposta parcial em um paciente com cancro de c6lon.”

3.2.3 Complexos Areno Organometalicos de geometria ‘Piano-stool’

Os complexos organometdlicos com geometria piano-stool, que incluem na sua
estrutura um areno, foram originalmente relatados por Tocher em 1992 e posteriormente
desenvolvidos pelos grupos de Sadler e Dyson.!® Esses complexos de ruténio foram
inicialmente projetados para incluir um ligando monodentado de cloro (Cl) como um local de
ativacdo que, como a cisplatina, se hidrolisaria antes da ligacdo ao ADN.

Atualmente, esses complexos sdo de grande interesse no campo bioinorganico devido a
flexibilidade quimica da sua estrutura, e o seu potencial é reconhecido além das interagdes com
o ADN. Com base em cinco blocos de constru¢do principais e na formula geral
[(areno)M(X)(Y)(Z)]"", ha um niimero quase ilimitado de complexos. Nos casos de interesse
desta dissertagdo, M representa ides d® de ruténio (II) e 6smio (II). A unidade areno ¢ usada
para ajustar as propriedades lipofilicas do complexo e o ligando X monodentado funciona como
um local de ativagdo. Curiosamente, os ligandos Y e Z podem ser monodentados ou
estruturalmente ligados para oferecer um ligando bidentado Y — Z.1%7 Em ambos os casos, esses

ligandos permitem a modificagdo dos parametros termodindmicos e cinéticos da ativacdo da
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ligagdo M — X. A atividade bioldgica e o potencial para o desenvolvimento de fArmacos de tais

complexos resultam de uma relacdo intrinseca entre todos esses blocos de construgao.

3.2.3.1 Unidade Areno

As unidades de areno frequentemente usadas incluem p-cimeno e bifenil em complexos
de ruténio (II) e 6smio (II). A relacdo entre esta unidade estrutural e a solubilidade em dgua dos
complexos estd bem estabelecida. No entanto, a sua influéncia no comportamento biologico e
na atividade anticancerigena ainda estd em discussdo.!%

Em principio, os complexos lipofilicos, obtidos por extensdo da unidade areno, devem
ser capazes de se acumular nos compartimentos intracelulares e, se a concentragdo estiver
diretamente relacionada com atividade bioldgica, entdo esses trés parametros (lipofilia,
acumulacgdo e atividade) devem se correlacionar linearmente.

Portanto, ¢ de esperar que, por exemplo, um complexo bifenil de ruténio (II) seja mais
potente do que seu analogo p-cimeno, contando que todas as outras unidades estruturais

permanecam inalteradas.

3.2.3.2 Ligando monodentado X

Embora o impacto da unidade areno e a natureza dos ligandos Y e Z tenham sido
amplamente investigados, as repercussdes das modificagdes do ligando monodentado X ainda
estdo no inicio. De acordo com o conceito do design original, o ligando monodentado X s6 era
relevante devido a sua capacidade de gerar um derivado -aqua- ou -hidroxo-. Estas espécies
poderiam entdo facilitar a ligacdo do complexo ao ADN. No entanto, uma compreensdo mais
profunda dos diversos mecanismos de a¢cdo desses complexos revelou que a inclusdo de um
ligando monodentado X hidrolisavel ndo € um requisito indispensavel.!%”

No caso dos complexos de ruténio (II), as variagdes no ligando monodentado incluem:
halogénios, acetonitrilo!!?, derivados de agucar ligados a P!!! e carbenos!'!'>!!3, bem como
derivados em que o ligando monodentado X ¢ realmente um brago de extensdo da unidade
areno!'*!15 A troca do ligando X em complexos de 6smio (II) tem sido menos estudada até

agora. No entanto, ¢ possivel tragcar semelhancas no comportamento dos complexos de Ru e Os.
3.2.33 Ligandos Y e Z

