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Resumo

O cancro da mama e o cancro colorretal sdo, respetivamente, o segundo e ter-
ceiro tipos de cancro com maior incidéncia e, por isso, estdo associados a elevadas
taxas de mortalidade em todo o mundo. Embora exista uma série de farmacos quimio-
terapéuticos usados para o tratamento destas doencas, que incluem os complexos
metalicos de platina, as fluoropirimidinas, os taxanos, as antraciclinas, entre outros, de
uma forma geral eles apresentam algumas desvantagens. Entre elas, destacam-se os
efeitos adversos severos, bem como o desenvolvimento de resisténcia aos farmacos
por parte das células tumorais ao longo da terapéutica. Assim, é fundamental o desen-

volvimento de novos farmacos antitumorais que ultrapassem estes problemas.

Estudos anteriores, realizados na Unidade de Biofisica da Universidade de
Coimbra em parceria com o grupo de Quimica Organica do Departamento de Quimica
da Universidade de Coimbra, demonstraram que complexos metalicos salen derivados
do acido (+)-canférico exibem atividade antitumoral, especialmente complexos metali-
cos com ligandos di e tetraclorados. Segundo a literatura, complexos de ruténio tém
apresentado elevada atividade citotdxica, demonstrando maior seletividade para as
células tumorais. A sua menor toxicidade relativamente, por exemplo, aos complexos
de platina, torna-os uma alternativa credivel e promissora aos farmacos atualmente
utilizados em quimioterapia. Neste enquadramento, o objetivo do trabalho descrito
nesta dissertacdo foi sintetizar novos complexos de Ru(lll) e Ru(ll), com ligandos salen
e salan, di e tetraclorados derivados do acido (+)-canférico e, recorrendo a estudos in
vitro, testar a sua atividade antitumoral em linhas celulares de cancro da mama, MCF-7
e HCC1806, e colorretal, LS1034 e WiDr. A finalidade deste estudo passa por perceber

se o numero de atomos de cloro, o nimero de oxida¢do do metal e/ou as alteracbes

XXi



no esqueleto do ligando (ligando salen ou salan) influenciam a atividade citotéxica do

complexo.

Na primeira parte do trabalho foi efetuada a sintese dos complexos de ruténio
derivados do 4cido (+)-canférico.  Esta sintese envolveu inicialmente a preparacdo
da diamina derivada do acido (+)-canfdrico pela reacdo de Schmidt. Depois, a reacao
da diamina com derivados de salicilaldeido sob irradiacdo por ultrassons, originou os
ligandos salen. Uma vez obtidos os ligandos salen, os mesmos foram reduzidos para
obter os correspondentes ligados salan. Para finalizar, os ligandos salen e salan foram

complexados com Ru(lll) e Ru(ll), dando origem aos respetivos complexos de ruténio.

A segunda parte do trabalho envolveu a analise da atividade antitumoral dos
complexos de ruténio sintetizados, nas linhas celulares de cancro da mama, MCF-7 e
HCC1806, e colorretal, LS1034 e WiDr, através de estudos in vitro. Primeiro avaliou-se
a atividade antiproliferativa de todos os complexos, e observou-se que todos apresen-
tavam atividade antiproliferativa dependente da concentracdo de compostos, nas
linhas celulares em estudo. No entanto, o complexo mais promissor foi o complexo de
Ru(lll) do ligando salen tetraclorado, com valores de ICso que compreendem 2,1-
3,7 uM. E muito importante evidenciar que estes valores s3o inferiores a muitos dos
obtidos com farmacos usados atualmente no tratamento quimioterapéutico dos can-
cros da mama e colorretal. A atividade antiproliferativa promissora deste composto
pode ser devida a presenca, em simultaneo, de duas caracteristicas relevantes, a pre-
senca dos quatro atomos de cloro, responsdveis por aumentar a lipofilicidade do com-
plexo e, consequentemente, a sua captacdo pela célula tumoral, e o nUmero de oxida-

¢do +3, que permite que estes complexos atuem como profarmacos.

Com este complexo mais promissor, prosseguiram os estudos de viabilidade e
ciclo celular, nos quais se observou uma diminuicao da viabilidade celular para todas as
linhas celulares, sendo esta mais marcada nas linhas HCC1806 e LS1034, acompanhada
de notdria morte celular por necrose para a concentracdo mais elevada e de morte
celular por apoptose para a concentracao intermédia. Avaliou-se também o stresse

oxidativo induzido nas células pelo complexo, através da avaliacdo da producao de ROS

XXii



e da defesa antioxidante GSH. Os resultados indicam que houve alteragdes a nivel de
stresse oxidativo, nomeadamente na producdo intracelular de perdxidos e superoxi-
dos, e que esta alteracdo esta muito provavelmente relacionada com o tipo de morte

celular induzida pelo complexo.

Realizaram-se ainda estudos de seletividade com recurso a duas linhas celula-
res de tecido sauddavel: HFF1 e CCD841 CoN. Observou-se que o complexo mais pro-
missor apresentou elevada seletividade para linhas celulares tumorais, visto que nao
diminuiu de forma consideravel a viabilidade das células ndo tumorais. Para concluir os
estudos, avaliou-se a hemocompatibilidade do complexo, por quantificacdo da hemo-
globina libertada. Os resultados revelaram que o complexo ndo afeta a integridade da
membrana dos eritrécitos, facto suportado pela reduzida libertacdo da hemoglobina

para o soro.

Com base nos resultados obtidos, o complexo de Ru(lll) tetraclorado salen

demonstrou possuir caracteristicas que o poderdo tornar uma alternativa eficaz e

segura para o tratamento do cancro da mama e colorretal.
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Abstract

Breast cancer and colorectal cancer are, respectively, the second and third
most prevalent cancers, and are therefore associated with high mortality rates world-
wide. Although there are a number of chemotherapeutic drugs used for the treatment
of these diseases, which include platinum metal complexes, fluoropyrimidines,
taxanes, anthracyclines, among others, they generally have some disadvantages. These
include severe adverse effects as well as the development of resistance to the drugs by
the tumor cells throughout the therapy. Thus, the development of new antitumor

drugs that will overcome these problems is fundamental.

Previous studies carried out at the Biophysics Unit of the University of Coimbra
in partnership with the group of Organic Chemistry of the Department of Chemistry of
the University of Coimbra showed that metal complexes derived from (+)-camphoric
acid exhibit antitumor activity, especially metal complexes with di-and tetrachlorinated
ligands. According to the literature, ruthenium complexes have shown high cytotoxic
activity, demonstrating greater selectivity for tumor cells. Their lower toxicity relatively
to, for example, platinum complexes makes them a credible and promising alternative
to currently used chemotherapy drugs. In this context, the objective of the work de-
scribed in this dissertation was to synthesize new Ru(lll) and Ru(ll) complexes with di-
and tetrachlorinated salen and salan ligands and, using in vitro studies, test their anti-
tumor activity in breast cancer MCF-7 and HCC1806 cell lines, and in colorectal cancer
LS1034 and WiDr cell lines. The purpose of this study is to determine whether the
number of chlorine atoms, the oxidation number of the metal and / or changes in the
backbone of the ligand (salen or salan ligand) influence the cytotoxic activity of the

complex.

XXV



In the first part of the work the synthesis of ruthenium complexes derived from cam-
phoric acid was carried out. This synthesis initially involved the preparation of the
diamine derived from (+)-camphoric acid through the Schmidt reaction. The subse-
guent reaction of the diamine with salicylaldehyde derivatives under ultrasound irradi-
ation gave the salen ligands. These ligands were reduced to give the corresponding
salan ligands. Finally, the salen and salan ligands were complexed with Ru(lll) and

Ru(ll), giving rise to the corresponding ruthenium complexes.

The second part of the work involved the analysis of the antitumor activity of
the ruthenium complexes that were synthesized, in the breast cancer cell lines, MCF-7
and HCC1806, and colorectal cancer cell lines LS1034 and WiDr, by in vitro studies. The
antiproliferative activity of all the complexes was first evaluated and all of them
showed antiproliferative activity in the cell lines under study, dependent on the con-
centration of compounds. However, the most promising complex was the Ru(lll) com-
plex of the tetrachlorinated salen ligand, with ICsg values of 2.1-3.7 uM. It is very im-
portant to note that these values are lower than many of those obtained with drugs
currently used in the chemotherapeutic treatment of breast and colorectal cancers.
The promising antiproliferative activity of this compound can be due to the simultane-
ous presence of two relevant characteristics, the presence of the four chlorine atoms,
responsible for increasing the lipophilicity of the complex and, consequently, its uptake
by the tumor cell, and the oxidation number +3, which allows these complexes to act

as prodrugs.

With this most promising complex, viability and cell cycle studies were under-
taken, in which a decrease in cell viability was observed for all cell lines, which was
more marked in the HCC1806 and LS1034 cell lines, accompanied by cell death by ne-
crosis for the highest concentration and cell death by apoptosis for the intermediate
concentration. The oxidative stress induced in the cells by the complex, was also de-
termined through the evaluation of ROS production and GSH antioxidant defense. The
results indicate that there were alterations in oxidative stress, namely in the intracellu-
lar production of peroxides and superoxides, and that this alteration is most probably

related to the type of cell death induced by the complex.
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Selective studies were also performed using two healthy tissue cell lines: HFF1
and CCD841 CoN. It was observed that the most promising complex showed high se-
lectivity for tumor cell lines, since it did not significantly decrease the viability of non-
tumor cells.To conclude the studies, the hemocompatibility of the complex was as-
sessed by quantifying the released hemoglobin. The results revealed that the complex
does not affect the erythrocyte membrane integrity, supported by the reduced release

of hemoglobin to the serum.

Based on the results obtained, the tetrachlorinated salen Ru(lll) complex has

been shown to have characteristics that may make it an effective and safe alternative

for the treatment of breast and colorectal cancer.
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1. Introducao

1.1 Cancro: defini¢dao, causas e conceitos

O nosso organismo é constituido por varios tipos de células que possuem
mecanismos moleculares dependentes de genes responsaveis por regular o crescimen-
to, a diferenciacdo e a morte celular.[1] Cada organismo é o resultado de um equilibrio
entre a proliferacdo celular e a morte celular, em que esta ultima ocorre quando as
células apresentam anomalias ou deixam de ser necessarias ao organismo.[2] As neo-
plasias surgem quando este equilibrio se desregula, isto é, quando surgem alteracoes
no material genético da célula (mutagcbes) que ndo se conseguem corrigir.[1] Tais
mutacoes podem estar relacionadas com um aumento da estimulacdo da divisdo celu-
lar, a nivel dos proto-oncogenes, ou relacionadas com a diminuicdo dos mecanismos

gue impedem a divisdo celular, a nivel dos genes supressores tumorais.[1-3]

Os proto-oncogenes sao genes que estdo envolvidos no estimulo da divisao
celular e que estdo normalmente inativos nas células que ndao precisam de se
dividir.[4] Por outro lado, os genes supressores tumorais sdo genes que, apesar de
estarem envolvidos no desenvolvimento das células, tém um efeito contrario aos pro-
to-oncogenes pois inibem a divisdao celular e estdao normalmente ativos. Ao serem
sujeitos a um agente mutagénico, os proto-oncogenes podem alterar-se tornando-se
ativos (oncogenes), estimulando a permanente divisdo celular, enquanto os genes
supressores tumorais podem tornar-se inativos, deixando de inibir a proliferacao celu-

lar.[1,2]

A grande maioria dos cancros ocorre devido a fatores ambientais (90-95%), e
apenas uma minoria (5-10%) se deve a fatores hereditérios.[5] E esperado que a ocor-

réncia de cancro aumente com o envelhecimento da populacdao e com a prevaléncia de

3
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fatores de risco, como por exemplo o tabagismo, os maus habitos alimentares, a obe-
sidade, as infecdes por alguns virus e bactérias e a exposi¢do a radiacdes.[6] No entan-
to, as mudancas provocadas no meio ambiente pelo préprio Homem, como os habitos
e os estilos de vida, determinam os diferentes tipos de cancro.[4] Por exemplo, o can-
cro do pulmado é o tipo de cancro mais incidente e com maior taxa de mortalidade em

homens e em mulheres sobretudo devido a dinamica da epidemia tabagica.[7]

Em organismos saudaveis, as células possuem vdrios mecanismos para se pro-
tegerem de diversas lesdes e impedirem que as células proliferem de forma inadequa-
da. Um exemplo sdo os checkpoints do ciclo celular, através dos quais as células ndo
progridem caso existam erros no ADN.[1,2] No entanto, algumas células conseguem
evitar esses controlos celulares. Tal facto leva a uma acumulacdo excessiva de muta-
¢Oes nas células que pode resultar na sua transformacdo maligna (Figura 1.1).[1] As
células malignas, possuidoras de um comportamento anormal, multiplicam-se de for-
ma descontrolada formando uma massa de células. A manutencdo e a acumulagdo
dessa massa celular formam o tumor maligno que, ao proliferar, pode adquirir a capa-
cidade de invadir inicialmente os tecidos circundantes e, numa fase mais avancada da
doenca, invadir os vasos sanguineos ou linfaticos. Simultaneamente, as células tumo-
rais sdo capazes de produzir fatores de crescimento angiogénico, de tal modo que se
forma uma rede de neovasos. Outra particularidade das células malignas, é a sua capa-
cidade de se desprenderem da massa original e de migrar para longe. Os neovasos € a
invasdo vascular pelas células tumorais pode promover a dissemina¢do do tumor per-
mitindo que as células tumorais alcancem érgaos distantes do local onde o tumor se
iniciou, formando metastases.[4,8,9] Conforme as células tumorais vao substituindo as
normais, os tecidos invadidos vao perdendo as suas fun¢des, podendo levar a uma

faléncia do 6rgdo ou, em casos mais graves, levar a morte do doente.[4]
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/ Reparagao > ADN normal s Proliferacdo
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Figura 1.1 Resposta de células saudaveis (em cima) e de células malignas (em baixo) apds lesdo
celular.[1] Quando o ADN é mutado, as células normais possuem mecanismos de defesa que permitem a
paragem da proliferagdo celular e a reparagdo das lesGes e, caso ndo seja possivel a sua reparagao, é
induzida apoptose da célula mutada. Por outro lado, as células malignas em situagGes de mutagdo apre-
sentam um comportamento anormal, ndo conseguem parar o ciclo celular para reparar a lesdo, ha pas-
sagem das mutagdes para as células filhas obtendo-se, com o passar do tempo, uma acumulagdo de
mutag¢bes e um fendtipo maligno.

1.1.1 Epidemiologia

O cancro é a segunda maior causa de morte em todo o mundo.[10] Mesmo nos
paises em desenvolvimento o cancro é considerado uma causa fundamental de morbi-
lidade e de mortalidade, pelo que é abordado como uma das maiores problematicas

da sociedade.[11]

Segundo a Organiza¢dao Mundial de Saude cerca de 14 milhdes de novos casos
de cancro ocorrem anualmente. No presente ano, a doenga serd responsavel por cau-
sar cerca de 9,6 milhdes de mortes globalmente, sendo os tipos de cancro que causa-
ram mais mortes os cancros do pulmao (1,8 milhares de mortes), colorretal (862 mil
mortes), do estébmago (783 mil mortes), do figado (782 mil mortes) e da mama (627
mil mortes). Estes correspondem também aos tipos de cancro mais incidentes, acres-
centando o cancro da pele e da prdstata e excluindo o cancro do figado. Globalmente,
aproximadamente 1 em cada 6 mortes é causada por cancro.[12] Em relagdo as dife-
rencas de género, das quase 9 milhdes de mortes por cancro, aproximadamente 5
milhdes correspondem a homens e 3,8 milhdes a mulheres, sendo o cancro do pulmao

0 mais mortal em homens e o cancro da mama em mulheres.[10]
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Em Portugal, em 2014, cerca de 26 mil pessoas foram vitimas da doenca. O
numero de mortes foi mais elevado no género masculino e em idades iguais ou supe-
riores a 65 anos.[13] Prevé-se que em 2035 a incidéncia de cancro seja perto de 60 mil,
devido ao envelhecimento e as modificacdes do estilo de vida da populacdo.[14] O
cancro do pulmao é o mais letal em Portugal, e foi responsavel por 3927 d6bitos em
2014.[15] Para o género masculino os tipos de cancro mais frequentes em Portugal sdo
o cancro da prostata, seguido do colorretal e do pulmao. Para o género feminino o
cancro da mama é o mais incidente, seguido do colorretal e do cancro do colo do ute-
ro.[16] Relativamente a mortalidade, em 2014 no género masculino o cancro do pul-
mao foi o tipo mais mortal, seguido da préstata e do colorretal. Na mulher, o cancro da

mama seguido do colorretal e do estdbmago foram os mais letais.[15]

Esta dissertacdo resultou da continuidade de trabalhos anteriores, em que
foram usadas linhas celulares do cancro da mama e do cancro colorretal para estudos
in vitro. O racional da escolha destas linhas celulares foi a elevada necessidade da des-
coberta de novos compostos quimioterapéuticos para estes dois tipos de cancro, devi-
do as suas elevadas incidéncias. Para completar esses resultados, no trabalho descrito

nesta dissertagdao usaram-se as mesmas linhas celulares.

Em seguida sdao abordados alguns conceitos sobre os cancros da mama e
colorretal, nomeadamente fatores de risco, causas e farmacos quimioterapéuticos

usados em cada uma das patologias.

