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RESUMO

Os metais desempenham um papel importante em diversos processos bioldgicos.
Assim, a sua homeostasia, que é controlada através de mecanismos de absorcao,
armazenamento e eliminacao, é fundamental ao bom funcionamento do organismo e
apresenta limites estritamente definidos. O cobre, por exemplo, é cofator enzimatico em
diversas reacdOes redox e a sua relevancia em processos patolédgicos tem sido extensamente

investigada.

A doenca de Wilson, caraterizada pela acumulagdo téxica de cobre no organismo, é
um exemplo cldssico da aplicacdo dos compostos com capacidade quelante. Os farmacos
aprovados para a destoxificagdo do metal nesta patologia sdo a D-penicilamina, a trientina e
os sais de zinco. O tetratiomolibdato tem-se revelado benéfico nesta situacdo, mas estda em

fase de investigacdo para posterior desenvolvimento.

Estudos recentes relacionam a rotura da homeostasia do ferro e do cobre com a
etiologia de disturbios neurolégicos como o Alzheimer. Outros estudos associam a presenca
de elevadas concentracdes de cobre em células tumorais ao elevado nivel de stress
oxidativo. Estas investigacdes sugerem a utilizagdo de compostos com capacidade quelante

como potencial terapéutica nestas patologias.

As células neoplasicas apresentam maior teor em Cu(ll) do que as células normais, por
isso o desenho de compostos quelantes, seletivos para este metal, tem sido o foco de varios
projetos de investigacdo. Ismael et al. sintetizaram ligandos seletivos para Cu(ll) que apenas
se mostraram citotdxicos quando complexados com o metal nas células neoplasicas, abrindo

perspetivas para o desenvolvimento de quelantes com potencial contra neoplasias.

Esta monografia aborda a importancia dos quelantes de cobre e o seu potencial no
desenvolvimento de compostos farmacologicamente ativos e com propriedades

melhoradas, que possam ser usados no tratamento de varias patologias.

Palavras-chave: agentes quelantes; doenca de Wilson; cancro; doenca de Alzheimer;

terapéuticas baseadas na sequestracao de cobre.



ABSTRACT

Metals play a major role in biological pathways. Their homeostasis, controlled by
absorption, storage and elimination mechanisms, is fundamental to the correct functioning
of organisms and operates within strictly defined limits. Copper, for example, is cofactor of

many enzymes and its role in pathological processes has been widely investigated.

Wilson’s disease, characterized by excessive copper deposition, is a classic example for
applications of compounds with chelating properties. The drugs approved for this disease
are D-penicillamine, trientine, known as chelating agents, and zinc salts. Tetrathiomolybdate
is a compound under development for application in the treatment of Wilson’s disease, also

acting as a chelating agent.

Recent works in brain diseases found a relation between disruption of iron and copper
homeostasis and the etiology of neurological disorders like Alzheimer Disease. In parallel,
recent investigations in carcinogenesis mechanisms link the increased concentration of
copper in tumour cells, compared to corresponding normal cells, to high levels of oxidative
stress. So, these results suggest the use of metal chelators as potential therapeutic agents

against these diseases.

It is commonly accepted that neoplastic cells have a higher content of Cu (Il) than
corresponding normal cells. Recently, the design of chelating compounds with selectivity for
this metal has been the focus of intense research. Ismael et al. synthesized selective and
non-toxic Cu(ll) ligands that become cytotoxic when complexed to Cu(ll). Thus, the non-toxic
ligand may bind to metal inside tumour cells, generating highly cytotoxic species in situ.
These results, concerning the development of chelating compounds with potential for the

treatment of neoplasms, open new perspectives in cancer chemotherapy.

This manuscript describes the importance of copper chelators, emphasising their potential
on the development of pharmacologically active compounds with optimized properties, for

effective treatment of various diseases.

Vi



Keywords: chelating compounds, Wilson’s disease, cancer, Alzheimer’s disease,

therapeutic drugs based on copper sequestration.
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|. Introducao

Os metais integram um grande nimero de componentes estruturais e funcionais dos
organismos vivos. No organismo humano, o seu papel ao nivel fisioldgico e patoldgico tem
sido extensamente investigado, bem como o desenvolvimento de estratégias terapéuticas
que modulam a sua concentragdao em érgdos especificos ou, de um modo geral, em todo o
sistema.?

Neste contexto surgem os compostos com capacidade quelante, cujo mecanismo de
acdo passa por resgatar os ides metdlicos em excesso, devido a desequilibrios na
homeostasia dos metais essenciais ou como consequéncia da exposicdo a metais pesados,
facilitando a sua eliminacdo. Através da utilizacdo controlada de compostos quelantes é
possivel que as concentracdes de ides metdlicos em excesso diminuam, aproximando-se dos
valores fisiolégicos tidos como normais.-?

Os agentes quelantes foram tradicionalmente desenhados com o objetivo de atuarem
como antidoto em intoxicagdo por metais. A primeira aplicacdo experimental de um agente
qguelante como antidoto foi protagonizada por Kety e Letonoff’'s, em 1941, através da
utilizacdo de um citrato na intoxica¢do por chumbo.? Contudo, com a evolugdo da ciéncia e
em resultado da investigacdo dos processos bioldgicos, tem-se descoberto uma importante
influéncia da concentragdo de metais em variados processos bioldgicos. O desequilibrio na
homeostasia de metais foi assim associado a alguns estados patoldgicos, como anemia,
doencga de Wilson, cancro, doencas do foro neurolégico (i.e doenca de Alzheimer e doenca
de Parkinson), entre outros.

Estdo atualmente disponiveis para aplicacdao clinica varias moléculas com capacidade
guelante, como por exemplo 2,3-dimercaptopropanolol (BAL), acido
etilenodiaminotetracético (EDTA), D-penicilamina (DPA), acido meso-2,3-

dimercaptosuccinico (DMSA), entre outros (figura I-1).
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Figura I-1: Representagdo das estruturas dos agentes quelantes BAL, EDTA, DPA e DMSA.3

Contudo, estes compostos apresentam algumas limitacdes, incluindo graves reacoes
adversas devidas por exemplo a falta de seletividade, sendo premente o desenvolvimento
de quelantes com propriedades farmacoldgicas melhoradas.

A temdtica da presente monografia é focada nos compostos com capacidade quelante,
referindo as suas aplicacOes terapéuticas ja estabelecidas e as suas principais limitacdes,
bem como as perspetivas futuras da sua utilizacdo, com base em trabalhos levados a cabo

pelos diferentes atores da comunidade cientifica.

1.1. Os metais: relevancia e efeitos nocivos no organismo humano

Os metais sdao constituintes fundamentais da crosta terrestre, apresentando-se
principalmente na forma de sais inorganicos. Por este motivo, encontram-se entre as mais
antigas substancias toxicas de origem natural conhecidas pelo Homem. A contaminacdo
ambiental e a exposicdo humana a estes compostos provém essencialmente de atividades
antropogénicas, como os processos industriais e a utilizacdo de compostos metalicos em
meio doméstico e na agricultura. Por outro lado, também existe um relevante contributo
dos fendmenos naturais para a contaminacdao ambiental por metais, de que sdao exemplos a
deterioracdo das rochas e a atividade vulcanica. A absorcdo de metais pelo organismo pode

ocorrer através da dieta, da utilizacdo de farmacos, da exposicdo a ambientes poluidos por
2



Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas — Universidade do Algarve
Aplicagdes terapéuticas de compostos com capacidade quelante: perspetivas futuras

metais, do contacto com metais no ambito de atividades profissionais que os envolvam,

entre outros. *°

Contudo, e para além de serem constituintes da natureza, os metais sdo necessarios e
mesmo essenciais ao funcionamento do organismo humano, ainda que por vezes em
qguantidades vestigiais, pois fazem parte de componentes celulares estruturais e funcionais,
participando em diversos processos fisioldgicos, como documentado no quadro I-1. Assim, a
sua caréncia pode conduzir a diversas patologias, de que sdo exemplos a anemia, por défice

de ferro, e a diabetes, por défice de cromio.®

Quadro I-1: Enumeragdo das principais fungdes biolégicas afetadas pelos diversos metais.

Metal Fungdes bioldgicas

e Participa no transporte de eletrdes;
Cobre(Cu)>’ e E cofator enzimdtico (citocromo C oxidase, ascorbato

oxidase e superodxido dismutase) em reagdes redox.

e Potencia o efeito da insulina e é necessdrio para o
Crémio (Cr)>’
metabolismo normal da glucose.

Cobalto (Co)’ e Faz parte da vitamina B12, sendo essencial para o Homem.

e [ essencial para a sintese de DNA, para a produgdo de ATP,

para o transporte do oxigénio, para diversas atividades
Ferro (Fe)?
enzimaticas, para a mielinizacdo dos neurdnios e para a

regulacdo da resposta do sistema imunitario.

7

e E um componente de metaloproteinas envolvidas na
protecdo do organismo contra o stress oxidativo;

e Contribui para o bom funcionamento do sistema

Zinco (Zn)’ imunitario;

e Tem propriedades neuroprotetoras;

e Tem influéncia na a¢do da insulina e na concentragdo

sanguinea de glucose;
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e Atua como antioxidante, pois reduz a formacao de espécies
radicalares de oxigénio (ROS) e como anti-inflamatério, pois

reduz a producdo de citoquinas inflamatérias.

e Necessario a formacdo dssea e ao metabolismo dos
hidratos de carbono e dos lipidos.

e E essencial ao funcionamento da superéxido dismutase

Manganés
(MnSOD) Mn-dependente, que é uma importante enzima
(Mn)?
antioxidante.
e Funciona como cofator em enzimas envolvidas na

neurotransmissdo, como é o caso da glutamina.

Mercurio (Hg)

Chumbo (Pb)

e Sem fungdes bioldgicas conhecidas.”?

Cadmio (Cd)

Arsénio (As)

A comunidade cientifica define “metal pesado” como um elemento do grupo dos
metais que ocorre naturalmente e que tem um elevado peso atémico, com uma densidade
pelo menos cinco vezes superior a da dgua (>5g/cm3).> Esta categoria é protagonizada,
geralmente, pelos elementos arsénio (As), chumbo (Pb), mercurio (Hg), cadmio (Cd) e
cromio (Cr) pois, dada a sua elevada toxicidade, podem provocar danos nos érgaos mesmo

quando presentes em quantidades residuais.>®

O grau de toxicidade dos metais depende da sua biodisponibilidade, sendo esta
influenciada por fatores fisicos (i.e. temperatura, adsorcao e destoxificacdo), quimicos (i.e. o
metal em questdo e a sua espécie quimica, a cinética de complexacdo, solubilidade) e
bioldgicos (i.e. a dose absorvida, se a exposicdo é aguda ou crdnica, a idade da pessoa e a

sua capacidade de adaptacdo, a via de absorc¢3o).”