Variacdes nos atomos doadores dos ligandos Y e Z e, em geral, nas suas propriedades

eletronicas tém uma forte repercussio na ligagdo M—X e na hidrdlise do complexo.!!®
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Um complexo altamente estudado de ruténio (II) ‘piano-stool’ contendo dois ligandos Y
e Z monodentados independentes ¢ 0 RAPTA-C desenvolvido pelo grupo de Dyson. Este
complexo contém dois atomos de Cl e uma unidade de 1,3,5-triaza-7-fosfadamantano (PTA)
ligada a P como o terceiro ligando monodentado, que ¢ altamente relevante para alcangar a
solubilidade em agua. A estrutura basica deste complexo tem sido investigada sistematicamente
resultando em complexos altamente ativos como RAPTA-B e RAPTA-T. No primeiro, a
unidade areno ¢ um benzeno e no tltimo ¢ um tolueno. Outros relatorios incluem ‘piano-stools’
que mantém a por¢do PTA constante ¢ mudam Y e Z como ligandos monodentados ou

bidentados.'!”

Ru

Cl\\‘ ‘ ~

RAPTA-C RAPTA-B RAPTA-T

Figura 24 - Primeiros compostos RAPTA que apresentaram atividade anticancerigena promissora (adaptado de

Provavelmente, o mais conhecido complexo de ruténio (I) piano-stool’ que envolve
um ligando quelante Y — Z é o RM175, desenvolvido pelo grupo de Sadler.!'® Este complexo,
que progrediu para os ensaios pré-clinicos, exibiu grande atividade contra carcinomas
mamarios em particular. Levando em consideragdo tal potencial, um derivado semelhante foi
sintetizado usando 6smio (II) como o centro metdlico que se mostrou inativo.!' Esta
observagao pode ser justificada levando em consideracdo que o mecanismo de acdo do RM175
¢ baseado em interagdes com o ADN ap6s a hidrélise e nas diferencas marcantes na cinética de
ambos os derivados. Essas diferengas nas reagdes de troca de ligandos também foram

observadas noutras séries de complexos de areno.!?

3.2.3.4 ADN como um alvo

Como mencionado anteriormente, os complexos de geometria ‘piano-stool’ foram
originalmente projetados para ter um comportamento celular semelhante ao da cisplatina. O
ligando monodentado permitiria a ativagao da hidrdlise antes da ligacdo ao ADN e uma unidade

de areno estendida forneceria um local adicional para a intercalacdo de dupla hélice.
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Portanto, os primeiros estudos foram maioritariamente focados nas interacdes com o
ADN e, embora esta area de investigagdo tenha avancado para incluir outros alvos celulares e
a investigacdo se tenha diversificado numa variedade de mecanismos de agdo, a interagdo com
o ADN ainda ¢ um objetivo atraente.

Um excelente exemplo de tais complexos € 0o RM175. Este complexo sofre ativagao por
hidrélise, seguida pela forma¢do de um derivado -aqua ou -hidroxo, e entdo liga-se
seletivamente ao N7 da guanina, bem como intercalando no sulco menor da dupla hélice, dada
a unidade areno estendida (figura 25). Essas interagdes de ADN foram extensivamente

investigadas pelos grupos de Sadler e Brabec.!!?
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Figura 25 - Ativagdo do complexo RM175: a) hidrélise; b) ligagdo ao N7 da guanina (adaptado de '>*)

3.2.4 Modulagao redox e direcionamento mitocondrial

Outro alvo altamente relevante para complexos a base de metal, com atividade
antineoplésica, sdo as mitocondrias nas células cancerigenas. Embora ndo representem um alvo
classico ou longamente estudado na investigagdo envolvendo metais na area médica, as
mitocondrias estdo a ganhar reconhecimento nesta drea e os desenvolvimentos recentes sao
altamente promissores. O ressurgimento do efeito Warburg, um fenémeno conhecido pelo
121,122

aumento da glicélise aerdbica em células tumorais, em aspetos da investigagdo do cancro

e a seletividade celular, despertaram um interesse significativo no desenvolvimento de
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complexos que podem explorar a disfungdo mitocondrial, tirando vantagem das propriedades
redox ndo apenas dos centros metalicos, mas dos complexos como um todo.!?