1.1.2 Cancro da mama

O cancro da mama é um dos tipos de cancro mais comuns e é uma das princi-
pais razoes da elevada taxa anual de mortalidade entre as mulheres. Esta doenca ocor-
re maioritariamente nas mulheres mas também pode ocorrer no homem, embora
representando apenas 1% de todos os cancros da mama.[17,18] Devido a elevada pre-
valéncia e a severidade da doenca, o cancro da mama é um problema de grande

importancia para a sociedade atual.
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Muitos fatores que aumentam o risco de cancro de mama nao sdao modifica-
veis, como a idade, a histéria familiar, a menarca precoce e a menopausa tardia. Por
outro lado, a obesidade pés-menopausa, o uso de hormonas combinadas de estrogé-
nio e progesterona apds a menopausa, o consumo de dlcool e a auséncia de amamen-
tacdo ap6s parto constituem alguns dos fatores de risco modificdveis do cancro da

mama.[19]

A maioria dos cancros da mama desenvolve-se nas glandulas produtoras de
leite do tecido mamadrio denominados l6bulos, ou nos dutos, que sdo canais que ligam
os lobulos ao mamilo (Figura 1.2) devido a uma permanente estimulacdo de fatores

carcinogénicos.[20]

W
| w W

Figura 1.2 A esquerda representacdo de tumor (em redondo, a amarelo) a iniciar nos ductos e a direita
representacdo do tumor (a amarelo) a iniciar nas glandulas mamdrias. Elaborado com recurso a
Servier.com (This work is licensed under the Creative Commons Attribution 3.0 Unported License. To view
a copy of this license, visit http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

Embora o cancro da mama seja geralmente referido como uma doenga singu-
lar, atualmente comporta um grupo diverso de lesdes que diferem no grau histoldgico
do tumor. Os carcinomas da mama podem ser divididos em dois grupos principais. O
primeiro corresponde aos cancros nao invasivos e divide-se em carcinoma ductal in
situ (DCIS, do inglés ductal carcinoma in situ) e carcinoma lobular in situ (LCIS, do inglés
lobular carcinoma in situ), nos quais as células do tumor se mantém confinadas aos
ductos ou lébulos, respetivamente, e ndo invadem o estroma circundante. O segundo

corresponde aos cancros invasivos e constitui cerca de 70% dos cancros da mama.
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Neste ultimo grupo de tumores, as células tém capacidade de atravessar as paredes
dos ganglios ou ductos onde se desenvolveram e, crescerem no tecido mamario cir-
cundante. O carcinoma ductal invasivo (IDC, do inglés invasive ductal carcinoma) tem
inicio nos canais de leite, enquanto o carcinoma lobular invasivo (ILC, do inglés invasive
lobular carcinoma) tem inicio nas glandulas de producdo de leite. Ambos tém potencial

para se propagar a qualquer parte do corpo.[21,22]

Mutagdes em proto-oncogenes ou genes supressores tumorais tém um papel
relevante na inducdo e na progressao do cancro.[1] No caso do cancro da mama, o
proto-oncogene afetado mais conhecido é o HER-2 (do inglés human epidermal growth
factor receptor-type 2), o qual regula o crescimento e a proliferacdo das células. Caso
este proto-oncogene sofra uma mutacdo (causa esporadica), transforma-se no onco-
gene HER-2 que promove o crescimento e a divisdo celular de forma descontrolada. A
sobre-expressdo da proteina HER-2 ocorre em cerca de 20% dos casos de cancro da
mama.[23] Relativamente aos genes supressores tumorais, mutacées no gene TP53
ocorrem em cerca de 30% dos casos de cancro da mama.[24] Este gene é responsavel
por, em células normais com ADN danificado, parar a proliferacdo e corrigir a lesdo e,
se a célula ndo consegue reparar a lesdo, o gene aciona os sinais de indugdo de apop-
tose. Caso o gene TP53 mutado seja herdado, causa uma sindroma chamada Li-
Fraumeni, que predispde ao cancro em idade precoce.[23] Para além destes, existem
muitos outros genes envolvidos em mutagdes causadores de cancro da mama de for-

ma esporadica, como por exemplo PI3KCA, GATA3, IGF e VEGF.[23,25]

O cancro da mama de causa hereditdria inclui apenas 5-10% dos casos da doen-
¢a. Mutagdes nos genes BRCA1 e BRCA2 ocorrem em grande parte dos casos heredita-
rios.[26] Estes genes sdao genes supressores tumorais e as proteinas codificadas por
estes genes participam na sinalizacgdo do ADN danificado. Quando ocorrem mutagdes
nestes genes, existe perda de controlo do ciclo celular responsavel por promover o
desenvolvimento neoplasico. Alteragdes noutros genes, por exemplo, TP53, PTEN,
CHEK2, ATM, e CDH1 também sdo associados a doenca hereditdria, porém sdao menos

comuns.[22,26]
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Uma caracteristica importante de algumas células tumorais de cancro da mama
é a presenca de recetores de estrogénio (ER-positivo) e de progesterona (PR-positivo),
responsdaveis por mediar o crescimento, a diferenciacdo e a sobrevivéncia destas célu-
las.[22] Os estrogénios tém um papel importante no desenvolvimento e na progressao
da doenca que é refletido em trés fatores de risco que incluem a idade da primeira
menstruacao (menarca), a idade da menopausa e existéncia de obesidade apdés meno-
pausa. A exposicao a estrogénios determina o risco de cancro da mama porque estes
aumentam as taxas de proliferacdo celular. Por esta razdo, a menarca precoce, a
menopausa tardia e, especialmente, a obesidade apds a menopausa (tecido adiposo é
fonte de estrogénio enddgeno) sdo fatores de risco para o cancro de mama.[23] Tais
fatores estao fortemente associados ao risco de cancro da mama ER-positivo, (cerca de
60% dos casos), enquanto os fatores de risco para o cancro da mama ER-negativo

estdo mais associados a mecanismos ndao-hormonais.[21]

1.1.3 Cancro colorretal

O cancro colorretal é uma das principais causas de morte, especialmente em
paises desenvolvidos e industrializados.[3,27] Este tipo de cancro desenvolve-se no
colon ou no reto, dois segmentos pertencentes ao intestino grosso. A maioria dos
casos de cancro colorretal sdo provenientes de pélipos adenomatosos benignos pré-

existentes que progridem para cancros invasivos.[3]

O cancro colorretal é predominantemente uma doenga de individuos mais
velhos, na medida em que cerca de 90% dos casos sao diagnosticados com idade supe-
rior a 50 anos.[8] Para além disso, varios fatores ambientais, principalmente relaciona-
dos com a dieta e com o estilo de vida, parecem desempenhar um papel importante
no desenvolvimento de cancro colorretal.[3] Individuos que sigam uma dieta rica em
fibras, frutas, vegetais e baixa gordura animal tém em média menor risco de desenca-

dear a doenca.[8]


https://pt.wikipedia.org/wiki/Intestino_grosso
https://pt.wikipedia.org/wiki/Reto
https://pt.wikipedia.org/wiki/Intestino_grosso
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O cancro colorretal é classificado em diferentes estadios. Segundo a classifica-
¢do TNM (do inglés tumor node metastasis), tumores que estdo confinados a parede
do célon (estadio | e Il) sdo tratdveis, mas, caso ndo sejam tratados podem estender-se
para os ganglios linfaticos regionais (estadio Ill) e, numa fase mais avancada, podem
disseminar-se para outros érgdos através do processo de metastizacdo (estadio IV),

sendo estes ultimos normalmente incurdveis (Figura 1.3).[28]

Estadio IV

Estadio |l Estadio Il Estadio lll

* @

Figura 1.3 Estadiamento do cancro colorretal. Nos estadios | e Il o tumor encontra-se confinado a pare-
de do célon; no estadio Ill o tumor propaga-se para os ganglios linfaticos regionais; e no estadio IV o
tumor apresenta metdstases para outros 6rgdos. Elaborado com recurso a Servier.com (This work is
licensed under the Creative Commons Attribution 3.0 Unported License. To view a copy of this license,
visit http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

Como explicado anteriormente, o cancro resulta de uma série de alteragGes
genéticas que induzem perda progressiva do controlo normal do crescimento e da
diferenciacdo celular.[3,8] A ativacdo de vias oncogénicas, a inativacdo de genes
supressores tumorais e a sobre-expressdo de fatores de crescimento sdo algumas cau-

sas que despoletam o processo de carcinogénese do cancro colorretal.[29]

Varios oncogenes desempenham papéis fundamentais na promogado do cancro
colorretal. O principal é o oncogene K-RAS (do inglés kirsten rat sarcoma viral oncoge-
ne homolog) que se encontra mutado em aproximadamente metade de todos os can-
cros colorretais.[27] Este gene estd envolvido na transducdo de sinais de crescimento
celular e, caso esteja mutado, induz sinais de crescimento celular sucessivo. Outros

oncogenes frequentemente identificados nesta doenca incluem o BRAF (do inglés v-raf
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murine sarcoma viral oncogene homolog Bl) e o PI3KCA (do inglés phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alfa).[27,30]'[29] Mutacdes no BRAF e no
K-RAS induzem a via de sinalizacdo MAPK (do inglés Mitogen-activated protein kinase)
enguanto mutacdes no PI3KCA induzem perda da proteina PTEN (do inglés phosphata-
se and tensin homolog), que é um inibidor da via de sinalizacdo PI3K (do inglés phos-

phatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase).[29]

Relativamente aos genes supressores tumorais, hd uma série deles que desem-
penham um papel importante no cancro colorretal.[8] Mutacdes no gene APC (do
inglés adenomatous polyposis coli gene) foram encontradas em 75% dos casos espora-
dicos de cancro colorretal. Esta mutacdo inativa o gene que codifica a proteina APC (do
inglés adenomatous polyposis coli).[31] Esta proteina é responsdavel por regular a via
de sinalizacdo Wnt, importante na regulacdo e no desenvolvimento celular, através da
modulacdo da B-catenina. Normalmente, o produto proteico do gene APC interage
com a B-catenina formando o complexo B-catenina-Whnt, responsavel por inibir a fun-
¢do da B-catenina. Mutacdes neste gene induzem a sobre-expressao de B-catenina e,
consequentemente, o crescimento e a proliferacdo celular descontrolados. Desta for-
ma, ha uma acumulagdo de células que podem impulsionar a iniciagdo de cancro color-
retal.[8,30,31] Por outro lado, as mutagdes APC podem ser germinativas dando origem
a polipose adenomatosa familiar (FAP, do inglés familial adenomatous polyposis) que é
uma sindroma hereditdria que induz o desenvolvimento de multiplos pdlipos adeno-
matosos. Pessoas portadoras do gene APC mutado apresentam risco de quase 100%
de desenvolver pdlipos até aos 40 anos.[30] Um outro gene supressor tumoral é o
gene TP53 (do inglés celular tumor antigen p53). O TP53 é um gene que facilita a repa-
racao do ADN e, quando a mesma nao é viavel, induz apoptose. A inativacao de TP53 é

encontrada em até 75% de tumores colorretais esporadicos.[8,30,31]

Embora a maioria dos cancros colorretais sejam esporadicos, existe uma pro-
porgdo significativa (5-6%) que tem um histdrico genético claro, como é o caso do can-
cro colorretal hereditdrio sem polipose (HNPCC, do inglés hereditary nonpolyposis

colorectal cancer), também conhecido como sindroma de Lynch,[27] que afeta entre 2-

11



Capitulo | - Introducao

4% dos casos de cancro colorretal. Esta patologia ndo se origina a partir de pdlipos,
como é comum noutros casos de cancro colorretal. Doentes com HNPCC possuem uma
mutacdo nos genes de reparacdo do ADN (principalmente MLH1 e MSH2) e possuem
em média cerca de 80% de risco de desenvolver cancro colorretal até aos 45

anos.[27,30]

Por ultimo, os fatores de crescimento também tém um papel importante no
desenvolvimento de cancro colorretal. A proteina EGF (do inglés epidermal growth
factor) e o seu recetor EFGR (do inglés epidermal growth factor receptor), sdo encon-
trados em varios subgrupos deste tipo de cancro, em que o recetor medeia a sinaliza-
cdo através da ativacdo das cascatas de sinalizacdo MAPK e PI3K. O VEGF (do inglés
vascular endotelial growth factor) é outro fator de crescimento associado a angiogéne-

se que também estd associado ao cancro colorretal.[29]

1.2 Quimioterapia

Existem trés tipos principais de tratamento para o cancro: cirurgia, radioterapia
e quimioterapia. A cirurgia e a radioterapia sao essencialmente tratamentos locais
direcionados ao tumor primario, enquanto a quimioterapia é um tratamento sistémico
capaz de atuar no tumor primadrio, e para além disso, tratar metastases.[32] Para além
de ser uma das principais metodologias antineoplasicas, pode ser usada como trata-
mento curativo, embora resulte apenas numa minoria de cancros, ou como tratamen-
to paliativo para ajudar a controlar a doenga e os sintomas o maior tempo possivel.[33]
Para além disso, isoladamente, a quimioterapia pode ser usada como tratamento
neoadjuvante para diminuir o tamanho do tumor, ou como tratamento adjuvante para
erradicar a doenga e para prevenir a recorréncia e a capacidade de formacgao de

metdstases.[4,34,35]
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1.2.1 Quimioterapia do cancro da mama

No que diz respeito ao cancro da mama, a quimioterapia neoadjuvante habi-
tualmente reduz o tamanho do tumor em 80-90% das doentes e induz reposta patolé-
gica em 20% dos doentes, quando é feita recorrendo ao tratamento combinado de
taxanos (paclitaxel e docetaxel) e antraciclinas (epirrubicina e doxorrubicina). Tal tera-
pia pode ser usada tanto em estadios iniciais como avangados do tumor. A quimiote-
rapia adjuvante, que tem a finalidade de prevenir a recorréncia por micrometadstases,
dispde de um espetro mais avancado de farmacos, como antraciclinas, taxanos, mos-
tardas nitrogenadas (ciclofosfamida), antimetabolitos (metotrexato e 5-fluorouracilo
(5-FU)) que podem ser administrados individualmente ou combinados entre si. Relati-
vamente a quimioterapia paliativa, o tratamento para o cancro da mama metastatico
mais utilizado é também a base de antraciclinas e de taxanos em monoterapia ou
combinados com outros farmacos. Em doentes com recorréncia tumoral precoce apds
a quimioterapia adjuvante com antraciclinas e taxanos usam-se outros farmacos como
capecitabina (fluoropirimidina), gemcitabina (antimetabolito), vinorelbina (alcaloide de

vinca), derivados de platina e mitomicina C (antibiodtico), entre outros.[36]

Outra abordagem é o tratamento dirigido a alvos moleculares através, por
exemplo, de anticorpos monoclonais, como o transtuzumab, um anticorpo monoclonal
dirigido ao HER-2. A sobre-expressao de HER-2 em doentes de cancro da mama tem
valor progndstico e preditivo e o resultado positivo, que ocorre em cerca de 15-20%
dos cancros da mama, seleciona as doentes para tratamento com trastuzumab. O tra-
tamento consiste na inibicdo da proliferacdo das células do cancro da mama que

sobre-expressam HER-2.[36]

1.2.2 Quimioterapia do cancro colorretal

E importante distinguir os diferentes estadios do cancro colorretal para facilitar
a determinacdo de uma melhor terapéutica a usar e, consequentemete, melhor prog-

néstico.[37] Quando o cancro colorretal é diagnosticado numa fase precoce (estadio |),
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as probabilidades de cura completa sdo grandes. No entanto, aproximadamente meta-
de dos doentes desenvolvem metdstases (estadio IV) e a maioria desses doentes apre-
senta um tempo de sobrevida geralmente baixo (cerca de 1 ano). Nestes casos, a qui-
mioterapia é a base do tratamento na melhoria da qualidade de vida e no aumento do
tempo de sobrevida.[37-39] Para além disso, a quimioterapia do cancro colorretal
também é, frequentemente, utilizada no tratamento neoadjuvante e adjuvante da

doenca.[34]

O tratamento adjuvante do cancro colorretal tem sido, até recentemente,
amplamente dependente da quimioterapia a base de fluoropirimidinas (como o 5-FU),
administradas oral ou intravenosamente.[35,38,39] O farmaco de biomodulacdo mais
extensamente utilizado em combinac¢do com 5-FU é a leucovorina, também conhecido
como acido folinico (AF). Tal combinacdao melhora significativamente as taxas de res-
posta em doentes com cancro colorretal.[39] Farmacos citotdxicos descobertos mais
recentemente, como o irinotecano e a oxaliplatina, sdo também amplamente utiliza-
dos. Tais compostos sdo usados como tratamento de segunda linha em doentes que
apresentam resisténcia ao 5-FU em estadios iniciais da doenca, mas também em com-
binagdao com o 5-FU e com a leucovorina como terapia inicial para cancro colorretal
metastatico.[35,38] Como agente Unico, a oxaliplatina tem apenas uma atividade
modesta no cancro colorretal avangado, com uma taxa de resposta global de cerca de
10% em doentes resistentes as fluoropirimidinas. Quando usada em combinagdo com
5-FU, a taxa de resposta global é bastante superior, entre os 46 e os 58%.[39] O irino-
tecano, quando avaliado como terapia combinada de primeira linha para a doenga em
estadio avangado, apresenta uma taxa de resposta superior (cerca de 50%) em relagao
a monoterapia baseada em 5-FU (resposta de aproximadamente 28%).[35,39] A com-
binacdo de dois farmacos citotdxicos é mais ativa, como abordagem de primeira linha
de cancro colorretal metastatico, do que o tratamento a base de 5-FU/ leucovorina
isoladamente. A combinacdo do 5-FU, leucovorina e oxaliplatina (FOLFOX) é a escolha
mais comum para uma primeira linha de tratamento que, no caso de insucesso é subs-
tituida pela combinacdo 5-FU, leucovorina e irotecano (FOLFIRI), como segunda linha
de tratamento. As combina¢des FOLFOX e FOLFIRI, embora disponham de uma ativi-

dade semelhante, apresentam um perfil de seguranca diferente.[38,40] A administra-
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¢do dos trés farmacos citotdxicos disponiveis 5-FU/leucovorina, irinotecano e oxalipla-
tina (FOLFOXIRI) na doenga metdstica também é possivel e aumenta a sobrevida glo-

bal.[38]