Os principais efeitos conhecidos provocados por intoxicacdo pelos diversos metais

estdao apresentados no quadro I-2. A maioria destas substancias exibe a capacidade de gerar
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stress oxidativo nas células, conduzindo a alteracdes do DNA e classificando-se, por isso,

como carcinogénicas.

Quadro I-2: Resumo das principais consequéncias da intoxicagéo por metais no funcionamento do organismo humano.

Metal Efeitos toxicos

e Dermatite

. e Disfungdo renal
Crémio (Cr)>
e Asma

e Cancro no trato respiratério

e Nefrotoxicidade
Mercurio (Hg)® e Neurotoxicidade

e Toxicidade gastrointestinal

e Inibicao da hematopoiese
Chumbo

e Encefalopatia, défice cognitivo e neuropatia periférica
(Pb)7,10,11

e Hipertensao

e Alteragdes pulmonares
. e Diminuicdo do olfato

Cadmio (Cd)
e Diminuicdao da mineraliza¢cdo dssea e osteoporose

e Depressao

e Doengas cardiovasculares

e Anomalias no crescimento

e Problemas neurolégicos e de comportamento
Arsénio (As)® * Diabetes

e Perda de audicdo

e Problemas hematoldgicos

e Cancro das células epiteliais
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Os metais possuem eletrdes livres que facilmente podem formar ligagcdes covalentes
com os grupos electrodoadores, de que sdo exemplo os grupos tiol (-SH) de residuos de
cisteina das proteinas celulares, conduzindo a sua modificacdo quimica. Por outro lado, estas
moléculas sdo capazes de induzir stress oxidativo nas células, sendo este um dos principais
processos pelos quais os metais exercem na sua toxicidade.* Assim, é importante que exista
um equilibrio das suas concentracdes, pois o défice ou excesso prolongado de metais no

organismo pode estar associado a diversas patologias.’

Nas duas ultimas décadas tem-se observado que alguns catides metalicos derivados
dos metais ferro, cobre, cadmio, mercurio, niquel e chumbo tém capacidade de originar
radicais livres centrados em oxigénio, frequentemente designados por ROS, que provocam,
consequentemente, stress oxidativo. As principais espécies formadas sdo o radical
superéxido e o radical hidroxilo, via Reacdo de Fenton (figura 1-2), que posteriormente
resultam em espécies mutagénicas e carcinogénicas, como o malondialdeido (MDA), o 4-
hidroxinonenal (HNE) e outros adutos exociclicos de DNA. A proteg¢ao antioxidante celular é
insuficiente para neutralizar a acdo dessas espécies, que provocam interagdes com o DNA,
peroxidacdo lipidica, modificacdo de proteinas e outros efeitos carateristicos, responsaveis
por patologias como cancro, doenga cardiovascular, doengas neurolégicas, diabetes, entre

outros. 71213

M (o) ():' » M-b 4+ 0O,
:(): T :ll > “:(’: ¥ ():

M (1) + H,0, » M® +HO + OH

Figura I-2: Representagdo da reagdo de Fenton. Adaptado de Barbusinski et al.'*

O processo de peroxidacao lipidica (figura I-3) é catalisado por ides metdlicos e origina
radicais peréxilo (ROO-). Apds a sua producdo, estes sofrem isomerizacdo através de reacdes

de ciclizacdo e formam-se endoperdxidos que dao origem ao MDA e ao HNE. O MDA reage
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com as bases azotadas guanina, adenina e citosina, formando adutos mutagénicos e

carcinogénicos.’
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Figura I-3: Representacdo da formagdo de ROS e do processo de peroxidagéo lipidica. Adaptado de Jomova et al.”
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. Compostos com capacidade quelante

2.1. Notas historicas da utilizacao terapéutica de agentes
guelantes

A terapia quelante é utilizada desde do século XX, no tratamento de intoxicagao por
metais pesados. Uma das suas primeiras aplicagdes em medicina foi no controlo da
toxicidade apresentada pelos compostos de arsénio, utilizados no tratamento da sifilis. A
primeira demonstracdo experimental da capacidade quelante de um composto foi realizada
por Kety e Letonoff, em 1941, e consistiu na administracdo de citrato a individuos que

haviam sofrido intoxicacdo por chumbo.*>

Também na década de 40 do século passado, procedeu-se a sintese do primeiro
composto com capacidade quelante, em resposta a necessidade de combater uma potente
arma quimica utilizada na segunda guerra mundial, 2-clorovinildicloroarsina, vulgarmente
denominado Lewisite.'® Este composto, produzido por Lewis em 1917, é um potente gas
téxico, com arsénio na sua composi¢dao, que apresenta uma grande afinidade para o grupo

tiol (-SH) das proteinas.’

Apds exposicdo ao Lewisite, os sinais e sintomas imediatos sdo irritagao da pele e dos
olhos, altera¢des respiratérias, disturbios gastrointestinais e diminuicao da pressao arterial.
Apds exposicao prolongada ocorrem queimaduras na pele, patologias respiratdrias cronicas
e cegueira.'® Dada a toxicidade desta arma quimica, no inicio da segunda grande guerra o
governo britanico incentivou a investigacdo e o desenvolvimento de um antidoto. Assim, um
grupo de bioquimicos da Universidade de Oxford produziu o composto 2,3-
dimercaptopropanol, cognominado pelos americanos como British Anti-Lewisite (BAL).'° Na
figura II-1 esta representada a reacdo entre o Lewisite e o BAL. Este composto é um ditiol
instdvel em meio aquoso e, por isso, é formulado numa base oleosa, geralmente éleo de

amendoim, o que aumenta a probabilidade da ocorréncia de reacGes alérgicas. E

administrado por via intramuscular e apresenta um cheiro intenso.2%2!
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C|| HS Is
C|/\/A8\CI * Hs Y As\s + 2 HCI
OH OH
Lewisite BAL Complexo com
estrutura em anel

Figura 1I-1: Representagdo da reagédio entre Lewisite e BAL, que forma um complexo estdvel com estrutura em anel de
cinco membros. Adaptado de Flora et al.??

Mais tarde foram descobertas diversas aplicacbes do BAL em medicina,
nomeadamente no tratamento de intoxicagdes por arsénio, ouro, mercurio e chumbo. BAL é
usado, em conjunto com CaNa;EDTA, no tratamento de intoxicagdes por chumbo em

criangas, e foi utilizado pela primeira vez como tratamento na Doenc¢a de Wilson em 1951.%°

Em 1950 foram desenvolvidos o acido 2,3-dimercapto-1-propanossulfénico (DMPS) e o
acido meso-2,3- dimercatossuccinico (DMSA), que apresentam vantagens relativamente ao
BAL, pois sao biologicamente mais estaveis, menos toxicos e podem ser administrados por

via oral.?

A terapia intravenosa com 4cido etilenodiaminotetraacético (EDTA) foi iniciada na
urgéncia do hospital da Universidade de Georgetown, em 1952, quando surgiu uma crianca
com intoxicacdo por chumbo.?* Em 1956 foi desenvolvida a D-Penicilamina, que passou a ser
utilizada como terapéutica preferencial na Doenca de Wilson, conduzindo a bons resultados
terapéuticos.?® Contudo, mais tarde revelou véarios efeitos adversos, incluindo intolerancia a
este farmaco, deixando de ser a primeira linha terapéutica nos doentes que manifestavam

reacdo de hipersensibilidade.?®

Os compostos com capacidade quelante aqui referidos foram desenvolvidos e
utilizados para fins terapéuticos desde do século passado. Todavia, as limitacdes destes
compostos, ao nivel dos efeitos secundarios adversos que provocam, limitam a sua

utilizacdo. Assim, afigura-se urgente desenvolver investigacdo que conduza a selecdo de
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moléculas com eficacia quelante e com propriedades farmacoldgicas melhoradas, sobretudo

ao nivel da seletividade e toxicidade.

2.2. O conceito de agente quelante

No contexto da quimica de coordenacgao é importante definir alguns conceitos:

e Composto de coordenagdao é uma molécula neutra ou idnica em que pelo menos
um dos seus ides &€ um complexo.

e Complexo é uma espécie quimica que resulta da combinacdo de um acido de Lewis
(o datomo ou catido metalico central) com um determinado nimero de bases de
Lewis (os ligandos).

e Ligando é um ido ou molécula que pode existir por si sé. O ligando possui pelo
menos um atomo que forma a ligacdo com o dtomo ou catido metdlico central,
denominado como atomo doador porque fornece/partilha o par de eletrdes
utilizado na formacdo da ligagdo com a espécie aceitadora. Geralmente, nos
ligandos, os dtomos doadores sdo oxigénio, azoto e/ou enxofre.

e Nimero de coordenacdo do metal corresponde ao numero de ligandos que se
podem ligar diretamente ao atomo central. Este nimero depende do tamanho do
atomo central, das interacGes entre os ligandos e das interacdes eletrdnicas entre o
atomo central e os ligandos. Assim:

v’ Raios idnicos mais elevados favorecem maiores nimeros de coordenacio;

v’ Ligandos com maior volume conduzem a menores nimeros de coordenacdo,
especialmente se tiverem <carga, o que aumenta as interagbes
electroestaticas;

v 18es metdlicos com poucos eletrdes favorecem maiores numeros de
coordenagcdo, pois um menor numero de eletrdes de valéncia

permite/favorece que o i3o aceite mais eletrdes da base de Lewis.?’
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Os ligandos que apresentam apenas um par de eletrdes livre, e que sé tém um local de
ligagdo com o metal, sdo denominados “monodentados”. Os que tém dois pontos de ligagao
sdo “bidentados”, e por ai em diante. Assim, os que apresentam vdrios pontos de ligacdo
com o ido metdlico podem ser designados de ligandos “polidentados” (quadro II-1). 2

A jungdo pode ser constituida por duas ligagdes covalentes, uma covalente e uma
coordenada, ou duas coordenadas. Considera-se que na ligacdo coordenada os dois eletrdes
sao provenientes de um sé atomo, enquanto que na ligacdo covalente ha contributo de
ambos os atomos. A sua intensidade depende das espécies envolvidas e da sua

estereoquimica.?®

Quadero II-1: Exemplos de diversos ligandos e respetivas estruturas.®

Abreviatura Estrutura (dtomo doador
Nome do ligando Denticidade
(se definido) com cor vermelha)
. 0.
Agua Monodentado - m
Amoniaco Monodentado ™\l
H
Tetrahidrofurano THF Monodentado L
0
Piridina py Monodentado _ ”
\ -
Me . » Me Me _Me
& Bz
Dimetilsulféxido DMSO Monodentado |
6] 0
Etilenodiamina en Bidentado iN N,
0, 0
Oxalato [ox]% Bidentado 4
) O
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1,4,7-Triazaheptano dien Tridentado HN N NH;
1,4,7,10-Tetraazadecano trien Tetradentado | N N N NH,
HO OH
O
J
N
Acido [EDTA] Hexadentado
etilenodiaminotetraacético
N
\ (
= ( (
Y’ |
HO H

Os ligandos polidentados podem formar um quelato, isto é, um complexo em que se
forma um anel que inclui o atomo metalico e o ligando. Um exemplo é o ligando bidentado
etilenodiamina (en) que forma um anel de cinco membros, pois ambos os atomos de azoto

se ligam ao metal (figura 11-2).%’

HzC_CHz
/

H,N NH,
N

Figura Il-2: Representagdo da estrutura do quelato formado entre o metal e a etilenodiamina. Adaptado de Atkins et al.?’