Est4 bem estabelecido que os farmacos de Pt, atualmente em uso clinico, t€m como alvo
o ADN (embora possam também ter efeito noutras estruturas e processos biologicos?). O seu
meio mais proeminente de seletividade ¢ a rapida taxa de duplicacdo das células tumorais, que,
como consequéncia, tem efeitos colaterais pronunciados noutras células de proliferagao
rapida.'?*

O direcionamento as mitocondrias oferece a possibilidade de minimizar essa
desvantagem. As mitocondrias nas células cancerigenas, como a maquina responsavel por
acompanhar as altas demandas de energia da rapida prolifera¢do, sdo altamente suscetiveis as
alteracdes redox. Tais mudangas, mesmo pequenas, colocam uma carga excessiva num
organelo que €, na maioria dos casos de cancro, defeituoso e ja se depara com niveis elevados
de ROS.'%

Portanto, projetando um complexo a base de metal que pode maximizar o desequilibrio
redox permite, em principio, a rutura direcionada do metabolismo das células cancerigenas,
evitando no entanto danos nas células saudaveis.!? Esta estratégia tira proveito da disfungio
mitocondrial, um evento que ocorre frequentemente em células cancerigenas que pode envolver
stress oncogénico, ADN mitocondrial, mutagdes e hiperatividade redox.!?7:128

Esse desequilibrio redox, e a manipulagdo dos niveis de ROS em geral,!?*!?° pode ser
alcancado por varios meios, tais como gerar diretamente um excesso de ROS, diminuir os niveis
de moléculas controladoras de ROS como a GSH ou mesmo perturbar equilibrios delicados
como NAD(P)"/NAD(P)H, GSH/GSSG ou piruvato/lactato, entre outros.'** Ainda mais
recompensador seria o desenvolvimento de um agente com varios alvos que pudesse modificar
varios aspetos desse equilibrio redox celular.!3! Tal estratégia reduziria as possibilidades de
desenvolvimento de resisténcia em ambiente clinico.

Sadler e colaboradores foram os pioneiros desta investigacdo, comecando com o
desenvolvimento de complexos de ruténio (II) (figura 26), que poderiam catalisar a dimerizagao

de GSH e nao tinham ADN como seu alvo celular.!32
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Figura 26 - Complexos de ruténio (1l) sintetizados por Sadler (adaptado de '3?)

Esta investigacdo foi expandida para incluir estruturas andlogas contendo centros
metalicos de 6smio (II) que sdo de particular interesse. Estes compostos sdo mais ativos in vitro
do que a cisplatina e oxaliplatina em cancros colorretais HCT116 e sdo igualmente potentes em
linhas de células resistentes a platina e deficientes em proteina supressora de tumor p53.133134
Eles também sdo mais seletivos do que os medicamentos & base de Pt para as células
cancerigenas dos fibroblastos pulmonares normais e células epiteliais da mama, sugerindo uma
potencial reducdo na toxicidade fora do alvo.!*> Esses resultados positivos levaram a estudos
adicionais, particularmente com base no composto principal FY26!3¢ [(p-cimeno)Os(NMe;-
azpy)I|PFe.

O complexo FY26 (figura 27) contendo um ligando iodeto, ndo se hidrolisa
imediatamente, ao contrario do seu andlogo com um ligando cloreto. Além disso, ¢ estavel em
solu¢do salina tamponada com fosfato e soro sanguineo.

No entanto, a exposicao das células cancerigenas MCF-7 ao complexo leva a um rapido
efluxo de iodo. Essa observagdo foi feita apds a sintese de um derivado radiomarcado de ' e
investigacdes da sua acumulacdo celular, com monitorizagdo independente de Os/I.