Anticorpos monoclonais como o bevacizumab (inibidor do recetor do fator de
crescimento epidérmico: anti-EGFR) e o cetuximab (inibidor do fator de crescimento
endotelial vascular: anti-VEGF) também tém sido administrados em casos avanc¢ados

de cancro colorretal (estadio 1V).[34,38,40]

1.2.3 Ciclo celular e farmacos usados em quimioterapia

Como abordado anteriormente, existem diversos mecanismos que estdo envol-
vidos na transformacdo de uma célula normal em uma célula potencialmente maligna.
A maior parte deles interferem na divisdo celular e, portanto, o conhecimento do ciclo
celular e dos seus mecanismos é importante para compreender a etiologia do
cancro.[4] A divisdo celular envolve quatro fases, Gy, S, G, e M (Figura 1.4). A fase G, é
a primeira fase de crescimento e sintese de proteinas. Nesta fase, as células preparam-
se para a replicagao do ADN que ocorre na fase seguinte, denominada fase S. A fase G,
ocorre entre o fim da replicacdo de ADN e o come¢o da mitose e corresponde a conti-
nuacdo da sintese de proteinas e ARN iniciada em G;. A mitose ou a divisdao celular
ocorre durante a fase M, em que a célula se divide em duas células-filhas, iguais entre
si e cada uma com a mesma quantidade de material genético que a célula-mae. No
final da fase M as células ou voltam a entrar no ciclo celular em G; para sofrer mais
maturacao e replicacao, ou aguardam ativacao repousando na fase Go. Na fase Gg as
células sao consideradas estar fora do ciclo celular porque nao estdo a passar pelo pro-
cesso de divisdo celular.[4,41] As células podem permanecer na fase Gg por diferentes
periodos de tempo e, dependendo das necessidades do organismo, ou sao recrutadas
de volta para a fase G; ou, eventualmente, sofrem morte celular programada (apopto-

se).[42]
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Figura 1.4 Representacdo esquematica das diferentes fases do ciclo celular. Este ciclo tem inicio na fase
G,, onde ocorre crescimento e sintese de proteinas seguido da fase S responsavel pela sintese do ADN.
Segue-se a fase G, onde se dd a continuagdo da sintese de proteinas e ARN e, por fim, a fase M corres-
pondente a mitose na qual se verifica a divisdao do material genético. A fase GO é a fase onde as células
repousam e esperam ativagao para a fase G;.[4]

A funcdo dos farmacos de quimioterapia é interromper o ciclo celular e causar
morte das células. Esta interacdo com o ciclo celular ocorre tanto em células tumorais
como em células saudaveis, no entanto, elas diferem entre si porque, as ultimas pos-
suem maior capacidade de reparacdo de danos do que as primeiras, o que resulta

numa maior acumulacdo de lesGes nas células tumorais.[34]

Os farmacos quimioterapéuticos podem ser classificados de duas maneiras, ou
pelas suas propriedades bioquimicas ou pela sua especificidade para o ciclo celular.
Relativamente a especificidade para o ciclo celular, os antineoplasicos podem ser
especificos para o ciclo celular, quando tém o seu efeito numa fase particular do mes-
mo (fig. 1.4), ou podem ndo ser especificos, quando afetam as células em qualquer
fase, incluindo a fase de repouso (Go).[34,42] As células tumorais sdo caracterizadas
por divisdo celular rapida e descontrolada. Para farmacos especificos do ciclo celular,
as células que proliferam mais ativamente (normalmente as tumorais) sdo as mais vul-
neraveis a quimioterapia. Por outro lado, o impacto da quimioterapia é também
observado em células normais que possuem alta taxa mitética, como é o caso dos foli-
culos capilares, das células de revestimento da mucosa do trato gastrointestinal e das
células da medula dssea.[33,43] Dai resulta a inducdo de uma grande variedade de

efeitos secundarios por parte dos farmacos quimioterapéuticos que podem incluir
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nauseas, vomitos, disturbios gastrointestinais, queda de cabelo, anemia entre

outros.[34,41,43]

Quanto as propriedades bioquimicas os farmacos quimioterapéuticos sdo divi-
didos em diferentes classes conforme o seu mecanismo de acdo.[34] As principais clas-
ses sdo os agentes alquilantes, os antimetabolitos, os inibidores da topoisomerase | e
I, os antibidticos antitumorais e os farmacos citotdxicos que interferem com a tubulina
(Figura 1.5).[34] Seguidamente s3ao descritas as classes de citotdxicos que sdo atual-
mente mais utilizados na terapéutica do cancro da mama e do cancro colorretal, sendo

descrito o seu mecanismo de acdo e respetivos efeitos farmacolégicos.

Antimetabdlitos

Alcaloides de
.- vinca

Agentes .-~
alquilantes
do ADN

Taxanos

Figura 1.5 Diferentes classes dos farmacos de quimioterapia relacionados com as diferentes fases do

ciclo celular.[43]

1.2.3.1 Agentes alquilantes

Os agentes alquilantes sdao uma classe de farmacos eletrofilicos que reagem
com o ADN através da formacao de ligacdes covalentes.[41,43] Sao compostos alta-
mente reativos com capacidade de introduzir grupos alquilo em locais nucleofilicos do
ADN e consequentemente formar ruturas numa ou nas duas cadeiras do ADN, pela
formacdo de ligacdes intra ou intercadeia, respetivamente (Figura 1.6).[44] Para além

destas, ainda existem as ligacdes interhélices, responsaveis pela existéncia de alquila-
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cao de dois filamentos de hélices de ADN diferentes. Estas ligacdes produzem lesdes

no ADN que muitas vezes conduzem a morte celular.[4]

Ligagao intracadeia Ligagao intercadeia Ligacao interhélice

Figura 1.6 InteracSes que podem ocorrer entre um agente alquilante e o ADN.[4] A esquerda esta repre-
sentada uma ligagao intracadeia, em que ha alquilagdo apenas de um unico filamento do ADN. No meio,
a ligagdo intercadeia, responsavel pela alquilagdo de dois filamentos do ADN. E a direita esta represen-
tada a ligagdo interhélices, em que ha alquilagdo de dois filamentos de hélices diferentes do ADN.
Elaborado com recurso a Servier.com (This work is licensed under the Creative Commons Attribution 3.0
Unported License. To view a copy of this license, visit http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

Apesar de se admitir que estes agentes ndo sao ciclo-celular especificos, obser-
vou-se que as células sdo mais sensiveis a alquilacdo na fase S do ciclo celular, apresen-

tando bloqueio em G,.[4]

Os agentes alquilantes compreendem ainda cinco grupos: as mostardas nitro-
genadas, as nitrosureias, as metilhidrazinas, derivados de platina e as triazinas. As sub-
classes de agentes alquilantes e os principais compostos que lhes pertencem estao
listadas abaixo (Tabela 1.1). No entanto, apenas iremos abordar mais aprofundada-
mente os derivados de platina, que constituem o tipo de agentes alquilantes mais usa-
dos na quimioterapia do cancro colorretal e, para além disso, constituem a Unica classe

de farmacos derivados de metais.
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Grupos de agentes alquilantes Compostos

Mecloretamina
Clorambucilo

Mostardas Nitrogenadas Ciclofosfamida
Melfalano
Ifosfamida
Carmustina
Nitrosureias Lomustina

Estreptozocina

Metilhidrazinas Procarbazina
Cisplatina
Derivados de Platina Carboplatina
Oxaliplatina
Triazinas Bussulfano

Tabela 1.1 Principais subclasses de agentes alquilantes e respetivos compostos pertencentes a cada
subclasse.

O interesse dos farmacos derivados de platina como citotdxicos comecou em
1960, quando Barnet Rosenberg descobriu um composto altamente citotoxico deno-
minado cisplatina (1.1).[45] Apds tal descoberta, uma infinidade de compostos de pla-
tina foi preparada e foi analisado o seu potencial quimioterapéutico, embora apenas a
cisplatina (1.1), a carboplatina (1.2) e a oxaliplatina (1.3) tenham passado nos ensaios
clinicos e sejam os Unicos metalofarmacos atualmente usados no tratamento do can-

Ccro.

0 H H
€l pp NH3 Op¢™s : NPt’O:Eo
Cl' NH3 O’ ‘CH3 ',,N' \O 0
0 H H
1.1 1.2 1.3

A cisplatina € um composto muito eficaz, com grande sucesso na quimioterapia
gue é usado num numero significativo de cancros com alta incidéncia como, por
exemplo, o cancro do ovario, o cancro do testiculo, o cancro da cabeca e pescoco, o
cancro do pulmao, o cancro do eséfago, o cancro da vesicula biliar, o cancro da mama,

o cancro do estdbmago.[46] No entanto, a existéncia de multiplos efeitos adversos e da
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eficacia limitada devido ao desenvolvimento de resisténcia ao farmaco por parte das
células tumorais, desencadeou o desenvolvimento de analogos, carboplatina e a oxali-
platina, menos téxicos e com menor inducdo de quimioresisténcia.[9,32,41] Embora a
carboplatina e a oxaliplatina apresentem menos efeitos adversos, eles continuam a
existir e podem ser bastante severos. Os complexos de platina em geral apresentam
efeitos secunddrios como nauseas, vomitos, mielossupressao, imunossupressao, nefro-

toxicidade, neurotoxicidade e perda de cabelo entre outros[47].

O mecanismo de acdo da cisplatina e da oxaliplatina sdo semelhantes. Estes
compostos estabelecem principalmente ligacGes 1,2-intracadeia (Figura 1.7) com o
ADN, em que o composto se liga covalentemente e preferencialmente ao dtomo de
azoto na posicdo 7 das purinas (adenina e guanina).[46] A ligacdo destes farmacos ao
ADN interfere com a transcricdo ou na replicacdo do ADN que, por sua vez, desenca-
deia morte celular por apoptose.[38,47] Relativamente ao mecanismo de a¢do da car-
boplatina, esta relacionado com a sua interacdo com o ADN, tubulina e outras protei-
nas.[48] Assim, os compostos de platina ndo sdo especificos de uma fase do ciclo celu-
lar, causando danos no ADN em qualquer fase do ciclo celular, pelo que ndo é necessa-

ria a exposi¢cdo prolongada a estes farmacos.[43]

Figura 1.7 llustracdo de liga¢Oes intracadeia entre a cisplatina e as bases de ADN.[46] Elaborado com
recurso a Servier.com (This work is licensed under the Creative Commons Attribution 3.0 Unported Li-
cense. To view a copy of this license, visit http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).
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1.2.3.2 Antimetabolitos

Os antimetabolitos sdo farmacos citotdxicos que se assemelham estrutural-
mente a metabolitos naturais (purinas e pirimidinas) que existem no organismo,
necessarios para o natural funcionamento do mesmo. Assim, o agente citotdxico com-
pete com o metabolito natural, e como a célula ndo os consegue diferenciar resulta no

impedimento de algumas das fun¢des normais das células.[42]

Existem dois mecanismos de acdo caracteristicos destes compostos, o primeiro
consiste na inibicdo de enzimas chave envolvidas na sintese de ADN, e o segundo con-
siste na incorporacdo dos metabolitos nas cadeias de ADN e ARN, que leva a formacao
de ruturas nas cadeias ou a terminacdo prematura da sintese do ADN.[32] Ao bloquea-
rem a sintese do ADN, os antimetabolitos tém especificidade para o ciclo celular na
fase S e, consequentemente, sdo mais eficazes em tumores com elevadas taxas de

crescimento.[4,42]

Esta classe de compostos pode dividir-se em trés subclasses os antagonistas
dos folatos, os analogos das purinas e os analogos das pirimidinas. Um dos farmacos
pertencentes a esta classe, e que é amplamente usado no tratamento nos cancros
colorretal e da mama, é o 5-FU (1.4), que é um analogo do uracilo (pirimidina) com um

atomo de fluor na posigao C-5.[41]

o

HN

P

H
1.4

O 5-FU é metabolizado intracelularmente e convertido a difosfato de fluorouri-
dina (FUMP) que, posteriormente, é transformado em dois metabolitos ativos, o trifos-
fato de fluorouridina (FUTP) e o monofosfato de fluorodeoxiuridina (FAUMP). O FUTP

incorpora-se no ARN e o FAUMP liga-se covalentemente a timidilato sintase, enzima
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envolvida na sintese de nucleétidos de pirimidina, resultando na sua inibicdo (Figura

1.8). Tais metabolitos inibem ou alteram a sintese de ADN e de ARN.[32,34,43]

5-FU =—%» FUMP =3 FUDP =3 FUTP ——3 RNA

DPD ¢

F-dUDP

5-F-DHU ‘l’

F-dUMP

|

Timidilato sintase === DNA

Figura 1.8 Mecanismo de a¢do do 5-FU. O 5-FU é inicialmente convertido a difosfato de fluorouridina
(FUMP), que posteriormente é transformado em trifosfato de fluorouridina (FUTP) e monofosfato de
fluorodeoxiuridina (FAUMP). O FUTP incorpora-se do RNA e o FUMP liga-se covalentemente a enzima
timidilato sintase, inibindo-a. [32]

O 5-FU é muitas vezes combinado clinicamente com leucovorina, o qual otimiza
a ligacdo entre o metabolito FAUMP e a enzima timidilato sintase e aumenta a eficacia
antitumoral do 5-FU.[32] No entanto, o 5-FU apresenta diversos efeitos adversos que
incluem neutropenia, estomatite, diarreia, vermelhiddo, inchago e dor nos pés e maos

e erupgdes cutaneas.[49]

1.2.3.3 Inibidores da topoisomerase | e Il

As topoisomerases sdo enzimas responsaveis por alterar o superenrolamento
existente nas hélices do ADN apds a transcricdao. Através da quebra transitéria das liga-
¢Oes existentes no ADN, ha libertacao de tensao de torsao, para que o ADN seja repli-
cado e, no final, volte a ser ligado. A topoisomerase | provoca rutura de uma Unica
cadeia de ADN e a topoisomerase |l quebra as duas cadeias.[32] Dessa forma, os inibi-
dores das topoisomerases provocam acumula¢ao de tensdes e falhas no enrolamento

das cadeias de ADN que podem culminar em morte celular.[50]
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Inibidores da topoisomerase | sdo, por exemplo, o topotecano e o irinotecano que sao
especificos para a fase S do ciclo celular.[32] Os inibidores da topoisomerase Il sdo
especificos para a fase G, do ciclo celular e incluem o etoposido e o teniposido, por

exemplo.[51]

O irinotecano (CPT-11) é um derivado semi-sintético da camptotecina, usado na
terapéutica do cancro colorretal, pertencente a familia dos inibidores da topoisomera-
se 1.[49][52] E um profarmaco hidrossoltivel que apds metabolizacdo, fundamental-
mente hepatica, se converte no metabolito ativo SN-38 por acdo de enzimas carboxi-
lesterases (CE, do inglés carboxylesterase enzymes). Este metabolito ativo, por sua vez,
pode ser inativado a SN-38G no figado por glucuronidagdo pela enzima UGT1A1 (do
inglés, uridine diphosphate glucuronosyltransferase 1A1) (Figura 1.9).[53] O SN-38 ini-
be a topoisomerase | com uma atividade 1000 vezes superior ao CPT-11. O irinotecano
e o seu metabolito ativo SN-38 ligam-se ao complexo DNA-topoisomerase | e impedem
a re-ligacdo da cadeia simples de ADN. Desta forma, ocasionam lesdes irreversiveis no
ADN e no ARN, além de apoptose.[50,53] Os efeitos secundarios comuns incluem diar-

reia, vomitos, perda de cabelo e febre.[53,54]

UGT1Al HO

——————— >

HO

Figura 1.9 Representacdo esquematica de uma possivel via metabdlica do CPT-11. O CPT-11 é converti-
do no metabolito ativo SN-38 mediado por carboxilesteases (CE) e este, por sua vez pode ser inativo a
SN-38G por glucuronidacdo pela enzima UGT1A1. [53]
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1.2.3.4 Antibioticos antitumorais

Esta classe de antineoplasicos engloba antibidticos que interferem na prolifera-
cao celular através de diversos mecanismos.[42] As antraciclinas sdo o tipo de compos-
tos pertencente a esta classe de farmacos que mais sdo usados no tratamento do can-
cro da mama. Existem antraciclinas isoladas diretamente das bactérias, como a doxor-
rubicina e a daunorrubicina, enquanto outras sdo analogos sintéticos destas, tais como

a epirrubicina e a idarrubicina (Figura 1.10).[55]