Depois de formados os quelatos no organismo, parte segue a via renal e é excretado

na urina, enquanto que o restante segue pela via hepatica, sendo excretado na bilis.

Contudo, a destoxificagdo dos metais é limitada pela recirculacdo entero-hepdtica e pela

reabsorcdo intestinal, diminuindo a quantidade de metal excretada.
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2.3. A quimica de coordenacao

A reacdo entre o agente quelante e o ido metdlico (equagao 1) é regida pelas leis do
equilibrio e, por isso, tem associada uma constante que, geralmente, é designada por
“constante de formac3do”.3° Este parametro expressa a forca de interacdo do ligando com o
catido metdlico, em comparacdo com a sua interacdo com as moléculas de solvente, que
normalmente se consideram moléculas de dgua. Cada passo da rea¢dao de complexagao, que
corresponde a substituicdo de cada molécula de solvente pela molécula de ligando, tem
atribuida uma constante de formacgao (Kr). Um valor elevado de Ks significa que a interagcao
entre o ligando e o ido metalico é superior a interacdo do ido com a molécula de solvente, e

vice-versa.3!

De forma a interpretar a interacdo dos ligandos com o atomo metalico, considera-se a
constante global de formag¢dao do complexo (f). Esta é o produto das constantes

correspondestes a cada substituicio das moléculas de solvente (Kfy). 32
Reacdo entre o metal e o(s) ligando(s): M+ nL - ML, (1)

M representa o metal; L representa o ligando; n é o numero de ligandos que

complexam o metal.

A constante global de formacgao B é expressa por:

_ [MLy]
B = [M][L]" 2)

Dado que os valores de B sdo muito elevados é comum ser expresso pelo seu
logaritmo. Por exemplo, a diferenca de uma unidade em logP significa uma diferenca de 10
vezes na constante de formac30.33 Assim, quanto maior for log (B) mais deslocado a direita

estd o equilibrio e maior é a estabilidade do complexo.3!

O efeito de quelacdo ocorre quando se substituem moléculas de dgua (ou de outros
ligandos simples), ligados ao ido metdlico central, por ligandos polidentados, como é

exemplo o EDTA, aumentando a estabilidade do complexo. O aumento da estabilidade no
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processo de quelacdo estd relacionado com o balanco energético, sendo este muito
influenciado pelo aumento da entropia do sistema. Assim, considerando por exemplo a
substituicdo de duas moléculas de agua por duas moléculas de amoniaco (figura II-3;
equacao 3) e por uma molécula de EDTA (figura II-4; equagao 4), pode verificar-se que ha
um elevado aumento de entropia na figura ll-4, o que faz com que a estabilidade do sistema

aumente, comparativamente a do estado representado na figura II-3. 3334

2+

Figura II-3: Representacdo da substitui¢éo de duas moléculas de dgua por duas moléculas de amoénia num complexo
metdlico. Fonte: Clark et al.?3

Figura Il-4: Representagdo da substituicdo de seis moléculas de dgua por uma molécula de EDTA nhum complexo metdlico.
Fonte: Clark et al.33

O aumento entrdpico deve-se ao maior nimero de particulas livres em solucdo (A)34:
[M(H,0)¢]Xt + 6NH3 & [M(NH3)¢]*t + 6H,0 A=7-7=0 (3)
[M(H,0)¢]** + EDTA & [M(EDTA)** +6H,0 A=7-2=5 (4)

14
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Em que A é a diferenga entre o numero de moléculas no lado direito da reagdo e o
numero de moléculas no lado esquerdo. Quando mais elevado é o valor de A maior é o
aumento entrépico no decorrer da reacdo. 34

Desta forma, os complexos com ligandos multidentados sao geralmente mais estaveis
do que os que contém apenas ligandos monodentados, e quanto maior o nimero de
ligagdes estabelecidas entre o ligando e o ido metalico maior a estabilidade do complexo. Se
o ligando multidentado substituir mais do que uma molécula de dgua, conduz a um maior
numero de espécies no sistema e, consequentemente, ao aumento da entropia. Por sua vez,

o aumento da entropia favorece a formacdo do quelato.3*

2.4. Carateristicas ideais dos ligandos para aplicagfes
terapéuticas

A eficdcia in vivo dos compostos com capacidade quelante requer que grande parte do
composto administrado se ligue, de fato, ao metal que se pretende eliminar. O cumprimento
desta condicdo depende do metal, do agente quelante e de carateristicas relacionadas com
o préprio organismo. E importante ter em conta a toxicidade do composto quelante, assim

como do complexo resultante. 3°

Os compostos hidrofilicos promovem a excrec¢do renal, mas tém dificuldade em aceder
ao metal no meio intracelular. Por outro lado, uma molécula com carater lipofilico mobiliza
facilmente a fracdo intracelular, mas conduz a uma maior redistribuicdo do metal, incluindo

no sistema nervoso central. 3>

Nas patologias que carecem de uma terapia crénica com compostos quelantes, os
variados efeitos adversos sdo um fator limitante. Um dos pontos criticos é a seletividade
para o metal, pois é importante ndo complexar as reservas dos metais essenciais ao

funcionamento do organismo. %°

Desta forma, as caracteristicas ideais de um composto quelante incluem uma boa

solubilidade em agua, resisténcia a biotransformacdo, capacidade para aceder aos locais

15
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onde esta armazenado o metal que se pretende eliminar, capacidade para manter a sua
capacidade quelante nos diferentes fluidos bioldgicos, resistindo a variagdes de pH
fisioldgico e capacidade para formar complexos menos tdxicos do que o ido metalico livre
(quadro 11-2). A estabilidade do complexo é principalmente determinada pela capacidade de

deslocalizagdo dos eletrdes doados e aceites e pelo efeito de quelagdo.?®

Quadro 1I-2: Atributos de um agente quelante ideal, com a mdxima eficdcia e a minima toxicidade. Fonte: Srivastava et
al.?®

Grande afinidade para o metal;
Capacidade de competir com os compostos quelantes naturais;

Capacidade de penetrar nas células;
Carateristicas

importantes Elevada solubilidade em agua;

num agente

quelante Capacidade de formar complexos estaveis e que ndo sejam toxicos;

Metabolismo reduzido e rapida eliminagao do metal;

Distribuicdo semelhante a do metal, no organismo.

A administracdo oral de agentes quelantes, que formam complexos hidrofilicos, nos
momentos apds ingestdo do metal tdxico, quando grande parte deste ainda permanece no
sistema gastrointestinal, reduz tanto a toxicidade local como a reabsor¢do ao nivel intestinal.

Desta forma, ha reduc3o dos efeitos toxicos, localmente e ao nivel sistémico. 2

16



Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas — Universidade do Algarve
Aplicagdes terapéuticas de compostos com capacidade quelante: perspetivas futuras

Ill.  Aplicacdes terapéuticas dos compostos com
capacidade quelante

A utilizacdo de compostos com capacidade quelante como terapia de diversas
patologias tem sido intensamente investigada e desenvolvida. Neste caso, sdao discutidos
especialmente os quelantes de cobre, pois este metal tem revelado especial interesse em
doengas muito presentes nos dias que correm, como o cancro e a doenga de alzheimer por

exemplo.

3.1. Doenca de Wilson (DW)

O consumo de cobre na dieta é geralmente superior a quantidade metabdlica

necessaria, sendo a sua homeostasia assegurada pela excrec¢do biliar do metal em excesso.

A Doenca de Wilson, também designada por degeneracdo hepatolenticular, € uma
patologia genética autossdmica recessiva em que hd alteracdo da eliminacdo do cobre
devido a mutagbes no gene ATP7B, localizado no cromossoma 13. A diminui¢ao da
eliminacdo de cobre provoca a sua acumulagdo, principalmente no figado e no cérebro. Esta
patologia pode afetar pessoas com qualquer idade, mas manifesta-se maioritariamente em
pessoas entre 0s 5 e os 35 anos. Estima-se que 1 em cada 30000 pessoas em todo o mundo

sofre de DW.36

O gene ATP7B codifica uma proteina transmembranar, ATPase tipo-P, localizada no
complexo de Golgi dos hepatdcitos. Esta proteina é responsavel pelo transporte ativo dos
catides de cobre, desde as proteinas chaperone até a sua via de elimina¢cdo, podendo esta
ocorrer no complexo de Golgi, onde integra a apo-ceruloplasmina para formar
ceruloplasmina funcional, ou no transporte para a bilis, de forma a eliminar o excesso
armazenado. Ja foram descritas mais de 500 mutag¢des no gene ATP7B, das quais 380 estdo

comprovadamente envolvidas na patogénese da doenca.?’
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A DW manifesta-se essencialmente através de sintomas hepaticos, como hepatite

cronica, cirrose ou falha hepatica fulminante, observando-se também sintomas

neuroldgicos, psiquitricos e oftdlmicos, como descrito no quadro llI-1. 38

Quadero llI-1: Principais sinais e sintomas da Doenga de Wilson. Fonte: Ala et al.38

| Hepdticos

eHepatite cronica
eCirrose
eFalha hepatica fulminante

Neurolégicos

eDificuldades na fala e na degluti¢do (Distonia dos musculos bulbares)
eDificuldades em escrever e caminhar
eTremores e rigidez

| Psiquiatricos

eAlteracdo da performance intelectual
eDéfice de atencdo e hiperatividade
*Psicose obcessiva e parandica
eDepressdo e pensamento suicida

| Oftalmicos

eAnel Kayser-Fleischer (figura I1I-1)
eCataratas

O anel de Kayser-Fleischer resulta da acumulagdo de cobre na membrana de Descemet

da cérnea e é o principal sinal da patologia, manifestando-se em cerca de 95% dos doentes

que apresentam sintomas neuroldgicos. 3738
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Figura Ill-1: Representagéo do anel Kayser-Fleischer. Adaptado de Schrang et al.?®

As consequéncias ao nivel hepdtico podem variar: assintomdticas; apenas com
variagGes bioquimicas; cirrose; falha hepatica fulminante, associada a anemia hemolitica

Coombs-negativa (ndo auto-imune); e falha renal aguda.?’