O efluxo do ligando monodentado X, enquanto o centro metdlico permaneceu em
compartimentos intracelulares, indicou que o complexo foi ativado ao entrar nas células
cancerigenas. Investigagdes mais profundas revelaram que o complexo de 6smio (II) pode
formar derivados de hidroxido (X = —OH) apos a ativacdo por GSH intracelular e,
subsequentemente, gerar adutos de tiolato e sulfenato.

Foi comprovado que essas reagdes - num tubo de ensaio - produzem espécies radicalares
que sdo consistentes com observagdes de ROS geradas in vifro.'’’” Uma vez no espago

intracelular, o complexo FY26 localiza-se preferencialmente na mitocondria!*® permitindo um
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mecanismo de acdo que estd altamente relacionado com a perturbagdo da fun¢do mitocondrial

e pode explorar mutagdes presentes em células cancerigenas.

Figura 27 - Estrutura quimica do complexo FY26 (adaptado de '*°)

Portanto, o mecanismo de acdo proposto para este complexo € baseado na inducdo de
ROS, mais particularmente numa explosdo de superoxido. Em condi¢des semelhantes, os
fibroblastos MRCS5 ndo geram niveis de ROS relevantes e a baixa inducdo de stress oxidativo
observada ¢ rapidamente equilibrada pelos fibroblastos - o que pode sustentar a seletividade do
complexo de 6smio. A atividade in vivo também ¢ muito promissora. Uma tUnica inje¢do de
FY26 em ratos a 0,25x ou 1x da sua dose maxima tolerada induziu um atraso estatisticamente
significativo no crescimento do tumor em modelos de xenoenxerto HCT116, com o ultimo a
apresentar um tempo médio de duplicacdo do tumor por dia de 6,2, em comparacdo com 6,4
para a cisplatina e 3,9 para o controlo ndo tratado. Alcancar eficicia semelhante a cisplatina ¢
um resultado impressionante para um unico bolus IV de um medicamento ndo otimizado e, com
base nesses dados, prevé-se que a dosagem repetida de medicamentos de 6smio durante um
periodo de tempo, ou seja, semelhante a um regime de quimioterapia, teria um efeito
antitumoral significativo e duradouro.'®

O FY26 também foi usado para demonstrar que ¢ possivel usar abordagens de biologia
de sistemas de ponta para investigar o mecanismo de a¢do de complexos baseados em metal.

Esta comunica¢do resulta do primeiro estudo em que o sequenciamento de ARN de
células inteiras foi usado para estabelecer uma visdo geral dependente do tempo da resposta
genética de células de cancro de ovario a um agente quimioterapico de 6smio.'*? Estudos
transcritdmicos e protedmicos sugerem um ataque a glicolise que muda a produgdo de energia

para a fosforilagdo oxidativa.
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Também demonstra a relagdo crucial entre uma explosdo de superoxido celular e a
poténcia dos complexos metalicos. Em particular, o complexo FY26 ¢ altamente lipofilico e
positivamente carregado, dai o seu potencial para se acumular na mitocondria.!*® Os estudos de
sequenciamento de ARN destacaram que a via de resposta ao stress oxidativo do NFR2 ¢

ativada dentro de 4h apds a exposicdo ao farmaco (figura 29).
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Figura 28 - Possiveis vias de ativagdo do complexo FY26 e consequente disfun¢do mitocondrial, produgdo de
ROS e morte celular (adaptado de '3%)
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A andlise da regulagdo diferencial para cima e para baixo dos componentes dessa via
mostra que algumas enzimas antioxidantes sao reguladas para baixo, destacando as deficiéncias
na resposta ao stress em células A2780 de cancro de ovario.

Além disso, a suprarregulacdo observada da superoxido dismutase (SOD) sugere que
tanto o superoxido quanto o perdxido de hidrogénio desempenham um papel importante na
atividade anticancerigena desse complexo metalico.