Entre os citotoxicos desta classe, as antraciclinas possuem um dos mais amplos
espectros de atividade dado que inibem a sintese do ADN através de uma série com-
plexa de acGes.[43] Desta forma, ndo sdo especificas para o ciclo celular. As antracicli-
nas podem causar morte celular pela formacdo de ligacdes com os fosfolipidos da
membrana celular; pela formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés
reactive oxygen species), responsaveis por provocar lesdes oxidativas; pela formacdo
de ligacoes intercadeia com o ADN, resultando no bloqueio da sintese do ADN e do
ARN; e pela diminuicdo da atividade da topoisomerase I, promovendo a rutura dos

filamentos do ADN.[4,42]

Idarrubicina

Epirrubicina

Figura 1.10 Estruturas quimicas das principais antraciclinas aprovadas para uso clinicos: doxorrubicina,
epirrubicina, daunorrubicina e idarrubicina. A epirrubicina é um derivado semi-sintético obtido pela
epimerizacdo axial-equatorial do grupo hidroxilo no anel daunosamina da doxorrubicina. A idarrubicina
€ um analogo da daunorrubicina obtido pela remoc¢do do grupo metoxi.[56]
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Cardiotoxicidade, cardiomiopatia crdnica e insuficiéncia cardiaca congestiva sdo

alguns dos efeitos adversos na dependéncia das antraciclinas.[55]

1.2.3.5 Citotoxicos que interferem com a tubulina

A tubulina (alfa e beta), subunidade basica dos microtubulos, desempenha um
papel importante na fungdo celular, nomeadamente na manutencao da forma celular,

na mitose, na meiose e no transporte intracelular.[32]

Existem duas classes de farmacos antitumorais conhecidos por interferir com a
funcdo da tubulina. Uma das classes corresponde aos alcaloides de vinca, que se ligam
a tubulina de forma a impedir a formacdo dos microtubulos, bloqueando a divisdo
celular na metafase. A outra classe sdo os taxanos, farmacos comumente utilizados no
tratamento do cancro da mama. Os taxanos sdo terpenos extraidos da arvore do Taxus
brevifolia.[41] Estes tém a capacidade de se ligar aos microtubulos, impedindo a sua
separacdo (Figura 1.11). Assim, fica impossibilitada a formacdo do fuso mitético bem
como a separa¢ao e migracao dos cromossomas, 0 que impede a continuacao da divi-
sao celular.[57] Por essa razao, os taxanos sao compostos especificos para a fase M do

ciclo celular.[41]

0@

alcaldides
de vinca

0@

taxanos

Figura 1.11 Mecanismo de acdo dos alcaloides de vinca e dos taxanos. Elaborado com recurso a
Servier.com (This work is licensed under the Creative Commons Attribution 3.0 Unported License. To view
a copy of this license, visit http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

Exemplos de taxanos sdao o paclitaxel (1.5), isolado diretamente da planta e o
docetaxel (1.6), taxano semi-sintético obtido do Taxus baccata. Efeitos adversos possi-
veis incluem perda de cabelo, mielossupressao, sintomas gastrointestinais, neutrope-

nia, edema e retencao de fluidos.[57]
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1.5 1.6

1.3 Complexos metalicos usados em quimioterapia

Um dos maiores desafios da investigacdo em quimica medicinal para a terapéu-
tica do cancro é a descoberta de compostos capazes de inibirem seletivamente a proli-
feracdo de células tumorais sem afetarem o crescimento das células normais. Desta
forma, os complexos de metais de transicdo, pertencentes aos grupos 3-12 da tabela
periddica (elementos do bloco d), tém mostrado ser um conjunto de potenciais farma-

cos para o tratamento de varias doengas e em particular do cancro.

1.3.1 Novos complexos de platina

Como abordado anteriormente, desde a sua descoberta a cisplatina tem sido
um farmaco antineopldsico usado na pratica clinica no tratamento de varias neopla-
sias. Apesar do seu sucesso no tratamento do cancro, a eficacia clinica dos complexos
de platina usados atualmente tem sido consideravelmente limitada devido a quimior-
resisténcia, que conduz a recidivas do tumor, e aos significativos efeitos adversos des-
tes farmacos. Tais limitagdes tém desencadeado o desenvolvimento de um largo
numero de novos complexos de platina como potenciais farmacos antitumorais, que
possam ser mais eficazes e menos téxicos.[58] Com o objetivo de desenvolver farma-
cos que superem as vantagens associadas a terapéutica com compostos derivados da
platina, isto é, a obtencdo de compostos mais eficazes, menos tdéxicos, com maior

solubilidade em solucdo aquosa e maior espetro de atividade, alguns milhares de com-
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plexos derivados da platina foram sintetizados e submetidos a ensaios de atividade
antitumoral. Porém, somente alguns mostraram atividade comparavel a cisplatina.
Exemplos sdo a nedaplatina (1.7), que recebeu aprovacdo para uso clinico no Japao e
apresenta menor nefrotoxicidade e toxicidade gastrointestinal do que a cisplatina[59]
e a lobaplatina (1.8) que foi aprovada em testes clinicos na China e supera a resisténcia

a cisplatina por parte das células em alguns modelos tumorais pré-clinicos.[46,60]

0 o)
H3N\ /O HNZ/O
Pt Pt
H:N" 0 NH,0
1.8

1.7

Para resolucdo de algumas das limitacdes que os farmacos derivados de platina
usados atualmente apresentam, complexaram-se diferentes tipos de ligandos a este
metal, originando, por exemplo, a picoplatina (1.9). A picoplatina € um complexo de
Pt(ll) estereamente impedido, com eficacia na quimioterapia contra tumores sdlidos e
que apresenta um perfil de interagbes com biomoléculas diferente da cisplatina. A
picoplatina parece ter grande potencialidade clinica e, em ensaios clinicos de fase I,
mostrou ter menor toxicidade que outros farmacos a base de platina existentes na
clinica.[60] Outro exemplo é a fenantriplatina (1.10), que é um complexo de Pt(ll) que
tem a capacidade de se ligar ao ADN apenas através de um sitio de coordenacgao. Este

composto exibiu um efeito citotdxico mais elevado do que a cisplatina.[61]

H,N
3N/

Todos os farmacos antitumorais de platina, aprovados atualmente para uso cli-
nico, sao complexos que, na sua maioria, formam ductos com o ADN para induzir a
morte celular. Pensa-se que devido a semelhanca estrutural existente entre eles, apre-
sentem atividades e efeitos colaterais semelhantes. Uma alternativa possivel aos com-

plexos de Pt(ll) de geometria planar quadrada atualmente usados, sdo os complexos
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de Pt(IV) de geometria octaédrica.[61] Comparando com os complexos de Pt(ll), os
complexos de Pt(IV) apresentam normalmente maior atividade antitumoral e sdo mais
estaveis em meio acido, podendo assim resistir as condi¢des acidicas do estdbmago
quando administrados por via oral. Adicionalmente, os complexos de Pt(IV) agem
como profarmacos, porque a sua atividade antitumoral se manifesta mais fortemente
apos a sua reducdo in vivo a Pt(ll) por agentes bioldgicos redutores (ex. glutationa).[46]
Um exemplo desse tipo de compostos, que chegou a ensaios clinicos, é o IM-216
(também denominado satraplatina 1.11) para o tratamento de cancro avancado da
prostata. Este composto gerou grande expectativa por ter potencial para ser adminis-
trado oralmente.[60,62] Contudo, como consequéncia da sua reduzida absorcdo celu-
lar e devido a efeitos secundarios indesejaveis, o composto foi descartado na fase Il de

ensaios clinicos.[46,62]

Outra alternativa aos complexos de Pt(ll) foi o desenvolvimento de compostos
de platina estruturalmente dissimilares a cisplatina, com a finalidade de participarem
em diferentes tipos de interacdes com o ADN e, consequentemente, apresentarem
uma atividade diferente da cisplatina. Um exemplo sdo os complexos de Pt(ll) polinu-
cleares, como o caso do complexo de Pt(ll) trinuclear, o BBR3464, (1.12). Este comple-
X0, com uma estrutura totalmente diferente da cisplatina, foi o primeiro farmaco poli-
nuclear a entrar em ensaios clinicos tendo apresentado atividade -citotdxica
elevada.[46,60,62] O mecanismo de acdao do BBR3464 contrasta vivamente com o dos
complexos de platina mononucleares porque as interagdes com o ADN sdo predomi-
nantemente ligacdes cruzadas inter e intracadeia de longo alcance, onde os locais de
platinacdo podem ser separados por até quatro pares de bases. Desta forma, as
mudancas conformacionais no ADN também sdo distintas.[62] A eficacia antitumoral
dos complexos de platina polinucleares foi ja demonstrada em tumores resistentes a

cisplatina.[28,62]
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1.3.2 Complexos de ruténio

Embora os compostos de platina apresentem atividades anti-proliferativas bas-
tante promissoras, compostos com outros centros metalicos também tém sido bastan-

te auspiciosos, como é o caso dos complexos de ruténio.

O estudo dos complexos de ruténio tem aumentado significativamente nos
ultimos anos devido a elevada atividade antitumoral in vitro e in vivo que os mesmos
tém apresentado.[9,45,63,64] Tal facto deve-se, maioritariamente, ao atomo de ruté-
nio admitir multiplos estados de oxidacdo (de +2 a +8) quimica e biologicamente aces-
siveis[9], o que permite a obtencdo de multiplos complexos estruturalmente diversifi-
cados. Esta variedade de possiveis estados de oxidacdo permite a sua utilizacdo numa
grande variedade de aplicac¢es, incluindo na quimica, na biologia, na medicina, na

nanociéncia e na fotoquimica. [64-67]

Todavia, especialmente em quimica medicinal, os estados de oxidagdo mais comuns e
estaveis dos complexos de ruténio sdao +2 e +3 em condicOes fisioldgicas, o que tem
particular importancia devido a sua estabilidade abaixo do pH fisiolégico no ambiente
tumoral. Para além disso, o equilibrio existente entre essas espécies torna-as adequa-

das para potenciais usos farmacoldgicos.[9,65]

Frequentemente, os complexos de ruténio com estados de oxida¢do +2 e +3 acomo-
dam uma geometria octaédrica. Dado os ligandos influenciarem as propriedades esté-
reas e eletrénicas dos complexos, a sua escolha é crucial para a formagdo de um com-
plexo farmacologicamente ativo, que deve alcancgar os seus alvos bioldgicos sem ser
guimicamente modificado.[9,66] A coordenacdo de um ligando excessivamente forte
pode tornar o farmaco inativo por impedir a coordenag¢ao do centro metdlico com o
alvo bioldgico, enquanto um ligando muito Iabil pode ser substituido demasiado
depressa.[67,68] Para além disso, a escolha do ligando também é fundamental nos
efeitos biolégicos dos compostos organometadlicos, pois pode influenciar as suas carac-

teristicas tais como a sua solubilidade intracelular e a sua biodisponibilidade, uma vez
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gue o ligando é maioritariamente responsavel pelo transporte e afinidade da molécula

para o alvo.[68]

Os complexos de ruténio oferecem varias vantagens relativamente aos comple-
xos de Pt(ll) antitumorais convencionalmente usados na clinica. Apresentam um pro-
cesso de sintese mais acessivel e econdmico [45,66,70] e possuem uma toxicidade
mais baixa do que os seus equivalentes de platina. Deve referir-se ainda a seletividade.
Tem-se observado que os compostos de ruténio interagem melhor com células tumo-
rais do que com células de tecidos normais. Pensa-se que tal interacdo podera resultar
de caracteristicas do metal, especialmente diferentes estados de oxidacdo, que resul-
tam numa seletividade maior destes complexos do que os de platina atualmente dis-

poniveis para o tratamento do cancro.[69]

1.3.2.1 Propriedades bioquimicas dos complexos de ruténio

O mecanismo de a¢do dos complexos de ruténio é dificil de esclarecer devido a
existéncia de uma grande variedade deste tipo de complexos com diferentes estados
de oxidacdo e ligandos de estrutura diversificada. No entanto, durante as ultimas
décadas os complexos de ruténio foram considerados candidatos atraentes devido a
algumas propriedades Unicas. De entre essas propriedades podemos referir a ativagao
por reducdo, o transporte por proteinas, a fraca ligacdo ao ADN e a cinética favoravel

da substituicao dos ligandos.

1) Ativagdo por reducdo. Os complexos de Ru(lll) sdo considerados profarmacos
porque até alcancarem o local do tumor permanecem no seu estado de oxidagao inati-
vo +3 e, uma vez em ambiente tumoral (que é mais redutor do que o existente em
tecidos sauddveis) sofrem uma reducdo para o estado de oxidacdo mais reativo +2.
Desta forma espera-se que os complexos de Ru(lll) tenham a¢do mais eficaz nas células
tumorais do que nas células saudaveis, o que de algum modo indica seletividade.[70]
Para além disso, no organismo existem moléculas redutoras biologicamente ativas

bastante relevantes, como o acido ascérbico e a glutationa, que sdo capazes de reduzir
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espécies de Ru(lll) sob condicGes fisioldgicas. Assim, espera-se que quanto maior a
facilidade de reducdo dos complexos de Ru(lll), maior seja o seu potencial

citotoxico.[9,65,69,71]

2) Transporte por proteinas. Os estados de oxidacdo +2 e +3 dos complexos de
ruténio, em condicoes fisioldgicas, propiciam diferentes potenciais redox e consequen-
te ligagdo a biomoléculas. Os complexos de ruténio tém demonstrado elevada afinida-
de para o sitio de ligacdo do ferro na transferrina (glicoproteina que transporta o ferro
no plasma humano[72]). As células tumorais apresentam um metabolismo diferente
das células saudaveis, na medida em que apresentam elevada necessidade de ides
Fe(lll). Tal facto conduz a uma sobre-expressao de recetores de transferrina na superfi-
cie das células tumorais (Figura 1.12). Assim, o complexo de Ru-transferrina aumenta a
possibilidade de se atingirem as células tumorais, aumentando a seletividade e, por
conseguinte, contribuindo para uma diminuicdo da toxicidade dos complexos de ruté-
nio (Figura 1.12).[9,58,65,66,67] Para além disso, os complexos de ruténio também se
ligam a albumina, principal proteina existente no plasma sanguineo, até serem trans-
portados por endocitose para a célula tumoral. Esta propriedade tem ainda outras
influéncias no organismo, na medida em que os complexos de Ru(lll) ao substituirem o
Fe(lll), induzem um aumento de ides Fe(llll) livres e disponiveis para participar na rea-
¢do de Fenton, responsavel por produzir espécies redox do tipo Fenton e radicais livres

intracelulares que resultam em lesGes celulares que induzem a apoptose.[73]

CELULA
SAUDAVEL

CELULA

TUMORAL

y

Immmm Recetor da transferrina
‘ Complexo de Ru - transferrina

Figura 1.12 Representacdo esquematica da expressao do recetor da transferrina em células que sobre-
expressam o recetor da transferrina (a esquerda) e em células saudaveis (a direita).[9]
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3) Fraca ligacdo ao ADN. Como é conhecido, o ADN é um alvo relevante para
farmacos antitumorais contendo metais, nomeadamente platina. Devido as diferencas
estruturais entre os complexos de ruténio e de platina, os primeiros interagem com o
ADN de forma diferente, devido a sua menor afinidade para ligacdo ao ADN. Assim, as
modificacdes estruturais e conformacionais produzidas na dupla hélice do ADN sdo
significativamente menores.[69] Os complexos de platina continuam a estar entre os
medicamentos antitumorais mais eficazes utilizados até agora. No entanto, os analo-
gos estruturais diretos da cisplatina ndo mostraram eficdcia clinica amplamente
melhorada em comparacdao com o farmaco original. Uma possivel explicacdo para isso
é que todos os fadrmacos de platina usados clinicamente mostraram semelhantes
modos de ligacdo ao ADN, resultando em consequéncias biolégicas similares.[69] Des-
ta maneira, o facto dos complexos de ruténio terem baixa afinidade para o ADN pode-
rd ser uma vantagem pois pode conduzir a um mecanismo de ac¢do diferente dos com-
plexos de platina existentes e, para além disso podem apresentar acdo em tumores

resistentes a cisplatina, como ja aconteceu em culturas celulares in vitro.[74,75]

4) Cinética favoravel da substituicdo dos ligandos. A cinética de troca dos ligan-
dos nos complexos é um fator importante, porque, a maioria dos farmacos metalicos
administrados sofre modificagdes espontaneas antes de atingir o alvo. Similarmente
aos complexos de platina usados na clinica, os complexos de ruténio apresentam uma
cinética de troca dos ligandos relativamente lenta (na faixa de minutos a dias, em vez
de microssegundos a segundos) contribuindo para a sua inércia geral e evitando rea-
¢cOes rapidas de equilibrio.[70] Isto pode ser em parte devido a capacidade dos com-
plexos de ruténio mimetizarem a ligacao do ferro a moléculas de grande importancia

bioldgica, como a transferrina.