Os disturbios neuroldgicos podem ser classificados em quatro grupos: (1) Sindrome
acinético, semelhante a doenca de Parkinson; (2) Pseudosclerose com, predominantemente,
tremor; (3) Ataxia; e (4) Distonia. Contudo, em muitos doentes é dificil classificar a DW com

base apenas numa categoria, pois apresentam varios distirbios com intensidade variada. 32

Podem surgir outros sintomas menos comuns, como gigantismo, alteracdes renais
(aminoaciduria e nefrolitiase), cardiomiopatia, osteoartrite, hipoparatiroidismo, pancreatite

e infertilidade.3®

3.1.1. Diagnostico

E dificil estabelecer o diagndstico da DW, pois a patologia afeta varios 6rgdos e
apresenta sintomas pouco especificos, que se podem confundir com os de outras doencas.
Torna-se assim mais simples diagnosticar quando o doente apresenta anéis K-F, sintomas

neuroldgicos e baixa concentracao sérica de ceruloplasmina. Por outro lado, em doentes que
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apresentam sintomas hepaticos, o diagndstico pode ser mais complicado, devendo o

diagnostico da DW deve ser baseado numa combinagado de métodos. Os mais utilizados sao:

Concentragdao sérica de ceruloplasmina: A ceruloplasmina é o maior
transportador de cobre no sangue. Os niveis séricos desta proteina podem ser medidos
enzimaticamente, ou através de testes imunoldgicos, contudo estes ultimos ndo distinguem
entre apoceruloplasmina e holoceruloplasmina. Quando a concentragdo de ceruloplasmina é
inferior a 0,1g/L pode diagnostircar-se a DW. Este método apresenta algumas limitacdes
porque podem existir “falsos negativos” (concentracdo dentro dos parametros normais),
associados a situacdes de inflamacdo aguda, na gravidez e na suplementacdo com
estrogénio. Por outro lado, estados de hipoproteinémia, doenca de Menke e
aceruloplasminémia podem provocar reducdo da concentracdo sérica de ceruloplasmina e

gerar “falsos positivos” (concentracdo inferior aos limites normais).*°

Concentragdo de cobre no figado: em doentes homozigdticos, esta deverd
ser superior a 250ug/g. Este € um método de diagndstico importante da DW, embora deva
ser interpretado num contexto histoldgico, clinico e bioquimico, pois as concentracdes de
cobre inferiores a 250 pg/g ndo excluem a possibilidade de existir a patologia e também

podem ser verificadas concentracdes mais elevadas em individuos sem esta patologia. °

Excrecdo urindria de cobre: A excre¢do urinaria de cobre consiste em
espécies livres, isto é, o cobre que nao esta ligado a ceruloplasmina. Este método é util no

diagndstico e na monitorizacdo do tratamento. Em doentes com a patologia, a quantidade

excretada durante 24h devera ser superior a 100 pg (1,6 umol).*

Podem ser realizados outros testes, tais como bidpsia hepatica, andlise da histdria

familiar e anélise genética.*®

Assim que é estabelecido o diagndstico deve iniciar-se imediatamente o tratamento,
pois quanto mais cedo se combater a patologia menores serdo as consequéncias e maior
serd a esperanca de vida do individuo. Se a doenca nao for detetada e tratada a tempo, pode

ser fatal. #
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3.1.2. Tratamento

O objetivo terapéutico na DW é prevenir o aparecimento de sintomas em doentes
assintomaticos e evitar o agravamento do quadro clinico em individuos sintomaticos. Na
auséncia de sintomas o tratamento passa por sais de zinco ou por compostos quelantes em
dosagem reduzida. No caso de existirem sintomas sdo utilizados apenas compostos
quelantes ou a sua combinagdo com sais de zinco. Em casos graves, quando a fungao

hepética esta bastante afetada, pode ser necessario recorrer ao transplante de figado.*?

O primeiro tratamento oral da DW foi a D-penicilamina, em 1956. Este farmaco
promove a excrec¢do urindria de cobre e estimula a producdo de metalotioneina, que se
combina com o metal formando compostos ndo téxicos e facilmente eliminados. Segundo as
recomendacdes da Associacdo Europeia para o Estudo do Figado (EASL), a posologia em
adultos devera variar entre 700 e 1500 mg/dia, repartida em duas ou trés tomas, e em
criancas devera ser até 20mg/kg/dia, repartida em duas ou trés tomas. A D-penicilamina
deve ser administrada uma hora antes, ou duas horas apds as refei¢cdes, pois a sua absorcao
é diminuida pelos alimentos. O aumento progressivo da dose administrada pode aumentar a
tolerancia ao farmaco. Dado que este farmaco interfere com a acdo da piridoxina (vitamina

Bs) devera ser feita a suplementagdo com 25-50 mg/dia de piridoxina durante o tratamento.

37

O tratamento com D-penicilamina deverd ser monitorizado quinzenalmente nos
primeiros seis meses, e posteriormente a cada dois meses. A monitorizacao é realizada
através da quantificacdo da excrecdo urinaria de cobre em 24h, que deverd ser maxima
imediatamente apds o inicio da terapéutica, assumindo valores superiores a 1000ug. A

ceruloplasmina sérica deve diminuir com o inicio do tratamento. 4

A D-penicilamina tem associados diversos efeitos adversos, que poderdo ser graves e
limitar a sua utilizacdo, incluindo hipersensibilidade, manifestada principalmente por febre e
erupcOes cutaneas, linfoadenopatia, nefrotoxicidade, depressao da medula éssea, sindrome

semelhante a lUpus caracterizado por hematuria, proteinuria, artralgia e aparecimento de
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anticorpos antinucleares. Pode ser observado o agravamento dos sintomas neuroldgicos no
inicio do tratamento, devido a rapida mobilizacdo do cobre. Em alguns casos o tratamento

deve ser interrompido nesta situa¢do.*?

Em 1969, como alternativa a D-penicilamina, foi introduzida a trientina (figura 111-2)
para o tratamento da DW em doentes intolerantes aquele farmaco. Apesar de apresentar
um custo elevado, e de os ensaios clinicos serem limitados, este farmaco apresenta um bom
perfil de seguranca e eficacia que lhe confere uma potencial utilizacdo como tratamento

inicial na DW, e ndo s6 como alternativa a D-penicilamina.*

A trientina ou trietilenotetramina (TETA) tem estrutura semelhante a uma poliamina e
quelata o cobre através da formagcao de um complexo estdvel que inclui os quatro atomos
de azoto num anel planar (figura lll-3). Neste caso, também ha promocdo da excrecdo

urinaria de cobre.*®

H
HZN/\/N\/\N/\/NHz
H

Figura Ill-2: Representagéo da estrutura da trientina. Adaptado de Kodama et al.*>

Apesar de existir pouca informacado sobre a farmacocinética deste composto, sabe-se
gue é pouco absorvido no trato gastrointestinal e que a pequena quantidade que é

absorvida, é transformada em metabolitos inativos.3”

A dosagem utilizada no inicio do tratamento é entre 900 e 2700 mg/dia, administrada
em duas ou trés tomas. Na fase de manutencdo, a posologia diminui para 900-1500 mg/dia.
Na populacdo pediatrica, a dose a administrar ronda os 20 mg/kg/dia, em duas ou trés
tomas. Devido a interagdo com os alimentos, a administracdo deve ser efetuada 1h antes, ou
3h apds as refeicoes. Os comprimidos de trientina ndo sdo estaveis por longos periodos de

tempo, a temperaturas elevadas, o que limita as condi¢es de conservacdo deste farmaco. 3’
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Figura I1I-3: Representagdo do complexo formado entre a trientina e o cobre. Adaptado de Kodama et al.*>

Os efeitos adversos da trientina reportados foram: agravamento neurolégico, sendo,
contudo, menos comum do que com D-penicilamina; neurotoxicidade; aumento de
toxicidade quando se coadministra Fe (ll), pelo que esta associacdo deve ser evitada; anemia
sideroblastica reversivel; acumulacao de ferro no figado, como acontece na sequéncia do

tratamento com a D-penicilamina; dispepsia; espasmos musculares e distonia.*°

A eficacia do tratamento é monitorizada pela quantificacdo da excrecdo urinaria de

cobre em 24 horas, isto é, do metal que n3o esta ligado a ceruloplasmina.?°

Nos anos 60, os sais de zinco demonstraram eficdcia no tratamento da DW e tém sido
utilizados como terapéutica de manutencdo, ou em doentes assintomaticos. O seu
mecanismo de agdo consiste em aumentar a sintese de metalotioneina, que favorece o
aprisionamento de cobre, ingerido através da dieta, nas células epiteliais intestinais e,
consequentemente, a sua eliminac3do nas fezes.*® Por outro lado, o zinco também estimula a
metalotioneina intra-hepdtica, o que confere protecao adicional a este érgado, inibe a
peroxidacdo lipidica e aumenta a glutationa nos hepatdcitos, reduzindo os danos provocados
pelo stress oxidativo. Visto que o zinco ndo provoca uma mobilizacao brusca de cobre, como
os agentes quelantes supracitados, o seu efeito neurotéxico é menos acentuado, pelo que a
estratégia terapéutica que envolve a utilizacdo de sais de zinco é particularmente util em

doentes com sintomas de disturbios neurolégicos.**
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A dose recomendada de zinco em adultos é 150mg/dia, dividida em trés tomas, e na
populacdo pediatrica é 75mg/dia, igualmente repartida em trés administracées. Como
acontece com os compostos quelantes utilizados na DW, os sais de zinco também devem ser
administrados fora das refeicdes, pois os alimentos diminuem a sua absorgao,
comprometendo a eficicia da terapéutica.’” Dado que o pico de inducdo das
metaloproteinas intestinais ocorre trés semanas apds o inicio do tratamento com sais de
zinco, deve continuar a ser administrado um dos compostos quelantes supra indicados
durante esse periodo, garantindo um intervalo de pelo menos uma hora entre a

administracdo dos dois farmacos.*?