Os niveis elevados de ROS e a consequente disfungdo mitocondrial iniciam uma
citotoxicidade multi-alvo, levando & morte celular por apoptose. Embora este trabalho tenha
sido pioneiro na area, ainda hd muito a ser explorado em relagdo as vias ativadas por tais
complexos. 4

A modulagdo redox em células cancerosas, como meio de atividade antiproliferativa,
também pode ser alcangada explorando reagdes cataliticas. Os complexos a base de metal sdo
bem conhecidos como catalisadores e, levando em consideracgao a riqueza do conhecimento em
torno do seu uso na industria, explorar essas propriedades cataliticas faz todo o sentido!!®!4!,

Um trabalho inicial propds a ligacdo entre a atividade catalitica de um complexo ¢ a sua
atividade antiproliferativa e usou derivados da férmula geral [(areno)Ru(azpy)I]PFs, onde a
unidade areno variou entre p-cimeno e bifenil, enquanto o ligando bidentado incluia vérios
derivados de aril azopiridina. Embora estes complexos ndo tenham sofrido hidrélise, eles sao
ativos contra as células A549 de cancro do pulmao, o que exclui a teoria de direcionamento de
ADN que havia sido previamente estabelecida.

Esta atividade antiproliferativa foi justificada com a ajuda de duas observagdes
principais. Primeiramente, os complexos foram capazes de, num tubo de ensaio, catalisar a
dimerizacdo de GSH em GSSG e, segundo, foram detetados ROS em células A549.

O alcance da atividade antiproliferativa por meio da modula¢do redox celular abre
grandes possibilidades para o desenvolvimento de terapia de combinagao inteligente. A maioria
dos regimes de combinagdo atuais sdo determinados pela escolha de dois ou mais
medicamentos, que preferencialmente nao se sobrepdem em termos do seu mecanismo de agao.

Esta abordagem resulta num regime que pode apresentar efeitos aditivos muito bons em
compara¢cdo com os componentes individuais. No entanto, essas escolhas ndo maximizam
totalmente o potencial de qualquer um dos medicamentos.

Em contrapartida, a terapia de combinag¢ao inteligente ¢ guiada ndo por efeitos aditivos,
mas por interagdes sinérgicas, nas quais o mecanismo de agao de um componente ajuda, habilita

ou aumenta o0 mecanismo de a¢do do segundo farmaco.
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Um exemplo dessa estratégia ¢ o uso de moduladores redox em combinag¢do com
complexos a base de metal, que ndo apenas potencializam a atividade antiproliferativa, mas
também aumentam drasticamente a seletividade das células cancerosas em relagdo as células
normais.

Além de fornecer novas terapias para o cancro, a manipula¢ao dos niveis celulares de
ROS também pode fornecer uma estratégia altamente eficaz para o tratamento de cancros
resistentes a farmacos de platina.

Complexos organometalicos de areno para os quais a indu¢do de ROS faz parte do seu
mecanismo de acdo podem beneficiar da co-administragdo com produtos quimicos que podem
permitir a reducdo de inibidores redox celulares, como a L-butionina sulfoximina (L-BSO).
Inibe seletivamente a y-glutamil-cisteina-sintetase, uma enzima necessaria na primeira etapa da
sintese de GSH, permitindo, assim, a redugdo dos niveis de GSH nas células cancerosas!'3!.

O complexo FY26 ¢ altamente ativo in vitro ¢ o seu mecanismo de a¢do envolve
explosdes de superoxido. O seu IC50 em células A2780 de cancro do ovario ¢ 160 nM. No
entanto, esse valor pode ser reduzido para 69 nM quando co-administrado com uma dose nao
toxica de 5 uM L-BSO. E importante ressalvar que a seletividade entre as células normais e
cancerosas ¢ melhorada de 28 para 63 vezes, o que poderia ser potencialmente traduzido numa
reduc¢do dos efeitos colaterais no ambiente clinico; o valor correspondente para a cisplatina nas
mesmas condi¢des ¢ uma melhoria de 10 vezes.