Desta forma, conseguiu-se prever, no geral, o mecanismo de a¢ao dos comple-
xos de ruténio: uma vez na corrente sanguinea sofrem transporte por proteinas como
a transferrina e a albumina até alcangarem as células tumorais, que, normalmente
sobreexpressam o recetor da transferrina e se encontram num ambiente de hipoxia e
redutor. Ao sofrerem endocitose para as células tumorais, os complexos sofrem ativa-

¢do por reducdo e, na sua forma ativa de Ru(ll), induzem morte celular por diferentes
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mecanismos ja descritos como a disfuncdo mitocondrial, a producao de espécies redox

do tipo Fenton e a inducdo de apoptose (Figura 1.13).[9,73,76]

- Ambiente de hipoxia

- Ambiente redutor
- Sobre-expressdo de _I_) Endocitose
recetor de transferrina

ot o — oo | e
Transferrina l
Albumina

-Stresse oxidativo
-Disfungao mitocondrial
-Apoptose

Figura 1.13 Esquema geral dos potenciais mecanismos de a¢do e transporte dos complexos de ruténio.

1.3.2.2 Exemplos de complexos de ruténio

Apesar de, até agora, nenhum complexo de ruténio ter sido aprovado para uso
clinico, o sucesso em ensaios clinicos de fase | e de fase Il de alguns complexos de
Ru(l), como, o NAMI-A {imidazole trans-[tetracloro-(DMSO)(1H-
imidazole)ruténio(lll)]} (1.13) e o KP1019 ({indazone trans-[tetraclorobis-(1H-
indazole)ruténio(lll)]} (1.14), em conjunto com diversos estudos de atividade in vitro e
in vivo favordveis de outros complexos de ruténio, tém motivado a prossecucdo do

estudo destes complexos para utilizagdo como possiveis farmacos antitumorais.[76]
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Os compostos NAMI-A e KP1019 apresentam uma geometria de coordenacao
octaédrica. Apesar das suas similaridades estruturais e quimicas, estes complexos exi-
bem atividades bioldgicas diferentes.[58] O NAMI-A foi o primeiro complexo de Ru(lll)
a entrar em ensaios clinicos. Estudos demonstraram que apresenta elevada seletivida-
de em metastases do cancro do pulmao, prevenindo a sua formacao e inibindo o seu
crescimento.[67] Para além disso, apresenta uma atividade citotoxica mais elevada do
gue a da cisplatina.[70,78] As metastases sdo um fator importante relativamente aos
tumores malignos, pois nao existem farmacos no mercado capazes de controlar o seu
crescimento. Por esse motivo, podem ser um alvo relevante para a quimioterapia ino-
vadora. Por outro lado, o KP1019 é um complexo de Ru(lll) caracterizado pela citotoxi-
cidade elevada para os tumores colorretais e para os tumores sélidos primarios resis-

tentes a cisplatina. [67,68,78]

Estudos relataram que o NAMI-A interfere na metastizacdo e invasdo celular
por ativacdo dos mecanismos de morte celular e por interagdo com moléculas respon-
saveis pela sobrevivéncia celular, enquanto o KP1019 promove a apoptose das células
principalmente através da via mitocondrial. Para além disso, estes compostos atuam
como profarmacos porque sofrem ativagdao por redugdao em ambiente tumoral in vivo

para exercerem as suas atividades farmacoldgicas.[78]

A partir de estudos quimicos e bioldgicos do KP1019 relativamente a sua ativi-
dade biolégica in vitro e in vivo, pO6de-se presumir o seu mecanismo de a¢do. O
KP1019, uma vez administrado por via intravenosa, interage com proteinas (transferri-
na e albumina) na corrente sanguinea formando adutos. Essas proteinas direcionam o
composto para as células tumorais que, por endocitose, entra na célula onde sofre
reducdo, ficando na forma ativa (Ru(ll)), maioritariamente responsavel pela sua citoto-
xicidade. Uma vez na célula tumoral, o composto induz apoptose principalmente por
via mitocondrial (fig. 1.14). Este mecanismo de acdo, diferente da cisplatina, pode jus-
tificar o facto de o KP1019 apresentar atividade contra tumores resistentes a cisplati-
na, assim como a sua baixa toxicidade quando comparado com compostos de platina,

dois fatores deveras relevantes que o tornam um atraente para uso clinico.[9,78]
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- Libertacao das espécies de Ru(lll)
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Figura 1.14 Esquema do possivel mecanismo de agdo do KP1019. O composto KP1019 administrado por
via intravenosa, liga-se a proteinas presentes na corrente sanguinea, formando adutos. Estas proteinas
direcionam o KP1019 para as células tumorais e, uma vez no tumor, o complexo é libertado, sofre redu-
¢do a Ru(ll) e interage com o ADN e/ou outras biomoléculas, conduzindo a célula a apoptose.[78]
Elaborado com recurso a Servier.com (This work is licensed under the Creative Commons Attribution 3.0
Unported License. To view a copy of this license, visit http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

Outro composto bastante estudado é o RAPTA-C (Figura 1.15), um composto
anfifilico. O ruténio possui quatro pontos de coordenagdo, estando coordenado ao
ligando areno, ao PTA (fosfina) que |he dad o caracter hidrofébico, e a dois ligandos
labeis (cloretos). Os derivados de RAPTA-C sdo estdveis em solugdes aquosas e a sua
solubilidade em agua é biologicamente favoravel, ao contrario da insolubilidade de
muitas classes de organometalicos investigados como farmacos antitumorais.[58,79]
Embora o RAPTA-C ndo apresente um efeito citotdxico in vitro muito elevado, sabe-se

gue inibe o processo de metastizacdo, de forma idéntica ao NAMI-A.[80]

C|\'RU R RA PTA
Nr/m PTA

Figura 1.15 Representagdo estrutural do RAPTA-C.
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Apesar do RAPTA-C ser menos citotoxico do que a cisplatina em células tumo-
rais, apresenta maior citotoxicidade nestas do que em células sauddveis. Esta seletivi-
dade pode ser explicada pelo facto deste composto sofrer protonacao do ligando PTA
a valores de pH acidicos, caracteristicos de células tumorais. Assim, a protonacao do
ligando PTA corresponde a forma mais ativa do RAPTA-C. Este possui caracteristicas
bioldgicas que favorecem a ativagao seletiva desses complexos em ambientes acidicos
e hipdxicos, como nos tumores sdlidos, responsaveis por danificar maioritariamente
células tumorais. O RAPTA-C, com elevada seletividade e geralmente baixa toxicidade,

é considerado um potencial agente terapéutico.[9,77]

Também o RM175 (1.15) alcancou fases avancadas em testes pré-clinicos e,
como o RAPTA-C, pertence a familia de complexos de Ru(ll)-areno. Este composto tem
como alvo o ADN, por ligacdo covalente ou por intercalacdo do grupo areno[81]. In
vitro, o RM175 revelou eficacia comparavel aos complexos de platina em tumores do
pulmdo, do ovario, do esdfago, do pancreas, colorretal e também em melanoma, pela
inducdo de morte celular por apoptose. In vivo foi registado um abrandamento do

crescimento dos mesmos tipos de cancros. [81,82]
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1.3.3 Outros complexos metalicos

Dos complexos metalicos estudados, apenas os de platina tém sido utilizados
na clinica até ao momento. Todavia, compostos com outros centros metalicos tém
apresentado resultados esperancgosos relativamente ao seu potencial antitumoral. A
grande quantidade de resultados promissores obtidos em estudos de citotoxicidade de
complexos com diversos centros metdlicos em ensaios in vitro tem motivado a pesqui-

sa e aumentado a esperanca de alguns se poderem vir a utilizar na industria farmacéu-
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tica e na clinica. Exemplos bastante promissores que alcancaram os ensaios clinicos de
fase | e de fase Il foram alguns complexos de titdnio, de gdlio e de

ruténio.[14,25,57,82,83]

Complexos de Ti(lV), como por exemplo o titanoceno 1.16, tém apresentado
atividade antitumoral devido a elevada capacidade de ligacdo destes compostos ao
ADN. Para além disso, estes complexos também inibem a enzima topoisomerase Il e
sofrem captacdo celular mediada pela transferrina.[71,76] O complexo 1.16 foi testado
em ensaios clinicos de fase | e de fase I, revelando elevada atividade anticancerigena.

[82]

Complexos de Ga(lll) tém também mostrado atividade citotéxica. Estes comple-
xos interferem na sintese do ADN, através da inibicdo de enzimas como ATPases ou
ADN polimerases. Para além disso, tém revelado alteragcées na funcdo
mitocondrial.[71,83,84] O complexo de Ga(lll) KP46 [FFC11, (1.17)], quando usado em
ensaios clinicos de fase | e de fase Il, demonstrou atividade anticancerigena significati-

va.[83]

Complexos de ouro tém também demonstrado atividade citotéxica, especial-
mente em linhas celulares resistentes a cisplatina. Um exemplo é a auranofina (1.17),
complexo difosfinico de Au(l), usado para tratar a artrite reumatoide. Embora ndo
apresente interagdes diretas com o ADN, este apresenta atividade antitumoral através
da inibicdo da replicagdao do ADN, da transcricao e da sintese proteica.[71] Tem-se veri-
ficado também que compostos de Au(lll) (como o 1.18) apresentam elevada seletivi-
dade para enzimas que contém o grupo tiol, como a tiorredoxina redutase (TrxR). Esta

ultima estd envolvida em diversas fungdes fisioldgicas anormais, incluindo o cresci-
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mento anormal de células tumorais. Por isso, € um composto atrativo no desenvolvi-

mento de novos compostos que podem, seletivamente, ligar-se ao sitio ativo da enzi-

ma, inibindo-a.[61]

[\ *
(Ph)zP\Au,P(Ph)Z )LO
() ° SAusP
(Ph),P—P(Ph), \<o 0 ur W

1.18 1.19

Também complexos de cobre tém sido alvo de varios estudos. O cobre é um
metal existente no organismo humano, necessario para muitas vias bioldgicas e para
processos cataliticos enzimaticos. Por se considerar que os complexos de metais endoé-
genos sdo menos toxicos para as células normais, complexos de cobre tém sido alta-
mente investigados. Alguns complexos de cobre possuem a capacidade de atuar como
inibidores das topoisomerases | e Il, responsaveis pela regulacdo do enrolamento do
ADN.[85] Para além disso, interagem com o ADN através de ligacGes ndo covalentes —
intercalares e electroestdticas.[85] Um exemplo de um complexo de Cu(ll) é o compos-

to 1.20, derivado de uma base de Schiff, que apresenta elevada citotoxicidade e seleti-

vidade para células tumorais.[86]

Complexos de ferro do tipo ferroceno, como por exemplo o DEMFc* (1.21),
também apresentam atividade antitumoral. Pensa-se que essa atividade esteja asso-
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ciada ao facto deste tipo de compostos gerarem radicais livres que oxidam o ADN,
danificando-0.[71] A membrana celular e a enzima topoisomerase |l sdo outros alvos

possiveis deste tipo de compostos.[87]

As propriedades citotoxicas dos complexos de prata atrairam também um
grande interesse, pois a maioria destes apresentam maior atividade citotdxica do que
a cisplatina, com relativamente baixa toxicidade e maior seletividade para as células
tumorais.[71,88] Por exemplo, complexos de Ag(l) derivados de ligandos piridinicos
dissubstituidos foram avaliados in vitro em linhas celulares de diferentes tipos de can-

cro exibindo uma elevada atividade citotdxica.[89]

1.4. Complexos metalicos com ligandos salen e salan

As bases de Schiff também designadas por azometinos foram descobertas em
1864 por Hugo Schiff. Possuem um grupo funcional que é uma dupla liga¢cdo carbono-
azoto e sdo sintetizados pela condensacdao de uma amina primaria com um composto

carbonilico (aldeido ou cetona) (Esquema 1.1). [90,91]

Rz‘ LR,
Ry—NH, + =0 —= Ry—N=C[ "+ H,0

R1 1

Esquema 1.1 Sintese de bases de Schiff.

Em quimica medicinal, a ligacdo C=N dos azometinos tem mostrado ser essen-
cial para diferentes atividades farmacoldégicas, tais como atividade antibacteriana, anti-

flngica, antiviral e também atividade antitumoral.[90-94]
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Os compostos salen sdo um tipo de bases de Schiff tetradentados, derivadas de
N,N -bis(salicilideno)etilenodiamina, que resultam da condensagao de uma diamina
com salicilaldeidos ou hidroxicetonas (Esquema 1.2).[91] Obtidos por um procedimen-
to sintético simples, estes compostos existem numa grande variedade estrutural devi-
do as inimeras combinac¢des de diaminas/aldeidos ou cetonas possiveis. Os salens tém
desempenhado um papel central no desenvolvimento da quimica de coordenacdo na
medida em que reagem facilmente com um leque alargado de metais de transicdo com
diferentes estados de oxidacdo originando os correspondentes metalosalens.[96,97] A
coordenacdo do salen com ides metdlicos é tetradentada, envolvendo os dois azotos

dos grupos azometino e os dois oxigénios dos grupos hidroxilo.[95]

—N N=/

~o /N -H,0
2 + HyN NH, —— oH HO
OH

Esquema 1.2 Bis(salicilideno)etilenodiamina (salen).

Da redugdao dos grupos imina dos compostos salen resultam os compostos
salan, que apresentam também coordenac¢do tetradentada com iGes metdlicos. Sao
estruturalmente mais flexiveis do que os salen devido as ligagdes simples. Complexos
derivados de salans tém apresentado maior estabilidade hidrolitica, elevada atividade
anticancerigena in vivo e in vitro em vdrios tipos de cancro, bem como em diferentes
linhas celulares incluindo as resistentes a cisplatina. Adicionalmente, estes compostos

apresentam baixa toxicidade.[96-98]

O interesse nos complexos metalicos de salens deve-se as inumeras funcgdes
gue tém desempenhado em sintese organica, em particular, em processos cataliticos
tais como reac¢des de epoxidacdo de alcenos, hidroxilagdes, hétero Diels-Alder e oxida-

¢Bes, entre outras.”®**®

Biologicamente, estes complexos podem apresentar atividade
antimicrobiana, antifungica, antiviral, antioxidante, anti-inflamatéria e anti-

insetidicidal.[91]'[92] Para além disso, este tipo de complexos tem atividade citotéxi-
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ca,[63]'[101] podendo ser uma possivel alternativa aos complexos metalicos de platina,
atualmente usados na clinica. Correntemente é estudada a atividade antitumoral de
complexos de ferro, de manganésio, de cobre, de cobalto, de vanadio, e de niquel de

salens, com maior foco nos complexos de ferro e de manganésio.[101-104]

Complexos de Fe(lll) demonstraram elevada atividade citotdxica em células
MCF-7 com inducdo de morte celular por apoptose. O complexo 1.22, apds um periodo
de incubacdo de 96 horas, mostrou elevada atividade antiproliferativa com uma ICso de
0,2 uM.[104] Mais tarde, foram realizados estudos em células normais da mama (MCF-
10) de outro conjunto de complexos de Fe(lll) para analisar a seletividade dos compos-
tos para as células tumorais. Os autores concluiram que o complexo 1.23 apresentou
seletividade para as células tumorais, sendo trés vezes mais citotdxico nestas do que

nas células saudaveis.[105]

/N
_N\Fe/N_ _N\Fe/N_
oL I
HO OH H,;CO OCH,4
1.22 1.23

Para além dos complexos de Fe(lll), os complexos de Mn(lll) também tém
demonstrado atividade antiproliferativa em células MCF-7, com tempo de incubacgdo
de 96 horas. Por exemplo, o complexo 1.24 apresentou atividade citotdxica semelhan-
te a da cisplatina (IC50=18 uM) em células tumorais MCF-7 com valor de ICso de 19 uM
e mostrou ser ligeiramente mais seletivo para células tumorais, embora que ligeira-
mente (ICso de 101 uM para o 1.24 em comparac¢do com a ICsg de 91 uM da cisplatina

em células MCF-10), sendo o tipo de morte celular predominante a apoptose.[102]
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H5CO ol o OCH,
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1.24

Como anteriormente referido, tém sido desenvolvidos complexos de ruténio de
sistemas de bases de Schiff, devido as caracteristicas vantajosas que estes ligandos
proporcionam aos complexos metalicos. No entanto, a investigacdo em torno da sua

aplicabilidade antitumoral é ainda reduzida.