Comparativamente as alternativas terapéuticas, o zinco apresenta poucos efeitos
adversos. Estes incluem irritacdo gastrica, intolerdncia ao alcool, dores de cabeca, aumento
da sudorese, anemia sideroblastica e aumento transitério da lipase plasmatica, da amilase e
da fosfatase alcalina. Assim, as orientagdes europeias recomendam a combina¢do de um

agente quelante e de zinco no tratamento da DW.374?

Existem diversos alimentos ricos em cobre, como sdo exemplo o chocolate, frutos
secos, cogumelos, soja, gelatina, bivalves, figado, entre outros, que devem ser evitados

como medida complementar ao tratamento farmacoldgico.*’

Nos ultimos anos tém-se realizado diversos estudos para averiguar o potencial do
tetratiomolibdato (TTM) no tratamento da DW (figura Ill-4). Este composto forma um
complexo com o cobre (figura lll-5) e com a proteina, atuando através de dois mecanismos:
no plasma, forma complexos com os ides de cobre, quando administrado entre as refeicbes;
no intestino, quando administrado durante as refei¢des, induz a sintese de metaloproteinas

e assim diminui a absor¢do deste metal. %8
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Figura 1l1-4: Representagéo do anido [MoS4]%. Adaptado de Kodama et al.*>

O TM demonstrou controlar os niveis de cobre livre mais eficazmente do que a
trientina. Os efeitos adversos podem ser toxicidade da medula éssea, hepatotoxicidade e
neurotoxicidade. Este composto também apresenta efeito anti-angiogénico, pelo que tem

sido investigado para o tratamento do cancro.*®

Figura Ill-5: Representagéio do complexo formado entre o TM e vdrios dtomos de cobre. Adaptado de Kodama et al.*>

3.2. Doencade Alzheimer

A Doenca de Alzheimer é a forma mais comum de deméncia (mais de 70% dos casos),
e manifesta-se através da deterioracdo geral, progressiva e irreversivel das funcoes
cognitivas (memdria, atencdo, concentracdo, linguagem, pensamento, entre outras) devido a
perda de neurdnios no hipocampo e no cértex. A progressdo da patologia conduz a
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alteragdes no comportamento, na personalidade e na capacidade funcional da pessoa,
comprometendo a realizagdo das suas atividades quotidianas e limitando a sua

independéncia. °%°!

No parénquima cerebral de doentes com DA encontram-se depdsitos fibrilares
amiloidais nas paredes vasculares, placas senis e emaranhados neurofibrilares (NFT). As
placas senis apresentam um nucleo amiloide constituido, predominantemente, por proteina
B-amiloide (AB), um péptido derivado da clivagem da proteina precursora amiloide (APP). Os
NFT encontram-se no citoplasma dos neurdnios e resultam da deposicao de filamentos
anormais de proteina tau hiperfosforilada.”?>® Consequentemente, a comunica¢do cerebral
fica comprometida e as conexdes entre os neurénios ficam danificadas, o que provoca a

morte destas células, ativacido da glia e inflamacgdo.>*

Existem dois tipos de DA: a esporadica, que pode afetar adultos de qualquer idade,
mas geralmente ocorre a partir dos 65 anos, e é a forma mais comum da patologia; a

familiar, que é de origem genética, é muito rara e manifesta-se antes dos 65 anos.>”

A etiologia da DA ainda ndo é consensual na comunidade cientifica, permanecendo sob

intenso debate e sendo alvo de diversos estudos.

Esta patologia é progressiva e os seus sintomas agravam com o avancar do tempo. Os

principais sinais e sintomas da DA estao apresentados no quadro lli-2.
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Quadro IlI-2: Principais sinais e sintomas presentes na Doenga de Alzheimer.>®

Sinais e sintomas da DA

Perda de meméria — a perda de meméria recente é um dos primeiros sintomas;

Disturbios da linguagem — perda da fluéncia verbal e da nomeacao;

Perda da funcdo visual-espacial;

Perda da funcdo cognitiva;

Depressdo, psicose (alucinagdo, delirio), alteracdo da personalidade, mudangas

comportamentais;

Apraxia — dificuldade na execucdo de gestos;

Perda da independéncia;

Morte.

3.2.1. Diagnostico

O desafio no diagndstico da DA é que seja diferencial, ndo se confundindo com outras

etiologias de deméncia.

No inicio da doenga sdo poucas as carateristicas visiveis através de ressonancia
magnética ou TAC. Com o progresso da patologia surge, geralmente, a atrofia cortical
posterior e das estruturas responsaveis pela memdria. Este método auxiliar de diagndstico é
particularmente util no despiste de outros tipos de doenca, como neoplasias, deméncia

vascular, entre outros.>’

No liquido cefalorraquidiano, a concentracdao de AB42 é baixa enquanto os niveis de
proteina tau hiperfosforilada sdo elevados. Contudo, estes valores podem também verificar-

se na popula¢do mais envelhecida, pelo que ndo sdo muito Uteis no diagndstico. >’

Muitas vezes o diagndstico é confirmado através de autdpsia.>’
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3.2.2. Tratamento

Atualmente, o tratamento convencional da DA n3ao promove a cura da doenga, mas
sim o alivio sintomatico. O objetivo terapéutico consiste em melhorar alguns aspetos
cognitivos e reduzir sintomas neuropsiquiatricos e comportamentais, para aliviar o

sofrimento dos doentes e dos seus cuidadores.>®

A terapéutica de primeira linha da doenca nas fases leve a moderada envolve a
utilizacdo de inibidores da colinesterase, que aumentam a concentracdo de acetilcolina na
fenda sindptica e promovem a evolucdo positiva das fungdes cognitivas, mitigando os
sintomas neuropsiquidtricos. Os farmacos aprovados sdo o donepezilo (Aricept®), a
rivastigmina (Exelon®) e a galantamina (Reminyl®).>” Os principais efeitos adversos desta
classe farmacoldgica sdo cefaleias, dores generalizadas, fadiga, nduseas, vomitos, anorexia,
caibras, insénia, tonturas, depressdao, sonhos anormais, aumento da secre¢do gastrica,

convulsdes.>%>?

A memantina, que é um antagonista ndo competitivo dos recetores N-metil-D-
aspartato (NMDA), estd aprovada no tratamento da patologia moderada a grave. Pode ser
utilizada em monoterapia, ou em combinacdo com os farmacos inibidores da
acetilcolinesterase supracitados. As reacoes adversas descritas, apesar de pouco comuns,

s3o sonoléncia, tonturas, cefaleias e obstipacdo.>®>°
Tendo em conta os sintomas da doenca, também se podem utilizar®?:

v Antidepressivos, como a sertralina;
v Anti-psicéticos, como a risperidona, o haloperidol, a olanzapina e a quetiapina;
v Anti-convulsionantes, como a carbamazepina;

v Benzodiazepinas, pontualmente.
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3.2.3. Os metais na doencga de Alzheimer

O cérebro é um 6rgao especializado que necessita dos metais para diversos processos
celulares, por isso, apresenta concentracdes relativamente elevadas de catiGes de Fe, Zn e
Cu. A homeostasia destas espécies é assegurada por um conjunto de proteinas, que regulam

a sua absorcdo, transporte e efluxo.

A relagdo entre a homeostasia do cobre e a doenga de Alzheimer ainda nao estd
elucidada. Diversos autores referem que no cérebro de doentes com DA hd aumento dos
niveis extracelulares de cobre e diminuicdo dos niveis intracelulares, contudo a
concentracdo total do metal no cérebro diminui.?® O cobre aparenta estar envolvido na
agregacao de AP nas placas senis. Ao ligar-se a AB o Cu(ll) é reduzido a Cu(l) e had producao
de ROS, provocando stress oxidativo que agrava a neurodegeneracdo e culmina em morte

dos neurdnios.®?

O desequilibrio do conteudo de cobre no sistema nervoso central demonstrou ser um
fator relevante na agregacdo amiloide, na neurotoxicidade e na hiperfosforilacdo da
proteina tau. Desta forma, os compostos com capacidade quelante sdo uma potencial

solucdo terapéutica da neurotoxicidade causada pela rotura da homeostasia dos metais.®3

Por outro lado, adicionalmente, Yu et al.®* demonstraram que o Cu(ll) promove o
efeito de AB na ativacdo da microglia e consequente neurotoxicidade. Neste processo ha
ativacdo do fator de transcricdo NF-kB e producdo de mtROS (ROS mitocondrial). Com base
nos estudos realizados, os autores sugerem que a agregacao de AP induzida por ides
metdlicos é importante na neuroinflamacdo mediada pela microglia.®* Para que a terapia
doengas neurodegenerativas com compostos quelantes tenha sucesso, é necessario que
estes apresentem carateristicas especificas. Por exemplo, devem ser de baixo peso
molecular e eletricamente neutros, de forma a favorecer a passagem na barreira
hematoencefdlica (BHE). Devem ser seletivos para determinados ides metalicos, evitando a
eliminacdo indiscriminada de metais. Depois de conseguir atingir o cérebro, a molécula deve

ter capacidade de complexar os metais em excesso nos agregados de proteinas, de modo a
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permitir a sua dissolugao e eliminagao. Por fim, a toxicidade deve ser minima assim como os

efeitos adversos.??