Investigacdes mais profundas sobre a base celular para esta observacao revelaram que
a co-administragdo do modulador redox ndo causa modificagdo no ciclo celular das células
cancerosas, nem induz niveis mais elevados de ROS ou um inicio precoce de apoptose. Por
outro lado, 5 uM L-BSO reduz 50% da GSH disponivel, portanto, embora nao aumente o dano
causado pelo FY26, remove a possibilidade da célula cancerosa reparar tal dano.!3?

Resultados semelhantes também foram obtidos usando complexos de areno de ruténio

(I1) e 6smio (II) estruturalmente relacionados!®!.

4. Desafios nas investigagdes dos mecanismos de acdo a nivel celular
Os complexos metalicos com propriedades antineoplasicas sdo, na maioria dos casos,
direcionados a vérios alvos e, embora vantajosos no que diz respeito a possibilidade reduzida
de desenvolver resisténcia, isso cria um grande desafio na investigacdo do seu comportamento

a nivel celular.
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Tal afirmacao ¢ sustentada pela reatividade dos complexos metalicos, portanto, definir
um unico alvo para um determinado complexo e, consequentemente, definir o mecanismo de
acdo com base na Unica interacdo com o alvo de escolha pode fornecer apenas um historico
parcial do que ocorre a nivel celular.

O rapido desenvolvimento de novas técnicas analiticas e fisico-quimicas esta a aumentar
a capacidade de investigar o destino dos complexos metélicos, a partir do momento da sua
entrada nos compartimentos intracelulares.

No entanto, ainda hd um longo caminho a percorrer para definir uma influéncia celular
desses agentes metalicos. Nenhuma técnica contém a resposta, portanto, uma abordagem de
biologia de sistemas para investigar os processos biologicos que culminam na morte celular
pode ser uma estratégia muito atraente'*?.

Algumas das técnicas mais inovadoras sdo a radiacdo de sincrotdo, andlise de
espetrometria de massa de ides secunddrios em nanoescala (NanoSIMS) e abordagens
protedmicas avancadas.

Um exemplo do uso da radiacio de sincrotdo ¢ o uso de uma nanossonda de
fluorescéncia de raios-X (SXRFN) para revelar o local alvo e a distribuicdo subcelular do
complexo de 6smio (II), FY26, em células do cancro de ovario (A2780). A investigacao
mostrou que o metal acumula-se seletivamente na mitocondria e isso ¢ acompanhado por um
fluxo de célcio (Ca) do reticulo endoplasmatico como uma primeira etapa na ativagdo das vias
de morte celular (figura 28)'38,

O mesmo complexo de 6smio (II) foi investigado posteriormente usando fluorescéncia
de raios-X (SXRF) para estabelecer a penetragdo do farmaco em modelos 3D de células
cancerigenas. Esses resultados forneceram informagdes sobre a distribuicao eficiente de FY26

em esferdides 3D de cancro de ovario!*.

5. Conclusao e Perspetivas Futuras
Os avangos recentes na investigagdo dos complexos metalicos j& referidos nesta
dissertacdo com aplicagdes anticancerigenas mostram, sem qualquer divida, que existe um
grande potencial neste campo. A prova disso ¢ o vasto nlimero de exemplos e publicagdes que
incluem complexos com notavel atividade in vitro e até in vivo.
No entanto, a verdade ¢ que nao houve um grande numero de complexos submetidos a
ensaios clinicos, até ao momento, apenas dois complexos de ruténio (III) foram usados em

humanos.
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Contudo, os grandes avancos s3o evidentes, principalmente na compreensdo dos
mecanismos de acdo a nivel celular. Atualmente, as estratégias de direcionamento vao além do
ADN e incluem uma ampla gama de eventos celulares, como a inibi¢do da tiorredoxina
redutase. Além disso, o desenvolvimento da catélise celular introduz possibilidades importantes
para manipular a atividade redox de células cancerosas como um meio para a atividade
antiproliferativa.