O complexo de Ru(lll) 1.25 apresentou atividade antitumoral com valor de ICsg
de 3,3 uM em células MCF-7 com tempo de incubacdo de 72 horas. Este composto é
rico em guanidina, o que lhe confere uma elevada capacidade de penetracdo celular.
Pensa-se que 1.25 induz lesGes no ADN e ativa vias tipicas de apoptose em células
MCF-7. O composto 1.26, também do tipo salen, foi o mais ativo e mostrou um poten-
cial citotéxico bastante melhorado comparado com a cisplatina (possui uma ICso de
0,5 UM nas mesmas condigdes que o anterior). Possui uma estrutura diferente do
complexo 1.25, em que em vez de um grupo guanidina possui um grupo amidina. Des-
sa forma, o seu mecanismo de a¢cdao também é diferente, pois o composto 1.26 induz
morte celular por paraptose, caracterizada pela vacuoliza¢do citoplasmatica e indugao

de lesdes mitocondriais.[106]
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O grupo de Quimica Organica do Centro de Quimica de Coimbra em associacao
com o Instituto de Biofisica da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra
estudou a atividade citotoxica de complexos salen com diferentes centros metalicos
(ferro, manganésio e cobre) utilizando o mesmo ligando, em linhas celulares de cancro
colorretal (WiDr, C2BBe1l), de cancro da mama (MCF-7) e de melanoma (A375). Usan-
do um ligando derivado do acido canfdrico, complexos de Fe(lll), de Mn(lll) e de Cu(ll)
(1.27-1.29) foram sintetizados, tendo sido analisada a atividade antiproliferativa de
cada um deles apds um tempo de exposicdo de 48 horas. De todos, o complexo de
Cu(ll) 1.29 demonstrou ser o mais promissor em todas as linhas celulares, apresentan-
do valores de ICso a variar de 3,32 uM a 6,71 uM. Os complexos de Fe(lll) (1.27) e de
Mn(ll1) (1.28) apresentaram valores de ICso com uma ordem de grandeza superior aos
do complexo de Cu(ll), sendo o complexo de Fe(lll) mais eficaz nas linhas celulares
WiDr e MCF-7 e o de Mn(lll) mais eficaz nas restantes. Quando comparados os valores
de ICso destes compostos com os obtidos na quimioterapia convencional, nas mesmas
linhas celulares (por exemplo, utilizando 5-FU e epirrubicina), o complexo de Cu(ll)

mostrou ser 15 vezes mais eficaz na inibicao da proliferacao celular.[101]
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Como a presenca de atomos de halogénio, em alguns compostos farmacéuti-
cos, melhora significativamente a sua atividade bioldgica, principalmente os efeitos
citotoxicos,[107,108] Silva Serra et al. decidiram continuar com os estudos e sintetizar
complexos estruturalmente semelhantes mas contendo ligandos dibromados (1.30-
1.32). O objetivo foi avaliar se a presenca dos atomos de bromo nos ligandos afetava a
atividade antitumoral dos complexos. O estudo da atividade antiproliferativa foi reali-
zado nas mesmas linhas celulares de cancro da mama e de cancro colorretal do estudo
anterior e nas mesmas condigdes. Os resultados mostraram que o complexo de cobre
(1.32) foi, mais uma vez, o que apresentou maior atividade citotdxica em todas as
linhas celulares estudadas, com valores de ICsq a variar de 0,95 uM a 2,32 uM enquan-
to os complexos dibromados de Fe(lll) e de Mn(lll) (1.30 e 1.31) apresentaram uma
atividade antitumoral inferior, com valores de ICso entre 8,54 uM e 22,56 uM e entre
8,68 UM e 18,53 uM, respetivamente.[109] A diferenca da atividade antitumoral dos
varios complexos podera ser mediada pela geometria quadrada planar do complexo de
Cu(ll), que pode ser importante na sua capacidade de ligagdao a alvos bioldgicos apro-

priados, como os acidos nucleicos ou grupos fosfato.[102,110]

Cl OAc
N;VF§G n<-OAc N;,CUQOQAC
0
Cl OAc
Br Br Br
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Os complexos de Cu(ll) ndo halogenado (1.29) e o dibromado (1.32) apresenta-
ram resultados de citotoxicidade interessantes, relativamente aos complexos com
outros centros metdlicos. Assim, como o complexo 1.32 mostrou ser 3 a 5 vezes mais
efetivo na inibicdo da proliferacdo de células tumorais do que 1.29, devido a presenca
de dois atomos de bromo na sua estrutura, deu-se continuidade aos estudos no senti-
do de avaliar, a influéncia do tipo e da quantidade de atomos de halogénio, na ativida-
de citotodxica destes compostos. Desta forma sintetizaram-se complexos salen de Cu(ll)
tetrabromados (1.35) e di- e tetraclorados (1.33 e 1.34) e testou-se a sua atividade
antitumoral nas mesmas linhas celulares e nas mesmas condi¢des que o estudo ante-
rior. Os complexos di- e tetraclorados (1.33 e 1.34) deram origem aos melhores resul-
tados de atividade antitumoral, apresentando valores de ICso de 0,82-1,64 UM e de
0,63-1,09 uM, respetivamente. O composto tetrabromado apresentou atividade cito-
toxica inferior, com valores de I1Cso na ordem de 1,07-1,52 uM. De todos, o complexo
salen tetraclorado de Cu(ll) (1.34) foi que apresentou uma atividade antiproliferativa
mais acentuada nas quatro linhas celulares. Apresentou capacidade de induzir morte
celular por apoptose, mas cujo mecanismo ndo passa pelo bloqueio do ciclo

celular.[110]

Cl Cl Br
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2. Sintese de complexos

Um dos objetivos do trabalho que deu origem a esta dissertacdo foi a sintese
de novos complexos de Ru(lll) e Ru(ll), de ligandos do tipo salen e salan derivados do
acido canférico, no sentido de dar continuidade a trabalhos realizados anteriormente

pelo grupo de Quimica Organica.

No capitulo anterior, destacou-se a atividade antitumoral que varios complexos
de ruténio tém apresentado. Do mesmo modo, complexos metalicos contendo ligan-
dos salen também tém demonstrado um efeito potenciador na atividade citotdxica
contra varias linhas celulares tumorais. Estudos realizados pelo grupo de quimica
organica da Universidade de Coimbra usando complexos de cobre, manganésio e ferro,
com ligandos halogenados e ndo halogenados (1.26 - 1.34) demonstraram resultados
de citotoxicidade interessantes.[101,109,110] Dos complexos sintetizados, os que
apresentaram melhor atividade citotdxica foram os complexos de Cu(ll) que possuiam
ligandos clorados. Em consequéncia da elevada atividade citotéxica demonstrada por
estes complexos e também por complexos de ruténio em geral, para este trabalho foi
proposta a sintese de complexos de ruténio com ligandos salen di- e tetraclorados. De
forma a estudar um possivel efeito do estado de oxidacdo do metal na atividade cito-
toxica, sintetizaram-se complexos de ruténio com dois estados de oxidacdo, Ru(ll) e
Ru(lll). Para além disso, sintetizaram-se ligandos salan di- e tetraclorados e os seus
respetivos complexos de Ru(ll) e Ru(lll). Com estes ultimos pretendia-se estudar o efei-
to da reducdo do grupo imina (-CH=N-) do ligando a amina (-CH,-NH-) na atividade
antitumoral dos complexos. Com a finalidade de completar trabalho ja desenvolvido,
sintetizou-se também o ligando salen tetraclorado derivado do L-acido tartarico e o
seu respetivo complexo de cobre para averiguar o efeito da estrutura base do ligando

na atividade citotdxica do complexo metalico. Obtidos os complexos de ruténio, estes
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foram sujeitos a estudos in vitro de atividade antitumoral em linhas celulares do can-

cro da mama (MCF-7 e HCC1806) e do cancro colorretal (LS1034 e WiDr).

Neste capitulo é apresentada a sintese dos ligandos salen e salan derivados do
acido (+)-canfdrico, e a subsequente preparacdo dos complexos correspondentes de
Ru(ll) e Ru(lll). Sera também descrita a preparagao de um salen derivado do acido tar-

térico e o seu complexo de cobre.

2.1 Sintese de ligandos derivados do acido (+)-canférico

O acido(+)-canfdrico (2.2) foi isolado e estudado pela primeira vez pelo farma-
céutico francés Nicolas Vauquelin no inicio do século XIX. E um composto quiral que
pode ser obtido pela oxidacdo da canfora (2.1) por acido nitrico (Esquema 2.1). A can-
fora, por sua vez, € um composto natural pertencente a familia dos terpenos e é bas-

tante abundante na madeira da canforeira da espécie Cinnamomum camphora.[111]

O acido canfédrico possui diversas aplicacdes farmacéuticas, sendo usado princi-
palmente como antisséptico local para a garganta, nariz e bexiga. Apresenta baixa
toxicidade, sendo dessa forma usado como um substituinte da canfora nesse tipo de

aplicages.[112]

(|) O

HNO |
—3> HO)/& \\\J\OH
o)

21 2.2

Esquema 2.1 Sintese do acido canférico (2.2) a partir da canfora (2.1).
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2.1.1 Sintese da diamina derivada do acido canfdrico

De modo a sintetizar os ligandos salen e salan derivados do acido canférico 2.2,
foi necessario preparar em primeiro lugar a diamina correspondente 2.3. Esta diamina
foi obtida por reacdo do acido canfdrico (2.2) com azida de sédio e acido sulfdrico em
cloroférmio, a 60-65°C durante uma noite. Nestas condi¢des é gerado in situ o acido
hidrazéico (HN3). Como produto final, obteve-se um éleo amarelo claro, confirmado

por RMN'H, com um rendimento de 94% (Esquema 2.2).

é/ H,SO,, NaN; ﬁ/
HOOC' ‘COOH Cloroférmio HoN® ‘NH,

22 60-65°C 2.3

Esquema 2.2 Sintese de (1R,3S5)-1,3-diamino-1,2,2-trimetilciclopentano (2.3) a partir do acido (+)-
canférico (2.2).

A adicdo de 4acido hidrazdico a acidos carboxilicos, aldeidos ou cetonas deno-
mina-se reacdo de Schmidt, em homenagem a Karl Friedrich Schmidt, quimico respon-
savel pela conversao de benzofenona e acido hidrazdico em benzanilida pela primeira
vez, em 1923. Nesta reacdo, os acidos carboxilicos formam aminas através do rearran-
jo de Curtius, cujo intermedidrio é um isocianato. Primeiramente o acido carboxilico
forma o ido acilo, depois ha adi¢dao nucleofilica do ido da azida ao carbono do ido acilo,
com libertacdo de agua. De seguida, ocorre o rearranjo de Curtius, migracdo de um
grupo alquilo do carbono para o azoto, formando o intermediario isocianato. Apds
libertagcdo de azoto molecular. Por fim, este intermedidrio sofre hidrdlise, formando a
amina, com libertacdo de diéxido de carbono. O rearranjo ocorre com retencao de
configuracdo pelo que a amina obtida (2.3) é oticamente pura, possuindo a mesma

configuracdo que o 4cido de partida (Esquema 2.3).[113]
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Esquema 2.3 Representagcdo mecanistica da reagdao de Schmidt.

2.1.2 Sintese do 3,5-dicloro-2-hidroxibenzaldeido

Obtida a diamina 2.3, procedemos a sua condensac¢do com dois aldeidos clora-
dos, 5-cloro-2hidroxibenzaldeido e 3,5-dicloro-2-hidroxibenzaldeido, para originar os
salens pretendidos. Devido a indisponibilidade comercial, na altura, do 3,5-dicloro-2-

hidroxobenzaldeido, foi necessario em primeiro lugar proceder a sua sintese.

Por reacdo do 3,5-diclorofenol (2.4) e 1 equivalente de hexametilenotetramina
em TFA, em refluxo em atmosfera inerte, durante 24h, formou-se o 3,5-dicloro-2-
hidroxibenzaldeido (2.5). O produto, confirmado por TLC e RMN'H, obteve-se como

um sélido amarelo com rendimento de 58% (Esquema 2.4).
Esta sintese envolve a formilagdao do 3,5-diclorofenol pela reacdao de Duff, que

permite a formacao de aldeidos aromaticos quase exclusivamente na posi¢ao orto em

relacdo ao grupo hidroxilo presente no anel.[114]
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OH OH
Cl Hexametilenotetramina = cl CHO
TFA
refluxo 24h
Cl Cl
2.4 2.5

Esquema 2.4 Sintese de 3,5-dicloro-2-hidroxibenzaldeido (2.5) a partir de 3,5-diclorofenol (2.4).

O mecanismo da reacdo do esquema 2.4 envolve uma substituicdo eletrofilica
aromatica, em que a espécie eletrofilica é o iFo iminio CH,NR," formado a partir da
hexametilenotetramina. Esta adicdo resulta na formacao intermediaria de uma benzi-
lamina, seguida de um ido iminio que na etapa final sofre hidrdlise acidica, para dar
origem ao benzaldeido correspondente.[115] Importa referir que a reagdo requer
substituintes fortemente doadores de eletrées no anel aromatico, tal como no fenol o
grupo hidroxilo, responsavel por ativar o anel aromatico, condicdo necessaria para que
a formilagdo ocorra. A formilacdo ocorre preferencialmente na posicao orto relativa-

mente ao substituinte dador de eletroes (Esquema 2.5).[116]
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Esquema 2.5 Representacdo mecanistica da reacdo de Duff.
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2.1.3 Sintese de salens derivados do acido (+)-canfoérico

Os salens necessarios para os estudos de citotoxicidade foram sintetizados
através da reacdo da condensacdo da diamina com dois equivalentes aldeido. Nesta
sintese recorreu-se a irradiacdo com ultrassons, na presenca de silica como catalisador,
devido as vantagens e a conveniéncia que o método apresenta. Para além de tempos
de reacdo mais curtos, cerca de 30 minutos, apresenta um menor consumo de energia
e maior facilidade no isolamento dos produtos. Também apresenta rendimentos supe-
riores aos rendimentos das reacdes promovidas pelo procedimento tradicional,[100]

gue podem levar desde 2 até 24 horas, dependendo dos reagentes.[100]

Utilizando condi¢cdes de reacdo anteriormente otimizadas[100] e 5-cloro-2-
hidroxibenzaldeido e 3,5-dicloro-2-hidroxibenzaldeido, obtiveram-se os salens 2.6 e
2.7 como solidos amarelos, carateristica deste tipo de compostos (Esquema 2.6). Os
salens obtidos com rendimentos de 71% e 65%, respetivamente, foram posteriormen-

te confirmados por RMN.

R
OH
Ry A,CHO R
2 eq. 1@ N= 1
- / Ry N7 OH
HoN® \ / ’NH - N
2 2 Etanol OH
2.3 ultrassons 30 min.
] 2.6 R1=R2=C|
Cl 2.7 R1=H, R2=C|

Esquema 2.6 Sintese dos salens 2.6 e 2.7.

2.1.4 Sintese de salans derivados do acido (+)-canférico

Apds a obtencgao dos salens, procedeu-se a redugdo dos seus grupos imina para
obter os correspondentes salans, outro conjunto de ligandos para estudos de citotoxi-
cidade. A reducdo foi efetuada em MeOH/CHCI; (1:1) a temperatura ambiente durante
cerca de 1 hora, usando como agente redutor o boro-hidreto de sddio. Obtiveram-se

assim os salans 2.8 e 2.9 a partir dos salens 2.6 e 2.7, respetivamente. As reagdes
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foram controladas por TLC e os produtos obtidos foram confirmados por RMNH. Obti-
veram-se solidos de cor branca com rendimentos de 84 e 86%, respetivamente

(Esquema 2.7).

R2 R2
R1 R1
N=— 10 eq. NaBH,4 N
N= OH > NH OH
OH Metanol, cloroférmio H OH
R, R4 2.8 R1=R,=ClI
Ry RS 2.9 R4=H, R,=ClI

Esquema 2.7 Sintese dos salans 2.8 e 2.9.

2.2 Sintese de ligandos derivados do acido L-tartarico

O 4cido L-tartarico, também denominado acido 2,3-di-hidroxibutanodioico,
2.10, é um composto natural encontrado num nimero pequeno de espécies vegetais,
sendo a videira (Vitis vinifera) uma das poucas plantas onde ele estd presente em
guantidade elevada.[117] Este composto foi isolado pela primeira vez em 1769, pelo
guimico sueco Carl Wilhelm Scheele e tem um papel importante na produg¢do de vinho
pois baixa o pH do mosto a valores que impossibilitam o crescimento bacteriano. Para
além disso, o acido L-tartarico é usado na formulagao de produtos efervescentes na
area farmacéutica, e na industria alimenticia serve como acidulante natural. Em vege-
tais atua como conservante pois inibe a acao de enzimas que causam a variagao de cor
e sabor no alimento.[118] Para além das aplica¢Ges referidas, o acido L-tartarico, com-
posto quiral de facil acessibilidade, é largamente utilizado como precursor de ligandos
quirais e como agente de resolucao uma vez que forma, com racematos, sais diaste-

reoisoméricos facilmente separaveis.[113]

T

HO™ ““CO,H

HO_ LCO,H

210
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2.2.1 Sintese da diamina derivada do acido L-tartarico

Para sintetizar salens derivados do acido tartarico, foi em primeiro lugar sinteti-
zada a diamina correspondente. Recorreu-se a sequéncia sintética apresentada no
Esquema 2.8, em que o percursor foi o tartarato de etilo (2.11). Todas estas reacdes ja

foram realizadas e otimizadas no grupo de Quimica Organica.[113]'[119]

HO. _LCO2Et  tolueno, TsOH ]/CO2Et LiAIH, ><Oj/\OH
I (CH30),C(CHa), >< THF ta. o—,, -OH
HO™ "“CO,Et refluxo CO Et ’
2.1 212 213
TsClI
CHCl3 | piridina
0 0 oT
fNHz ~ Hy, 1atm, ta. Y N3 NaN3 % s
>< Pd/C 10%, etanol o—, Na DMF,90°C o—, OTs
2.15 214

Esquema 2.8 Sequéncia de reagdes de sintese de (S,S)-2,3-0O-isopropilideno-1,4-diaminobutano.