O primeiro composto com capacidade quelante a ser experimentado na DA foi a
desferroxamina B (figura 1lI-6), que demonstrou reduzir as limitagdes cognitivas e
comportamentais em doentes com DA. Contudo, este composto apresenta algumas
desvantagens: (i) o seu carater hidrofilico e idnico limita a sua passagem na BHE; (ii) a
desferroxamina B é rapidamente degradada in vivo; (iii) a elevada afinidade do quelante
para Fe(ll) e para outros catides divalentes provoca diversos efeitos adversos, incluindo
anemia.®® Estas limitacdes suscitam o interesse no desenvolvimento de agentes quelantes

especificos e seletivos para aplicacdo na terapia da DA.
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Figura Ill-6: Representagéo da estrutura da desferroxamina B. Fonte: McLachlan et al.%

Lee et al.®® testaram o composto quelante lipofilico DP-109 (figura IlI-7) em cérebros
de ratos transgénicos com APP humana. Verificaram que a administracdo do composto
durante trés meses reduziu as placas amiloides, estimulando a conversdao de AB da forma

insoluvel para a forma soluvel.%¢
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Figura Ill-7: Representagdo da estrutura do composto quelante DP-109. Adaptado de Budimir.®2
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Dedeoglu et al.®” desenharam e sintetizaram o composto XH1 que é capaz de
ultrapassar a BHE, cuja estrutura estd apresentada na figura IlI-8. Esta molécula é
bifuncional, pois apresenta locais de ligagdo ao metal e a proteina amiloide. Estudos in vitro
mostraram que o composto XH1 reduz a precipitacdo de AP induzida pelo Zn(ll) e a
expressdo de APP em ratos transgénicos PS1/APP. O composto ndo revelou toxicidade

significativa nas doses testadas.®’
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Figura I11-8: Representagéo da estrutura do composto XH1. Adaptado de Budimir.52

Cherny et al.?® estudaram o efeito da 5-cloro-7-iodo-8-hidroxiquinolina, ou clioquinol
(figura 111-9), na deposicao AP em ratos geneticamente modificados, verificando-se inibi¢ao
da agregacdao AP induzida por metais. Entre os diversos compostos estudados com esta
finalidade, o clioquinol protagonizou o primeiro ensaio clinico de fase Il e demonstrou a
capacidade de retardar a degradacdo cognitiva provocada pela patologia.®® Contudo, a

utilizacdo deste ligando na DA foi suspensa e outros analogos tém sido desenvolvidos.”®

31



Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas — Universidade do Algarve
Aplicagdes terapéuticas de compostos com capacidade quelante: perspetivas futuras

Figura I1l-9: Representagéo da estrutura do clioquinol. Fonte: Budimir.5?

Os trabalhos referidos servem como exemplo dos diversos estudos realizados nesta

area, que permanece sob intensa investigacao.

3.3. Cancro

Segundo a OMS, o cancro é resultante do “(..) crescimento e proliferagdo
descontrolada das células. Pode afetar qualquer parte do organismo. O crescimento muitas

vezes invade as dreas vizinhas e pode metastizar para o resto do corpo”. ’*

O cancro deriva de uma Unica célula e a transformagao desta em cancerigena é um
processo com diversas etapas que resulta da interagcdo entre componentes genéticos e
agentes externos. Os mecanismos moleculares do desenvolvimento de uma neoplasia estdo

esquematizados na figura 111-10.72
Tendo em conta a sua agressividade, as neoplasias podem classificar-se em:

v' Neoplasias benignas: as suas carateristicas micro e macroscépicas sdo
inofensivas, ndo tém capacidade de invadir outras partes do organismo e,
geralmente, podem ser removidas por cirurgia local. Contudo, é necessario

vigiar pois podem adquirir carater maligno.
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v" Neoplasias malignas: a lesdo pode invadir e danificar estruturas adjacentes,

assim como disseminar-se no organismo, isto é, metastizar-se, e podem causar

a morte.

Figura 11l-10: Representagdo dos mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento de uma neoplasia. Adaptado
de Stricker et. al.”?
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3.3.1. Tratamento

O alvo terapéutico da maioria dos agentes antineopldsicos sdo os acidos nucleicos,
levando a destruicdo das células e/ou inibindo a proliferacdo celular. De um modo geral, os
farmacos utilizados no tratamento das neoplasias pertencem a trés grandes classes:

citotdxicos propriamente ditos, hormonas e anti-hormonas e imunomoduladores.>®

Inicialmente assumiu-se que a maior diferenca no comportamento das células
normais, relativamente ao das células neoplasicas, era a elevada taxa de divisdo. Hoje em dia
sabe-se que outras diferencgas as distinguem, como por exemplo a resisténcia a apoptose e
ao envelhecimento celular, entre outros aspetos igualmente relevantes. Este conhecimento
revelou-se fundamental para a descoberta de farmacos mais seletivos e menos toéxicos.
Diversos estudos tém refletido o papel da angiogénese no desenvolvimento tumoral, o que
originou o aparecimento do farmaco bevacizumab, que consiste num anticorpo que atua
através da inibicdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF).”® Por outro lado, os
inibidores das cinases tirosinicas bloqueiam o local de ligacdo de adenosina trifosfato (ATP)
nestas enzimas, inibindo a fosforilacdo e bloqueando a proliferacdo celular. A atividade de
algumas cinases estd aumentada, ou é especifica, em determinados tipos de neoplasias, o
que faz com que esta classe de farmacos seja relativamente seletiva. Um exemplo de

farmaco seletivo que atua em cinases tirosinicas é o Imatinib™.7*

De forma a otimizar a terapéutica anticancerigena, utilizam-se associacdes de
citotoxicos em varios ciclos, com frequéncia variavel. A posologia é dependente da area
corporal, sendo necessdrio ajustar a dose administrada em casos de insuficiéncia hepatica

ou renal.>®

Na sua maioria, os farmacos disponiveis para a quimioterapia do cancro ndo sdo
seletivos para as células neoplasicas, pelo que, frequentemente, afetam os tecidos normais,
apresentando uma margem terapéutica (indice de seguranca) estreita. Para além disso,
originam efeitos adversos graves, que muitas vezes comprometem a adesdo a terapéutica.

Outra limitacdo é o desenvolvimento de resisténcia aos farmacos por parte das células
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neoplasicas. Desta forma, é premente desenvolver novas estratégias terapéuticas, que

sejam potentes mas mais seletivas para as células cancerigenas, e menos agressivas.>®

3.3.2. Influéncia do cobre na fisiopatologia do cancro

Como referido anteriormente, o cobre é um elemento essencial e apresenta um papel
importante na bioguimica de todos os seres vivos. A sua absorcdo ocorre, principalmente, no
intestino delgado e é transportado para o figado pela a albumina sérica. No processo de
entrada para a célula, o Cu(ll) é reduzido a Cu(l) e o seu transporte é realizado através de
transportadores de membrana, por exemplo o transportador humano de cobre (hCtrl).”> O
transporte intracelular é assegurado pela glutationa e por proteinas chaperone, de que sao
exemplos Atox1, Cox 17 e CCS. O complexo Cu(l)-Glutationa funciona como veiculo na
destoxificacdo do metal por parte das metalotioneinas, enquanto que as proteinas

chaperones transportam o metal para compartimentos celulares especificos.”®

E consensual que o excesso de cobre intracelular promove stress oxidativo e aumenta
a producdo de ROS na célula, por isso tem sido estudada a sua contribuicdo na etiologia e no
crescimento de neoplasias. Para além disso, a sua distribuicdo aparenta estar alterada em
tecidos tumorais. Varios estudos indicam que os niveis de cobre sérico e no tecido tumoral
sao significativamente mais elevados em doentes com cancro do que em pessoas saudaveis.
A concentragao de ceruloplasmina também se tem revelado mais elevada em determinados
tipos de neoplasia, e tem sido reconhecida como um estimulante endégeno da angiogénese

em células tumorais.”’
O papel do cobre na angiogénese tumoral

A angiogénese consiste na génese de novos vasos sanguineos. Os fatores angiogénicos
atuam inicialmente através da ativacdo dos fatores de crescimento e, posteriormente,

estimulando a imigracao de células endoteliais e inibindo a apoptose celular.

Os estimulantes enddgenos da angiogénese sdo: (i) fatores de crescimento, como o

fator endotelial de crescimento vascular (VEGF), angiogenina (ANG), fator de crescimento
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fibroblastico (a-(b-FGF)), fator de necrose tumoral (TNF-a), fator de crescimento epidérmico
(EGF); (ii) citocinas, como interleucinas (IL) 1, 6 e 8; (iii) elementos vestigiais, como o cobre.
Os inibidores enddgenos da angiogénese incluem citocinas, como IL 10 e 12, e moduladores,

como angiotensina, endostatina e angiopoetina-2.”’

As células neoplasicas apresentam capacidade de produzir os seus proéprios
estimulantes da angiogénese ou, por outro lado, de estimular outras células para que o

fagam por si.

O cobre, como estimulante da angiogénese, desempenha um importante papel no
desenvolvimento de neoplasias. Por outro lado, o zinco estd associado a apoptose e,
consequentemente, a reducdo das células tumorais.”® Desta forma, ha maior concentracdo
de cobre e menor concentracdo de zinco nas células tumorais, comparativamente a células
saudaveis.”® Assim, o desenvolvimento de quelantes que seletivamente sequestrem o cobre
em células cancerigenas, sem interferir com os niveis de zinco, pode ser uma via para novas

terapéuticas anticancerigenas.
Diversos estudos tém referido a influéncia do cobre na angiogénese:

v Estimulo da migracdo de células endoteliais;3%8!

v' Inducdo da sintese de fibronectina, uma glicoproteina de matriz relacionada
com a producdo de novos vasos;®?

v Regulacdo do crescimento e da regressdo de novos vasos sanguineos;®?

v Diminui¢3o da expressdo de fatores de crescimento e de citocinas angiogénicas

na auséncia de cobre.848>

Em situacdo de hipoxia ha ativacdo do fator HIF-1 e, consequentemente, ha expressao
do VEGF regulada por este fator de transcricdao. Contudo, esse processo é inibido na
auséncia de cobre, o que sugere que este metal é necessdrio a ativacdo do fator de

transcricdo HIF-1.86

A angiogenina (ANG) é uma proteina que participa na inducdo da angiogénese e a sua
expressao esta aumentada em células cancerigenas. Foi demonstrado que o cobre aumenta

a expressdo da ANG e influencia diferentes acdes desta proteina.?”
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Assim, parece ser consensual que a concentragao de cobre estd relacionada com o
desenvolvimento, incidéncia, regressao e possibilidade de recidiva de diversos tumores. Em
conformidade, a utilizacdo de compostos quelantes na privacdo de cobre em ambiente
tumoral é, atualmente, alvo de investiga¢do cientifica, uma vez que pode ser promissor no

desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. 888°
O papel do cobre no stress oxidativo e na produgao de ROS

As células mantém um equilibrio entre as espécies oxidantes e antioxidantes, que sao
essenciais as inumeras fungdes intra- e extracelulares. O stress oxidativo conduz a quebra do

equilibrio supracitado, prevalecendo o ambiente oxidativo.

As células cancerigenas apresentam maior nivel de stress oxidativo do que as células
normais, uma vez que a sua rapida proliferacdo necessita de grandes quantidades de energia

produzidas pela mitocéndria, o que conduz a elevada génese de ROS.

A maioria do cobre presente no organismo encontra-se na forma oxidada Cu(ll),

denominado ido cuprico, e na forma reduzida Cu(l), ido cuproso.

O cobre pode provocar stress oxidativo através de dois mecanismos: catdlise da
formacao de ROS através da reacdo de Fenton e, por outro lado, diminuicdo da

concentrac3do de glutationa.?%°?