Na familia dos farmacos anticancerigenos de ferro apresentados nesta dissertagdo, os
complexos de ferroceno, moléculas emblematicas da quimica organometalica, figuram com
destaque. No entanto, os outros membros dessa familia também trazem uma ampla diversidade
de estruturas e mecanismos de acdo. Quanto aos quelantes de ferro, o seu uso como agentes
anticancerigenos t€m sido objeto de uma série de ensaios clinicos, sem, no entanto, levar ao uso
sob prescricdo. Sem surpresa, as moléculas que atraem mais aten¢do sdo os pro-farmacos. O
melhor exemplo ¢ a bleomicina, que, na presenca de um agente redutor e oxigénio, extrai ferro
do reservatorio de ferro intracelular para gerar in situ um complexo de ferro (III) altamente
reativo. Os ferrocifenos, por sua vez, sdo ativados dentro das células cancerosas em metetos de
quinona, espécies eletrofilicas reativas que sdo a fonte da sua citotoxicidade. O espetro dos
farmacos anticancerigenos de ferro abrange um vasto campo de pesquisa, € € um bom pressagio
por fornecer novas descobertas.

Recentemente, foram descobertos complexos de coordenagdo de ferro, cujo potencial
para uso em TFD parece promissor. A TFD surgiu como um novo método terapéutico para o
tratamento do cancro na presenca de luz. A ativagdo seletiva do fArmaco nas células cancerosas
leva a morte celular através de ROS que foram gerados fotoquimicamente, enquanto as células
normais ndo expostas permanecem pouco afetadas pela citotoxicidade fotoinduzida.
Chakravarty e colegas de trabalho prepararam recentemente os primeiros ferrocenil conjugados
ativos em TFD!#, Estes complexos mostram alta fotocitotoxicidade apos irradiagdo com luz
visivel (400-700 nm), induzindo a apoptose das células pela produ¢ao de ROS. Chakravarty e
o0 seu grupo também sintetizaram complexos que s se tornam citotoxicos quando irradiados
por luz visivel (400700 nm) ou vermelha (600—750 nm). Foi descrito que estes complexos
mostram toxicidade elevada em células heLa apds a irradiagdo, localizando-se essencialmente
no nucleo das células onde, ap6s irradiacdo, induz a clivagem do ADN e morte celular por

apoptose! 45147

. Complexos de polipiridina de varios metais tém sido muito estudados quanto
ao seu potencial para uso em TFD!*  Alguns complexos apresentam fortes efeitos
antiproliferativos em vdrias linhas celulares, mais particularmente nas células Caski (carcinoma

do cancro cervical). Esses complexos sdo lipofilicos e sdo transportados para o interior da célula
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pelo recetor de transferrina. Os seus efeitos antiproliferativos induzem apoptose, com bloqueio
das células na fase sub-G1, e podem estar ligados a uma inibi¢do da TrxR'#*!5°, E importante
também referir que existem complexos de Ru que apresentam estruturas altamente ajustaveis e
oferecem grande espaco para a melhoria das propriedades fotofisicas; tornando-os ideais para
o desenvolvimento de fotossensibilizadores para TFD'>!:152, Explorando estas excelentes
carcateristicas luminescentes, complexos ciclometalados, em particular com centros de ruténio
(1), estdo a ser desenvolvidos como alternativas vidveis para a TFD!53,

Por fim, ¢ relevante dizer que estes progressos s6 acontecem devido ao aumento de
equipas inter e multidisciplinares que lidam com questdes desafiadoras de multiplas
perspetivas, bem como pelo desenvolvimento de novas técnicas analiticas. No devido tempo,
esse novo conhecimento ajudara a otimizar as novas geracdes de complexos, que,

esperangosamente, incluirdo a alternativa aos complexos a base de platina no uso clinico.
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