Partindo do L-(+)tartarato de etilo (2.11) para obter o 2,3-O-lsopropilideno-
tartarato de etilo (2.12), protegeram-se os grupos hidroxilo do acido L-tartdrico por
reacdo com 2,2-dimetoxipropano. Usou-se tolueno como solvente e acido p-
toluenossulfénico como catalisador da reagao. A reagao ocorreu em refluxo durante 3
horas. Apds isolamento, obteve-se um o6leo acastanhado com rendimento 78%

(Esquema 2.8).

Apds a obtencdo de 2.12, por reduc¢ao com hidreto de aluminio e litio em THF
seco, a temperatura ambiente, durante uma noite, obteve-se o diol 2.13, um dleo

incolor, com rendimento de 96% (Esquema 2.8).

Procedeu-se seguidamente a tosilagao do diol 2.13. A este, em cloroférmio
seco, foi adicionado piridina e, seguidamente, cloreto de tosilo lentamente (recente-

mente recristalizado para maximizar o rendimento da reacdo), num banho de gelo de
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forma a evitar que a temperatura ultrapassasse os 5°C. O isolamento apds 3H horas
deu origem a um dleo, que apds cristalizacdo em etanol originou 2.14, um sélido bran-

co cristalino com rendimento de 68% (Esquema 2.8).

O composto ditosilado 2.14, foi dissolvido em DMF seca e tratado com azida de
sédio, a 90°C, durante aproximadamente 18 horas, em atmosfera inerte. Obteve-se
um oleo castanho claro 2.15 com um rendimento de 82%. O produto foi caraterizado
por espectroscopia de infravermelho, tendo-se observado a existéncia de uma banda a

2160-2120 cm™, que evidenciou a presenca do grupo azida (Esquema 2.8).

Por fim, obtida a diazida 3.15 procedeu-se a sua hidrogendlise para obter a
diamina 2.16. Esta reacdo ocorreu a 1 atm de H,, com Pd/C 10% e etanol como solven-
te, durante uma noite. Por espectroscopia de infravermelho observou-se a auséncia da
azida a 2160-2120 cm™, que confirmou que toda a azida tinha sido consumida. Obteve-
se assim a diamina 2.16, um 6leo amarelo claro com um rendimento quantitativo

(Esquema 2.8).

2.2.2 Sintese do salen derivado do acido L-tartarico

Utilizando a diamina 2.16, sintetizou-se o ligando salen 2.17 através do proce-
dimento sintético descrito na sec¢do 2.1.3. Fez-se reagir a diamina com dois equivalen-
tes do 3,5-dicloro-2-hidroxibenzaldeido (2.4) durante 30 minutos sob ultrassons, para
dar origem ao ligando salen 2.17, com um rendimento de 44% (Esquema 2.9).

Cl

a1 X cHo cl
2 eq. @ o

><Oj/\NH2 cl _ >< j/\N_ OH

o—,, NH; Etanol o, N= OH
Ultrassons 30 min.

2.16 217 Cl

Esquema 2.9 Sintese de (25, 3S)-N,N’ -bis[salicilideno]-2,3-O-isopropilideno -1,4-diaminobutano (3.8).
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2.3 Sintese de complexos metalicos

2.3.1 Sintese de complexos de Ru(ll) e Ru(lll)

Com os salens 2.6 e 2.7 e salans 2.8 e 2.9, derivados da diamina 2.3, foram pre-
parados complexos de Ru(ll) e Ru(lll) para serem posteriormente utilizados em estudos

de citotoxicidade.

Da reacdo de RuCl3H,0 com 1 equivalente do salen ou salan, em refluxo de
metanol durante 6h resultaram os complexos metdlicos 2.18, 2.19, 2.22 e 2.23 de
Ru(lll). A formacdo dos complexos, de cor castanha e verde escura, foi confirmada por

espectroscopia de infravermelho (V) (Esquema 2.10).

Para obtencdo dos complexos de Ru(ll), 1 equivalente do salen ou salan foi tra-
tado com [Ru(p-cimeno)Cl], em refluxo de metanol durante 6h em atmosfera inerte,
para dar origem aos complexos metalicos 2.20-2.21 e 2.24-2.25. A formacdo destes
complexos foi também confirmada por espectroscopia de infravermelho (1V) (Esquema

2.11).
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R, R,
R1 RUC|3'H20 R»]
N= Metanol N=
— OH — =Ru<O
N u
OH refluxo 6h N ‘o\CI
Ry 3
Rs Rs
2.6, 2.7 [Ru(p-cimeno)], 2.18, 2.19
Metanol
refluxo 6h
R,
R1
N=
~
——Ru<O
N O EN
R4
2
2.20 2.21
Complexo R; R, Rendimento
2.18 Cl cl 83%
2.19 H cl 87%
2.20 Cl cl 85%
2.21 H Cl 63%

Esquema 2.10 Esquema da sintese dos complexos salen clorados de Ru(lll) (2.18 e 2.19) e de Ru(ll)

(2.20 e 2.21).
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R2 RZ
R1 RUC|3'H20 R1
N Metanol N=
H OH _—Ru=0
N fl 6h N
A OH reriuxo \O\Cl
Ry R
R2 RZ
2.8,2.9 [Ru(p-cimeno)], 2.22 2.23
Metanol
refluxo 6h
R,
R1
N
Ru<O
N 0=
R1
2.24,2.25
Complexo R; R, Rendimento
2.22 Cl Cl 90%
2.23 H Cl 95%
2.24 Cl Cl 86%
2.25 H Cl 97%

Esquema 2.11 Esquema da sintese dos complexos salan clorados de Ru(lll) (2.22 e 2.23) e de Ru(ll) (1.24
e 2.25).

2.3.2. Sintese de um complexo de Cu(ll)

Como ja foi referido, o salen 2.17 foi sintetizado com o objetivo de analisar o
efeito da variacdo da estrutura base da diamina, na citotoxicidade dos complexos
metdlicos. Para completar estudos ja realizados, sintetizou-se o complexo de Cu(ll)
2.26, fazendo-se reagir o ligando com Cu(CH3COO), H,0 em refluxo de metanol duran-

te 6h. Obteve-se um sdlido azul acastanhado com rendimento de 89% (Esquema 2.12).
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Pretendia-se também sintetizar os complexos metdlicos de Ru(ll) e Ru(lll) do salen 2-

17, contudo, por limitacdes de tempo ja nado foi possivel.

cl Cl
Cl Cl
o N= OH 1.2 eq. Cu(CH3CO0),H,0 . e} N=/ o
><O ~,, N= OH Metanol, refluxo o ,,///N_/C“ o
2.17 cl 2.26 cl
Cl Cl

Esquema 2.12 Sintese do complexo de Cu(ll) (2.26) a partir do ligando salen 2.17.

2.4 Conclusao

Neste capitulo foi demonstrado como se procedeu a sintese de complexos de
Ru(lll) e Ru(ll) di e tetraclorados derivados do acido canférico. Obteve-se um total de 8
complexos: 4 deles salen e outros 4 salan, todos com rendimentos significativos. Para
além disso, sintetizou-se também um complexo de Cu(ll) salen tetraclorado derivado
do acido tartdrico, apds uma série de passos de sintese necessdrios para obter o ligan-

do.

Os complexos de Ru(lll) e Ru(ll) salen foram de seguida testados em testes in
vitro de culturas celulares, em linhas celulares do cancro da mama (MCF-7 e HCC1806)
e em linhas celulares do cancro colorretal (LS1034 e WiDr) para avaliar a sua possivel

atividade antitumoral.
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3. Estudos in vitro

Os complexos salen halogenados de Ru(lll) e de Ru(ll) derivados do acido (+)-
canférico, 2.18 [tetraclorado de Ru(lll)], 2.19 [diclorado de Ru(lll)], 2.20 [tetraclorado
de Ru(ll)] e 2.21 [diclorado de Ru(ll)] sintetizados como descrito no capitulo anterior,
foram sujeitos a estudos de citotoxicidade, tal como os seus respetivos complexos
salan 2.22, 2.23, 2.24, e 2.25. Estes estudos in vitro foram realizados em duas linhas
celulares de cancro da mama (MCF-7 e HCC1806) e em duas linhas celulares de cancro
colorretal (LS1034 e WiDr) e incluiram estudos de proliferacdo celular. Com o compos-
to que apresentou um efeito mais promissor na inibicdo da proliferacdo celular, reali-
zaram-se estudos para avaliacdo da viabilidade celular, de alteracdes no ciclo celular e

das vias de morte celular envolvidas, assim como, a atividade hemolitica do mesmo.

3.1 Proliferagao celular

A avaliagdo da proliferacdo celular foi realizada através do estudo da atividade
metabdlica, por colorimetria, pelo ensaio MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenil-tetrazélio], que possibilita a quantificacdo das células metabolicamente ati-
vas pela quantificacdo de cristais formazano produzidos, pela relacdo de proporciona-
lidade direta existente entre a quantidade de cristais e a atividade metabdlica das célu-

las.

O processamento dos resultados experimentais, com recurso ao software Ori-
ginPro v.8.5, permitiu o estabelecimento das curvas sigmoides de melhor ajuste para
cada linha celular e para cada condicdo, representadas na Figura 3.1 (para os comple-
xos do tipo salen) e na Figura 3.2 (para os complexos do tipo salan). A partir das curvas
dose-resposta obtidas, foi possivel determinar as concentracdes inibitérias médias

(ICsp) dos oito complexos, ou seja, a concentracdo de composto necessaria para inibir
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50% da proliferacdo celular, cujos valores estdo apresentados nas Tabelas 3.1 e 3.2

para os complexos salen e salan, respetivamente.

Relativamente aos complexos de ruténio do tipo salen (2.18 a 2.21), através da
analise da Figura 3.1, verifica-se que os complexos de ruténio em estudo induziram
efeito anti-proliferativo nas quatro linhas celulares, evidente pela diminui¢ao da ativi-
dade metabdlica com o aumento da concentracdo. O complexo de Ru(lll) tetraclorado
(2.18) foi o que apresenta claramente um efeito mais notério a nivel da inibigdo da
proliferacdo celular comparativamente aos restantes complexos em estudo, em todas

as linhas celulares.

Relativamente aos complexos de ruténio do tipo salen (2.18 a 2.21), através da
analise da Figura 3.1, verifica-se que os complexos de ruténio em estudo induzem efei-
to anti-proliferativo nas quatro linhas celulares, evidente pela diminui¢cdo da atividade
metabdlica com o aumento da concentragdo. O complexo de Ru(lll) tetraclorado (2.18)
€ 0 que apresenta claramente um efeito mais notério ao nivel da inibicdo da prolifera-
cdo celular comparativamente aos restantes complexos em estudo, em todas as linhas

celulares.
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Figura 3.1 Curvas de dose-resposta correspondentes a atividade metabdlica (em percentagem) das
linhas celulares tumorais MCF-7, HCC1806, LS1034 e WiDr apds incubagdo de 48 horas com os comple-
xos salen tetraclorado de Ru(lll) (2.18), diclorado de Ru(lll) (2.19), tetraclorado de Ru(lll) (2.20) , e diclo-
rado de Ru(ll) (2.21). Os resultados sdo apresentados como a média + desvio padrdo de, pelo menos,
trés experiéncias independentes realizadas em triplicado (n>9).

A Tabela 3.1 apresenta os valores de ICso dos quatro complexos salen em estu-
do e os respetivos coeficientes de determinacdo das curvas de ajuste (r°). Verificamos
que, de todos os complexos, o tetraclorado de Ru(lll) (2.18) é o que apresenta maior
atividade antiproliferativa em todas as linhas celulares, com valores de ICso de 2,1 uM
para as células da linha HCC1806, de 3,7 uM para as células da linha MCF-7, de 3,1 uM
para as células da linha WiDr e de 2,7 uM para as células da linha LS1034. O complexo
tetraclorado de Ru(ll) (2.20) demonstrou ser mais eficaz na inibicdo da proliferacao
celular nas linhas celulares de cancro da mama HCC1806 e MCF-7, com valores de ICsq
de 13,7 uM e de 10,6 uM, respetivamente, em comparacao com as linhas celulares de
cancro colorretal WiDr e LS1034, para as quais se obtiveram valores de ICsg de 17,2 uM

e de 19,3 uM respetivamente. O mesmo se verificou com o complexo diclorado de
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Ru(ll) (2.21), que para as linhas celulares HCC1806 e MCF-7 apresenta valores de ICso
de 10,5 uM e de 12,3 uM e para as linhas celulares de cancro colorretal apresenta
valores de ICsq de 17,0 uM e de 17,8 uM, respetivamente. O complexo diclorado de
Ru(lll) (2.19) foi o menos eficaz na inibigdo da proliferagdo das linhas celulares MCF-7
(IC50=18,8 uM), HCC1806 (IC50=15,7 uM) e WiDr (IC50=26,3 uM). A gama de valores de
ICso € bastante inferior para o complexo 2.18 com valores entre 2,1 uM e 3,7 UM com-
parativamente a todos os outros complexos com valores de entre 10,5 uM e 26,3 uM.
Comparando as linhas celulares de cada um dos tipos de cancro em estudo, observa-se
gue ndo existem diferencas, nos efeitos induzidos pelos complexos de ruténio, que

sejam dependentes do tipo de cancro.

Tabela 3.1 Valores de ICso dos complexos de ruténio salen testados nas quatro linhas celulares, apos 48h
. ~ . 2
de incubagdo e os seus respetivos valores de r".

2.18 2.19 2.20 2.21

Linha celular tetraclorado Ru(lll) diclorado Ru(lll} tetraclorado Ru(ll} diclorado Ru(ll)

ICp(1tM) r? ICso(uM) 1% IC(uM) 12 IC(uM) 1

MCF-7 3,7 0,99 18,8 0,95 13,7 0,98 10,5 0,94
HCC1806 2,1 0,98 15,7 0,98 10,6 0,98 12,3 0,97
L51034 2,7 0,97 16,5 0,98 19,3 0,99 17,8 0,97
WiDr 3,1 0,96 26,3 098 17,2 0,99 17,0 1,00

Quanto aos complexos de ruténio do tipo salan (2.22 a 2.25), através da andlise
da Figura 3.2, verifica-se que os mesmos apresentaram um perfil antiproliferativo
semelhante aos complexos salen, na medida em que se observa uma diminui¢cdo da
atividade metabdlica com o aumento da concentracdo de complexo. No entanto, neste
caso, nenhum dos complexos salan se destacou relativamente a inibicdo da prolifera-

¢ado celular nas quatro linhas celulares.

68



Capitulo lll —Testes in vitro

MCEF-7

HCC1806
100 = 100 =
2.22
< 80 = 801 i e 223
< EE ® 224
S S * 225
S 997 5 0
2 2 ]
©
- -
o 7] It
E 40 = £ 404
s 2
£ S
> 20 = 'S 20+
=] =]
<C < * .
i ~
0 0 \
1 L] L] L] L] 1
-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.t -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25
log ([complexo]) (log (uM)) log ([complexo]) (log (uM))
LS1034 WiDr
100 = 100 =
. 80+ . 80+
m© (o]
0 L
5 607 S 591
K] 2
© ©
- -
9] [
£ 404 £ 404
(] [
-] T
(T (1]
e T
'S 204 'S 204
S s
< <
0= 0 =
L] L] L] L] L] 1 L] L] L] L] L] 1
-0.5 0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2L
log ([complexo]) (log (uM)) log ([complexo]) (log (uM))

Figura 3.2 Curvas de dose-resposta correspondentes a atividade metabdlica (em percentagem) das
linhas celulares tumorais MCF-7, HCC1806, LS1034 e WiDr apds incubagdo de 48 horas com os comple-
xos de ruténio salan tetraclorado de Ru(lll) (2.22), diclorado de Ru(lll) (2.23), tetraclorado de Ru(ll)
(2.24), e diclorado de Ru(ll) (2.25). Os resultados sdo apresentados como a média = desvio-padrdo de,
pelo menos, trés experiéncias independentes realizadas em triplicado (n>9).

A Tabela 3.2 apresenta os valores de ICsq dos quatro complexos salan em estu-
do e os respetivos coeficientes de determinacdo das curvas de ajuste (r®). Numa anali-
se geral, observamos que os valores de ICsp sao muito semelhantes entre compostos e
entre linhas celulares, no entanto, em maior detalhe observam-se diferengas. O com-
plexo salan diclorado de Ru(ll) (2.25) foi o que apresentou maior atividade antiprolife-
rativa para a maioria das linhas celulares, com valores de ICsode 3,9 uM para as células
da linha MCF-7, de 3,3 uM para as células da linha WiDr e de 3,1 uM para as células da
linha LS1034, no entanto, para as células da linha HCC1806 o ICs foi superior (6,7 uM).
Em contrapartida, o complexo salan que apresentou os valores de ICsg mais altos foi o
tetraclorado de Ru(ll) (2.24), na ordem de 8-9 uM para a maioria das linhas celulares,

com excecao das células MCF-7 para as quais se obteve uma ICso de 3,8 uM. Relativa-
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mente aos complexos salan de Ru(lll), o tetraclorado (2.22) apresentou valores de ICsg
na ordem de 3 a 7 uM, enquanto que o diclorado (2.23) apresentou valores na ordem
de 4-8 uM. A linha celular mais sensivel aos complexos salan testados foi a MCF-7, na
medida em que se obtiveram valores de ICso mais baixos, na ordem de 3 a 5 uM,
enquanto que para as outras linhas celulares os valores de ICso variaram entre 3 e
10 uM. Em relacdo aos complexos salen, os complexos salan apresentaram no geral
valores de ICsg mais baixos, embora, neste caso, nenhum dos complexos se tenha des-
tacado. Em analogia aos complexos salen, ndo existem diferencas nos efeitos induzidos

pelos complexos salan de forma dependente do tipo de cancro.