Uma das fungdes da glutationa é participar no metabolismo e destoxificacdo do cobre,
ao complexar diretamente o metal, ou mantendo-o num estado de oxidacdo reduzido e, por

isso, indisponivel para participar em reagdes redox.

O ido cuprico, na presenca de uma espécie redutora, como a glutationa ou o radical
superoéxido, é reduzido ao ido cuproso (equagdo 5). Por sua vez, o Cu(l) pode reagir com o
perdxido de hidrogénio (H.0;) e formar radicais hidroxilo, ou seja, ocorre a reagdo de Fenton

(equagdo 6).14
Cu(Il) + 0;° - Cu(l) + 0, (5)

cu(l) + H,0, - Cu(Il)+ « OH + OH~- (6)
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O radical hidroxilo é extremamente reativo e consegue interagir com a maioria das
moléculas bioldgicas, incluindo o DNA. A sua interagdo com esta molécula pode conduzir a
quebra da dupla cadeia e oxidacdo das bases azotadas.’> A membrana interna da

mitocondria e as membranas lipidicas também sdo alvos do stress oxidativo.

Dada a influéncia do cobre na producdo de ROS e o papel destes na carcinogénese, os
compostos com capacidade quelante tém sido investigados em dois sentidos: por um lado
pela capacidade de formar complexos com o metal, diminuindo a sua disponibilidade para
gerar stress oxidativo; por outro lado, na formagao de complexos citotéxicos, que conduzam

a apoptose celular.

A influéncia de ROS na carcinogénese e na apoptose celular tém sido alvo de diversos
estudos, perspectivando também um critério de seletividade entre células neopldsicas e
células saudaveis. Existem inumeros trabalhos publicados recentemente sobre a acdo de
guelantes e correspondentes complexos de cobre, de entre os quais foram selecionados
alguns, que serdo seguidamente referidos de forma a ilustrar a importancia destes

compostos na patologia.

Vyas et al.’3 sintetizaram o composto TMCPMP-TS ((Z)-2-((1-(3-clorofenil)-3-metil-5-
oxo0-4,5-dihidro-1H-pirazol-4-yl)(p-tolyl)metileno) carbotioamido-hidrazina) e testaram a
capacidade citotdxica do seu complexo com Cu(ll) [Cu(TMCPMP-TS)(Phen)] (figura 1lI-11) em

células de carcinoma pulmonar humano (A549).%3

Figura Ill-11: Representagdo da estrutura do complexo Cu(TMCPMP-TS)(Phen). Adaptado de Vyas et al.*3
38



Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas — Universidade do Algarve
Aplicagdes terapéuticas de compostos com capacidade quelante: perspetivas futuras

De forma a averiguarem se ocorria a ligagdo do complexo ao DNA, analisaram as
alteragdes no espetro de absor¢dao do complexo aquando da adi¢ao de quantidades de DNA.
Verificaram-se alteracdes nas bandas de absorcdo do complexo e aumento da coloracao
devido as transi¢des m—>1*, o que sugere que o complexo apresenta tendéncia para se ligar
ao DNA. Também se verificou que o complexo se liga a albumina sérica bovina (BSA), que é

estruturalmente semelhante a albumina sérica humana (HSA).%

A atividade anticancerigena foi determinada in vitro através do teste MTT e do LDH,
que avalia a presenca de células lesadas. O complexo mostrou atividade antiproliferativa
dependente da dose quando testado na linha celular A549, e as lesGes celulares foram
demonstradas através da quantificacdo de LDH no meio de cultura. O ciclo celular foi
mantido na fase Go/Gi. A sua atividade citotoxica podera dever-se a alteragdes
conformacionais ou clivagem do DNA induzidas pelo complexo e/ou a ligacdo deste a

proteinas necessarias ao desenvolvimento tumoral, comprometendo a sua fungdo.®

Os estudos demonstraram também que os complexos de cobre (Il) referidos exibem
menor toxicidade e maior poténcia que a cisplatina e seus andlogos de 22 e 32 geracdo,
revelando-se assim como potenciais compostos lider para o desenvolvimento de agentes

antineopldsicos otimizados.*

Anjomshoa et al.’* sintetizaram e caraterizaram o complexo [Cu(dppt)2(H20)](PFs)2
representado na figura lll-12. A complexacdo do ligando dppt com zinco®® e com niquel®®

havia sido previamente estudada.

Figura Ill-12: Representagéio da estrutura do complexo [Cu(dppt):(H20)](PFs).. Fonte: Anjomshoa et al.®*
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A ligacdo do complexo ao FS-DNA foi analisada através de variagdes na absorgao, na
gama espectral de UV-visivel, desnaturacdao térmica e eletroforese. Depois de adicionar
qguantidades crescentes do complexo a solucdo de DNA a sua banda no espetro aumentou
de intensidade, embora sem deslocamento. Foi proposto que a interacdao do complexo com
o DNA provoca a alteracdo da conformacdo deste e exple as suas bases azotadas, o que

resulta num aumento da intensidade de absor¢3o.%*

Analisou-se a ligacdo competitiva do complexo com brometo de etidio (EB) através de
espectroscopia de fluorescéncia e verificou-se que a intensidade de emissdao do sistema
DNA-EB diminuiu significativamente com a adicdo do complexo de cobre. Isto significa que o
complexo compete com o EB na ligagdo ao DNA e consegue retira-lo do sistema,

intercalando-se no DNA.?*

A interacdo entre o complexo e a BSA foi estudada através de diversos métodos.
Calcularam-se as constantes de associacdo em diversas condicdes e os resultados deram

indicacdo clara de que o complexo apresenta afinidade significativa para a BSA.**

De forma a caraterizar a atividade citotdxica do complexo foram utilizadas varias
linhagens de células de carcinoma humano (MCF-7, A-549e HT-29). As células foram tratadas
com diversas concentracdes de complexo e a sua viabilidade foi determinada através do
teste MTT. Observou-se microscopicamente a diminuicdo do numero de células neoplasicas,
0 que sugere que o composto apresenta capacidade de induzir a apoptose celular. O seu
efeito mostrou-se dependente da dose, e mais eficaz nas células HT-29 (ICso: 4,5 uM) do que
em MCF-7 (ICso: 9,8 uM) e em A-549 (ICso: 7,8 uM). Os valores ICso obtidos sdo, contudo,
bastante proximos, situam-se na gama micromolar baixa e sdo inferiores aos exibidos pela
cisplatina (usada como controlo), nas mesmas linhagens celulares e em condicGes
experimentais idénticas. Claramente, as linhagens celulares referidas mostraram maior

susceptibilidade ao complexo de cobre que a cisplatina.®*

Recentemente foi sintetizado e caraterizado, por Vo et al.’’ um composto que se
revelou promissor na terapia anticancerigena: o elesclomol. Hasinoff et al.’®°° investigaram

0s possiveis mecanismos subjacentes ao efeito citotdxico, comparando o ligando e o seu
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complexo de cobre. Na sequéncia destes estudos o elesclomol foi proposto para
desenvolvimento, como um novo farmaco antineopldsico, protagonizando atualmente

diversos ensaios clinicos em variados tipos de neoplasia maligna.1®°

A reacgdo entre o ligando elesclomol e o Cu(ll) (figura 1lI-13) apresenta estequiometria

1:1 e a constante de estabilidade é bastante elevada (B=10%*2M1), o que indica que a

interacdo entre as duas espécies é muito forte.1%*
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Figura Ill-13: Representagdo do ligando elesclomol e do complexo que este forma com o cobre [Cu(ll)-elesclomol]. Fonte:
Hasinoff et al.®8

Relativamente ao modo de acdo, sabe-se que o elesclomol complexa o cobre (ll)
sérico, formando um complexo com capacidade de atravessar a membrana celular. Depois
de entrar na célula, a evidéncia experimental indica que o complexo é transportado para o
interior da mitocondria, onde o elesclomol se separa do metal, levando a acumulac¢do deste
no interior do organelo. Este passo é importante, pois o ligando fica disponivel para voltar a
importar metal para o interior da mitocondria. Posteriormente ocorre a reducdo do Cu(ll) a
Cu(l), gerando stress oxidativo que provoca a morte da célula.’®? De forma a comprovar a
contribuicdo do cobre no mecanismo de acdo do elesclomol, verificou-se que compostos
quelantes com grande afinidade para o cobre diminuem a atividade citotdxica deste

composto.”®

No decorrer de estudos para avaliar o efeito antiproliferativo do elesclomol e do seu

complexo de cobre, mediante andlise do crescimento celular na presenca destas espécies,
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verificou-se que tanto o ligando como o seu complexo com Cu(ll) inibem o crescimento
celular. Os compostos também mostraram capacidade de influéncia no ciclo celular,
aumentando o nimero de células em fase sub-Go/G1 e inibindo o progresso do seu ciclo

celular, o que é indicativo de ativa¢do dos mecanismos conducentes a apoptose.®

O complexo revelou inibir a atividade da topoisomerase | a concentra¢gdes mais
elevadas, ndo se tendo observado este efeito quando foi testado o ligando livre. Nenhum
dos compostos apresentou efeito na topoisomerase lla. Estes resultados parecem indicar
que nenhuma destas proteinas é o alvo principal do ligando, ou do correspondente

complexo de cobre.??

Em suma, ambos os compostos inibiram imediatamente o crescimento celular,
blogueando o ciclo em Gj, 0 que conduziu a apoptose. Foi demonstrado que os compostos
provocam quebra da cadeia dupla de DNA e o seu mecanismo de ag¢ao inclui o influxo de

complexo para o interior da mitocéndria.*®

Em trabalhos levados a cabo por Ismael et al.,!® no grupo de investigacdo em
Reatividade Organica e Quimica Medicinal do Centro de Ciéncias do Mar do Algarve, onde
também foi efetuada a investigacdo que conduziu ao presente relatério, foram sintetizados
dois compostos, o tetrazol 5-aminosacarinato (TS) e o 2-metiltetrazol-5-aminosacarinato

(2MTS) e avaliada a sua capacidade quelante em presenca de caties divalentes de cobre.

A analise por difrac¢do de raios X aos cristais de 2MTS-Cull obtidos revelou a estrutura
do complexo, que inclui duas moléculas de ligando bidentado e uma molécula de agua
ligadas ao catido metalico e ainda uma molécula de dgua nao coordenada, que desempenha
um importante papel no arranjo supramolecular do cristal, organizado com base numa rede
de pontes de hidrogénio. No caso do TS verificou-se, através de titulacdo usando métodos
espectrofotométricos, na zona espectral do UV-visivel, que a estequiometria da reacdo é de
1:1.193 As estruturas dos complexos formados entre os dois compostos e o Cu(ll) estdo

representadas na figura lll-14.

A capacidade quelante dos compostos TS e 2MTS foi testada em solucdes de Cu?*, Fe?*

e Ca?*, a diversas concentrac¢des, e comparada com a capacidade quelante exibida pelo EDTA

42



Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas — Universidade do Algarve
Aplicagdes terapéuticas de compostos com capacidade quelante: perspetivas futuras

(no caso do Ca®** a comparacdo foi efectuada com o EGTA). A atividade quelante foi

determinada através da equagdo 7. 103

Absorvancia da amostra a A (nm)

Capacidade quelante (%) = (1 - )x 100 (7)

Absorvancia do controlo a A (nm)

Os compostos demonstraram grande afinidade para o Cu(ll) e a sua interagdo com os
restantes catides ndo foi significativa. Relativamente a complexa¢do com cobre, o TS
apresentou aproximadamente 92% de atividade quelante e o 2MTS revelou cerca de 74%,
para a concentracdo de 5mM. Estes valores sao elevados, quando comparados com os

obtidos com o EDTA (88% a 3.4 mM).193
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Figura Ill-14: Representagdo da estrutura dos complexos formados na reagdo do TS (1) e o 2MTS (2) com Cu(ll). Fonte:
Ismael et al.1%3

Os testes de citotoxicidade in vitro foram realizados em linhagens de células de
carcinoma hepatocelular (HepG2) e foi utilizado o kit de proliferacdo celular MTT. Os
ligandos livres TS e 2MTS nao revelaram qualquer atividade citotéxica enquanto que os
correspondentes complexos de cobre exibiram elevada capacidade citotéxica.%3
A elevada citotoxicidade dos complexos em células hepdticas neoplasicas humanas,

mesmo com concentra¢des reduzidas, e a elevada seletividade dos ligandos para o Cu(ll),
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sugerem perspetivas promissoras na terapéutica de neoplasias, principalmente por estas
apresentarem uma elevada concentracdo de Cu(ll).1°® Prosseguem os estudos com este
qguimiotipo de agentes quelantes para explorar a possibilidade de desenvolvimento de novas

ferramentas para o combate a neoplasias malignas.

Vutey et al.’%* demonstraram que o ligando HPyCT4BrPh e o seu complexo de Cu(ll)
[Cu(PyCT4BrPh)Cl] exibem citotoxicidade em diversas linhagens de células neopldsicas. As
estruturas do ligando e do correspondente complexo de cobre encontram-se apresentadas

na figura IlI-15.

HPyCT4BrPh [Cu(PyCT4BrPh)Cl] !

Figura IlI-15: Representagdo do ligando e do seu complexo com Cu(ll). C: cinzento escuro; H: cinzento claro; N: azul; Cl:
verde; Cu: cor-de-laranja; S: amarelo; Br: castanho. Fonte: Vutey et al.1%*

Verificou-se que o complexo é mais eficaz do que o ligando isolado, exibindo potente
capacidade inibidora da topoisomerase | e impedindo o passo de clivagem do ciclo catalitico
da enzima. Assim, considera-se que a complexacdo com o cobre é essencial para que o
composto adquira uma estrutura favordvel a sua interacdo com o sitio ativo da enzima,

apresentando potencial utilizac3o na terapia antineoplasica.'®*

Outros trabalhos tém demonstrado que complexos de Cu(ll) podem interferir no ciclo

celular das células neopldsicas e conduzir a apoptose.1®
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Como se pode concluir, os complexos de cobre (ll) tém sido extensamente
investigados por apresentarem boa capacidade citotéxica e maior seletividade para as
células neopldsicas. Os compostos de Cu(ll) supracitados servem como exemplos, pois a

publicacdo de novos trabalhos é constante e os resultados sdo promissores.106-110

3.4. Outras patologias

Para além das aplicacdes na doenca de Wilson, na doenca de Alzheimer e no cancro, os
complexos de cobre tém-se mostrado Uteis noutras patologias, nomeadamente: doencas

cardiovasculares, diabetes, talassemia, entre outras.

Os compostos com capacidade quelante demonstraram ser eficazes na diminui¢ao da
sobrecarga de ferro em doentes com talassemia.!'! Lal et al.!'? avaliaram o efeito da
combinacdao de desferrasirox e desferroxamina, dois compostos quelantes conhecidos, e
observaram que houve uma rapida reducdo do ferro a nivel sistémico e no miocardio, assim

como o controlo das espécies toxicas de ferro plasmatico, sem aumentar a toxicidade.!?

Os beneficios dos compostos quelantes na doenca cardiovascular (CVD) ainda sdo
controversos. Em 2013, Lamas et al.'*® realizaram o primeiro grande ensaio (TACT) para
determinar se a terapia com compostos quelantes, isoladamente ou em conjunto com
elevadas doses de vitaminas e minerais, é benéfica em doentes que sofreram de enfarte do
miocardio. Os autores do trabalho concluiram que, em doentes estaveis com histéria de
enfarte do miocardio, a utilizagdo de um regime de EDTA intravenoso reduziu a ocorréncia
de complicacGes vasculares, em comparacdo com o placebo. Estes resultados sdo
impulsionadores para novos estudos e revelam um potencial alvo terapéutico nesta

patologia, contudo ndo sdo conclusivos por si s6.%13

Na diabetes mellitus (DM), a influéncia dos metais e dos compostos com capacidade

guelante estd pouco explorada. Aparentemente, a alteracdo da homeostasia do cobre e do
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ferro é uma carateristica da DM, demonstrada pela acumulacdo destes metais no coracao,

rins e outros tecidos.!** Ha assim muito trabalho a desenvolver nesta area.

Os produtos finais de glicosilacdo avancada (AGEs) sdo um grupo de compostos
produzidos a partir da glicosilagdo ndao enzimatica, ou glicoxidagdo, de proteinas, lipidos e
acidos nucleicos. A formacdo destes compostos tem sido associada ao desenvolvimento de
complicacdes em doentes com diabetes e depende da contribuicao de diversos metais.
115,116,117 por outro lado, alguns dos medicamentos utilizados na reducdo das complicacbes
da diabetes tém demonstrado inibir a reacdo de Maillard e a formacao de AGEs, através da
complexacdo e eliminacdo de metais, o que sugere a contribuicio dos metais e do stress
oxidativo nas complica¢des. Contudo, a utilizagdo dos compostos com capacidade quelante
nesta patologia é imatura e tem de ser mais investigada, de forma a esclarecer duvidas e

mecanismos. 118

Nestas areas, a investigacdo ainda é prematura e poucos sdao os estudos realizados.
Contudo, os resultados ja obtidos indicam claramente que existem perspetivas futuras de

desenvolvimento na utilizagao dos complexos de cobre em diversas patologias.
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IV. Conclusao

Os metais desempenham um papel essencial ao normal funcionamento do organismo

e a rotura da sua homeostasia esta intimamente ligada a variosprocessos patoldgicos.

Atualmente, a investigacdao sobre o cobre e a sua influéncia em diversas patologias é
alvo de grande interesse e tem sido objeto de estudos detalhados. Neste trabalho foram
recolhidas diversas perspetivas acerca da influéncia dos metais em patologias como o
cancro, a doenca de Alzheimer, a doenca de Wilson e noutras patologias, ainda que pouco
exploradas neste ambito, como diabetes, doencas cardiovasculares e talassemia. A
perspectiva é investigar a viabilidade da utilizacdo de compostos com capacidade quelante

no tratamento das doencas referidas.

Diversos trabalhos de investigacdo mostraram que o cobre se comporta como fator
pro-angiogénico, favorecendo a criagdo de novos vasos sanguineos que sustentam o
crescimento de células tumorais. Por outro lado, foi demonstrado que a redugao de Cu(ll) a
Cu(l) promove o stress oxidativo, resultando este na produgdo de ROS que interagem com as
proteinas celulares. Assim, a utilizacdo de compostos com capacidade quelante no controlo
de neoplasias pode cumprir 2 objectivos que concorrem sinergicamente para a eliminagao
do tumor: (i) reduzir o cobre disponivel, necessario para estimular a angiogénese, inibindo
assim o crescimento tumoral; (ii) aumentar o nivel de stress oxidativo e a producao de ROS
de forma a induzir os processos conducentes a apoptose, através da formacao de complexos
citotoxicos. As células neopldsicas apresentam maior concentracdo de Cu(ll) do que as
células normais, o que permite a producdo de compostos seletivos para esta espécie e,
consequentemente, menos toxicos para tecidos normais. Assim, o grande objetivo dos
estudos mais recentes é o desenvolvimento de ligandos que ndo sdo téxicos de per se, mas

gue apos complexarem o Cu(ll) intracelular formam um complexo citotodxico.

Na doenca de Alzheimer, o cobre, o zinco e o ferro apresentam funcdes relevantes.
Muitos autores acreditam que a degradacdo neuroldgica se deve a deposicao de agregados

de proteina B-amiloide e foi demonstrado que o Cu(ll) contribui para esse processo. Quando
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o cobre se liga a esta proteina é reduzido a Cu(l), conduzindo a producdo de ROS. Por outro
lado, acredita-se que o cobre promove a ativacgdao da microglia, gerando um processo

inflamatdrio que leva a neurotoxicidade e morte neuronal.

Foram referidas neste trabalho outras patologias, como as doengas cardiovasculares,
talassemia e diabetes mellitus, que representam potenciais aplicacdes dos compostos
quelantes, pois tém sido investigadas no sentido de compreender a influéncia dos metais na

sua fisiopatologia.

Atendendo ao caso especifico do cancro, uma vez que as células neoplasicas
apresentam carateristicas muito prdprias, hd possibilidade de desenvolver alternativas
terapéuticas personalizadas, de forma a reduzir os efeitos téxicos dos compostos em células
normais e a aumentar a sua eficdcia citotdéxica em células neoplasicas. As terapias
convencionais apresentam limita¢des a sua utilizacdo, como a diversidade e severidade dos
efeitos adversos e o desenvolvimento de resisténcias, sendo premente descobrir novas

estratégias terapéuticas.

Dada a importancia dos diversos metais, especialmente do cobre, nos processos
fisiopatoldgicos supracitados, pode concluir-se que que os compostos com capacidade
guelante sdo prometedores, na perspectiva do desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas. A meu ver, é muito importante que se desenvolvam terapéuticas alternativas

as ja comercializadas, com melhores propriedades.
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