Tabela 3.2 Valores de ICso dos complexos de ruténio salan testados nas quatro linhas celulares, apés 48h
. ~ . 2
de incubagdo e os seus respetivos valores de r".

2.22 2.23 2.24 2.25
tetraclorado Ru(lll) diclorado Ru(lll} tetraclorado Ru(ll) diclorado Ru(ll}

Linha celular
Coo(M) 12 IC(uM) 12 ICeuM) 2 ICg(uM) 12

MCEF-7 3,5 0,98 4,8 0,95 3,8 0,96 3,9 0,89
HCC1806 4,6 0,97 7,6 0,99 8,9 0,98 6,7 1,00
L51034 7,2 0,98 4,4 097 9,7 0,99 3,1 0,95
WiDr 5,1 0,98 6,1 0,73 9,9 0,96 3,3 0,93

A comparagdo dos valores de ICsp obtidos com o complexo mais promissor, o
complexo 2.18, com os obtidos para os fadrmacos usados em quimioterapia convencio-
nal para o tratamento dos tipos de cancro em estudo (Tabela 3.3), evidenciam o
potencial antitumoral do novo complexo sintetizado. De uma forma geral, verifica-se
gue os valores de ICsg obtidos para o complexo 2.18, foram na sua maioria inferiores
nas diferentes linhas celulares, com exce¢dao da epirrubicina, que apresentou valores
de ICs de 0,320 e 0,240 uM para as linhas celulares MCF-7 e HCC1806, respetivamen-
te.[101,120,121]
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Tabela 3.3 Valores de ICso do complexo 2.18 e dos farmacos usados em quimioterapia convencional,
apos 48h de incubagdo nas linhas celulares MCF-7, HCC1806, LS1034 e WiDr. a: incubagdo com epirrubi-
cina; b: incubagdao com carboplatina; c: incubagdao com Docetaxel; d: incubagdo com 5-FU; e: incubagdo
com irinotecano; f: incubagdo com oxaliplatina. [101,120,121]

2.18 QuimioterapiaConvencional

Linha celular
ICso(M) 12 ICs{ M)
0,320°
MCF-7 3,7 0,99 >500P
11,90¢
0,240
HCC1806 2,1 0,98 271,14b
8,35¢
2384
LS1034 2,7 0,97 47,5
5,9f
442,44
WiDr 3,1 0,96 38,7¢
21f

Com base nos resultados obtidos, o complexo 2.18 foi o escolhido para prosse-
guir para estudos de viabilidade, de ciclo celular e de stresse oxidativo. Tais estudos
foram realizados nas quatro linhas celulares tumorais, e para cada estudo foram testa-
das trés condigbes, a condi¢cdo controlo (sem administracdao de complexo), a condi¢do
de tratamento com a concentragdo correspondente a ICso e a condi¢ao de tratamento

com 20 uM do complexo 2.18.

No entanto, antes de prosseguir para esses estudos, testou-se a atividade anti-
proliferativa do ligando isolado (2.6) e comparou-se com a do complexo (2.18) de
modo a averiguar o papel do metal no efeito antitumoral dos complexos metalicos.
Usaram-se as concentra¢des de O uM, de 0,5 uM, de 1 uM, de 2 uM e de 5 uM de
ambos 0s compostos e testou-se a sua atividade metabdlica apds 48 h de incubacao,
para as quatro linhas celulares tumorais. Os resultados estao presentes na Figura 3.3.
Observa-se que o ligando 2.6 apresentou reduzida ou nenhuma atividade antiprolifera-
tiva em comparagao com o complexo metalico 2.18. Esta diferenga de atividade anti-

proliferativa € mais notdria nas células das linhas HCC1806 e LS1034, com diferencas
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estatisticamente significativas para as concentragdes de 2 uM (p<0,01) e de 5 uM
(p<0,001) e para a concentracdo de 1 uM nas células da linha HCC1806 (p=0,007). Para
as restantes linhas celulares, o ligando mostrou ter alguma atividade antiproliferativa,
mais notdria na linha celular WiDr, em que chega a ser maior do que a do complexo
para as concentracdes de 0,5 uM (p<0,001) e de 1 uM (p=0,002). No entanto, para a
concentracdo de 5 uM, a atividade antiproliferativa do complexo 2.18 foi superior a do
ligando 2.6, para as células das linhas MCF-7 e WiDr, com diferengas estatisticamente

significativas (p<0,001 e p=0,01, respetivamente).
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Figura 3.3 Efeito da atividade metabdlica do ligando livre 2.6 nas células tumorais em estudo. As células
foram tratadas com as concentragdes de 0,de 0,5, de 1, de 2 e de 5 uM e apds incubagdo de 48 horas, a
proliferacdo celular foi avaliada pelo ensaio MTT. Os resultados sdo apresentados como a média * des-
vio padrdo de, pelo menos, trés ensaios independentes realizados em triplicado (n>9). As diferencas
estatisticamente significativas estdo apresentadas por ** para p<0,01 e *** para p<0,001.
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3.2 Viabilidade e morte celular

Para averiguar até que ponto a diminuicdo de proliferacdo celular, apds trata-
mento com o composto 2.18, foi acompanhada por um aumento da morte celular, a
viabilidade e os tipos de morte celular induzida foram avaliados recorrendo a técnica
de citometria de fluxo pela dupla marcacdo com AV e IP. Os resultados da analise da
viabilidade celular apresentados na Figura 3.4 revelam que o aumento da concentra-
¢do do complexo 2.18 induz diminuicdo da percentagem de células vidveis em todas as

linhas celulares tumorais.
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Figura 3.4 Viabilidade celular apresentada em percentagem (%) de células viaveis (V), em apoptose
inicial (Al), em apoptose tardia/necrose (AT/N) e necrose (N). As células foram tratadas durante
48 horas, sob trés condi¢des: um controlo, concentragdo correspondente ao respetivo valor de ICso e 20
UM do complexo 2.18. Os valores de ICsy para as diferentes linhas celulares sdo: MCF-7=3,7 uM;
HCC1806=2,1 uM; LS1034=2,7 uM e WiDr=3,1 uM. Os resultados estdo apresentados sob a forma de
média * erro-padrdo de, pelo menos, trés experiéncias independentes realizados em duplicado (n=6). As
diferencas estatisticamente significativas estdo apresentadas por * para p<0,05; ** para p<0,01 e ***
para p<0,001.
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Para as linhas celulares de cancro da mama, relativamente as células da linha
MCF-7, a populacdo de células viaveis foi cerca de 71,4%%3,5% no controlo, verifican-
do-se uma diminuicdo de cerca de 5,5%, aquando do tratamento com 3,7 uM (ICso) do
complexo 2.18, e de 25,1% com 20 uM (p<0,001). N3o se verificam alteracdes estatisti-
camente significativas relativamente a percentagem de células em apoptose inicial e
apoptose tardia/necrose nas trés condigdes. No caso da populagdo de células em
necrose, embora ndo sejam observadas diferencas estatisticamente significativas,
constata-se uma tendéncia para o aumento desta populacdo quando as células sdo

tratadas com a concentrac¢do de 20 uM do complexo 2.18.

Para as células da linha HCC1806, a diminuicdo da viabilidade celular foi bastan-
te mais significativa, sendo a populacdo de células viaveis do controlo de 72,6%+2,9%
mas, quando tratadas com 2,1 pM (ICso) de 2.18 diminuiu 6,5% (p<0,001) e 58,5%
guando sujeitas a 20 puM (p<0,001). N3o se verificam alteracOes estatisticamente signi-
ficativas relativamente a percentagem de células em apoptose inicial nas trés condi-
¢Oes. Contudo, a diminuicdo da viabilidade é acompanhada pelo aumento de células
em apoptose tardia/necrose quando as células sdo tratadas com 20 uM de complexo,
em comparagao com o controlo (9,8%; p<0,001) e com a condigdo ICsq (8,2%; p<0,001).
Por fim, na populagdo de células em necrose, existe um aumento significativo entre as
células controlo (16,8%+1,8%) e as tratadas com 20 uM (61,6%+8,6%; p=0,001) e entre
as células tratadas com o ICsg (17,0+1,0%) e com 20 uM (p=0,002). Assim, o tipo de

morte predominante induzido pelo complexo 2.18 nesta linha celular é a necrose.

Relativamente as linhas celulares de cancro colorretal, para as células da linha
LS1034 também se verifica claramente uma diminui¢cdo da viabilidade celular com o
aumento da concentracao de complexo. Assim, a populacdo de células viaveis no con-
trolo foi de 78,5%+2,3%, havendo uma diminuicdao de 48,3% quando as células foram
tratadas com 20 uM (p<0,001) do complexo 2.18. Entre a condicdo controlo e a ICso
(2,7 uM) houve uma diminuigdo de 11,1% (p=0,002) e entre o ICso € 20 UM, ocorreu
uma diminuicdo de 37,1% (p<0,001). Paralelamente, observa-se um aumento de célu-
las em apoptose inicial quando tratadas com 2,7 uM e 20 uM de 2.18 em relagao ao

controlo (p<0,001 e p=0,048 respetivamente), acompanhada pelo aumento do nimero
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de células em apoptose tardia/necrose com significado estatistico entre o controlo e as
células tratadas com 2,7 uM (p=0,022) e entre o controlo e as células tratadas com 20
UM (p=0,002). Para além disso, também se observou um aumento significativo da
populacdo de células em necrose, de 12,4%+1,2% no controlo para 46,9%+4,3% na

condigao de tratamento com 20 uM (p<0,001).

Dentro das linhas celulares de cancro colorretal, a WiDr mostrou ser mais resis-
tente ao complexo com diminuicdo da viabilidade celular de 88,8%+1,7% no controlo
para 46,8%+4,4% apds exposicao a 20 uM de 2.18 (p<0,001). Esta diminuicdo, apesar
de ndo ser tdo acentuada, foi também observada apds exposicdo a 3,1 uM de 2.18
(70,3%+2,5%; p=0,002). Entre as duas condi¢des de tratamento com o complexo houve
uma diminuicdo da viabilidade em 23,5% (p<0,001). A reducdo da populagdo de células
WiDr vidveis apds exposicdo a 20 uM de 2.18 foi acompanhada pelo aumento significa-
tivo (p<0,001) de 8,0% de células em apoptose tardia/necrose e de 32,0% de células

em necrose, ambas em relagdo a condicdo controlo.

Para complementar os resultados obtidos por citometria de fluxo realizaram-se
estudos de morfologia celular, que nos permitiram analisar, a nivel qualitativo, a viabi-
lidade celular e o tipo de morte celular induzida nas células tratadas com o complexo
2.18. Este estudo apenas foi realizado nas linhas celulares tumorais HCC1806 e LS1034,

nas quais o complexo induziu maior atividade citotdxica.

Como pudemos observar na Figura 3.5, as imagens dos controlos apresentam
células com a membrana celular integra. No entanto, quando as células foram sujeitas
as concentragdes ICso do complexo 2.18, observaram-se aspetos morfolégicos compa-
tiveis com necrose, isto &, alteragdes nas membranas celulares que permitiram o
extravasamento do citoplasma, bem visivel em ambas as linhas celulares. Nas células
tratadas com a concentragdao mais alta (20 uM), os aspetos morfolégicos anteriormen-
te observados foram ainda mais evidentes, nomeadamente na linha celular HCC1806
em que se observou desintegracdao da membrana celular e extravasamento do cito-

plasma. Na linha celular LS1034 tratada com 20 uM, observaram-se ainda células com
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a cromatina condensada, morfologia tipica de apoptose. Estes dados morfoldgicos

estdo de acordo com os obtidos por citometria de fluxo.

Controlo I1Cso 20 uM

§ e T »
.
L W Y
®

Figura 3.5 Andlise morfoldgica das células HCC1806 e LS1034, tratadas durante 48 horas com o comple-
x0 2.18, nas seguintes condi¢Bes: auséncia do composto (controlo), concentragbes correspondentes ao
ICso (HCC1806=2,1 uM e LS1034=2,7 uM) e 20 uM. As imagens foram obtidas numa ampliagdo de 400x.

Visto que so fara sentido em termos de aplicacdo clinica continuar o estudo se
o complexo 2.18 for seletivo para células tumorais, avaliou-se a viabilidade de duas
linhas celulares de tecidos sauddveis apds exposicdo ao mesmo. Os resultados prelimi-
nares obtidos nas células HFF1 (fibroblastos) e CCD841 CoN (colondcitos) apresentam-
se na Figura 3.6. As condig¢des testadas incluiram uma condigdo controlo (sem adminis-

tracdao de composto), e duas condi¢des de tratamento (3 e 20 uM).
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Figura 3.6 Viabilidade celular apresentada em percentagem (%) de células vidveis (V), em apoptose
inicial (Al), em apoptose tardia/necrose (AT/N) e necrose (N). As células foram incubadas durante
48 horas, sendo avaliadas trés condig¢Ges: controlo (Ctl), concentragdes de 3 uM e 20 uM do complexo
2.18. Os resultados apresentados sdo preliminares, dai ndo apresentarem testes estatisticos, e apresen-
tam-se como a média * erro-padrdo de um ensaio realizado em duplicado.

Para a concentracdo de ICsg ndo se observou uma diminuicdo notéria da viabili-
dade celular para as células saudaveis, no entanto, para as células tumorais essa inibi-
cao foi em média 10,4%. Para a concentracdo mais alta (20 uM) ja se observa uma
diferenca mais notdria na diminuicdo da viabilidade celular. Para a linha celular HFF1,
em comparag¢ao com o controlo, observou-se uma ligeira diminuicdo de 18,5% da
populacdo de células viaveis quando tratadas com 20 uM de 2.18. Em contrapartida
para a linha celular CCD-481 CoN observou-se apenas uma pequena diminui¢cdo de
9,5% para a mesma condicdo. Esta diminuigdo da viabilidade celular foi acompanhada
por um aumento ligeiro de células em necrose para ambas as linhas celulares. Assim,
para as células sauddveis houve uma diminuicdo da viabilidade celular entre 9,5%-
18,5%, bastante menos evidente do que para as células tumorais (entre 25,1%-58,5%).
E de salientar que, embora o complexo 2.18 induza uma diminuic3o ligeira da viabili-
dade das células saudaveis, 0 mesmo induziu uma diminuicdo da viabilidade das linhas
celulares tumorais cerca de 6 vezes superior, o que torna este composto seletivo para

as células tumorais.
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3.3 Avaliagao do ciclo celular

Paralelamente a avaliacdo da viabilidade celular, avaliaram-se também os efei-
tos induzidos pelo composto 2.18 a nivel do ciclo celular, recorrendo a técnica de
citometria de fluxo, com a marcacgdo IP/RNAse. Os resultados das quatro linhas celula-

res estdao evidenciados na Figura 3.7.
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Figura 3.7 Ciclo celular apresentado em percentagem (%) de células em cada uma das fases do ciclo
celular Go/G,, S e G,/M. Além disso ainda esta presente o pico apoptdtico, que indica a indugdo de mor-
te celular por apoptose. As células foram tratadas durante 48 horas, sendo realizadas trés condicdes:
controlo, concentragdes ICso € 20 uM do complexo 2.18. Os valores de ICsy para as diferentes linhas
celulares sdo: MCF-7=3,7 uM; HCC1806=2,1 uM; LS1034=2,7 uM e WiDr=3,1 uM. Os resultados apre-
sentam-se sob a forma de média * erro-padrio de, pelo menos, trés experiéncias independentes reali-
zadas em duplicado (n26) para as quatro linhas celulares. As diferengas estatisticamente significativas
estdo apresentadas por * para p<0,05; ** para p<0,01.

Para as linhas celulares de cancro da mama, nomeadamente para a linha celu-
lar MCF-7, observou-se um bloqueio do ciclo celular na fase Go/G; na presenca de 20
1M do complexo 2.18, que se traduziu num aumento de 16,8% de células relativamen-
te ao controlo (p<0,001). Este aumento de células em fase Go/G; foi acompanhado por
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uma diminuicdo de células em fase S e em fase G,/M com diferengas estatisticamente
significativas (p=0,013 e p=0,012, respetivamente). A linha celular HCC1806 ndo apre-
sentou diferencgas estatisticamente significativas nas fases Go/G1, S e G,/M, no entan-
to, quando as células foram tratadas com 20 uM de 2.18 observou-se um aumento
notorio do pico apoptético de 32,0% relativamente ao controlo (p=0,024) e de (31,6%)

relativamente a concentragdo intermédia (p=0,027).

Para as linhas celulares de cancro da mama, nomeadamente para a linha celu-
lar MCF-7, observou-se um bloqueio do ciclo celular na fase Go/G; na presenca de 20
UM do complexo 2.18, que se traduziu num aumento de 16,8% de células relativamen-
te ao controlo (p<0,001). Este aumento de células em fase Go/G; foi acompanhado por
uma diminuicdo de células em fase S e em fase G,/M com diferencgas estatisticamente
significativas (p=0,013 e p=0,012, respetivamente). A linha celular HCC1806 n3o apre-
sentou diferencas estatisticamente significativas nas fases Go/G1, S e G,/M, no entan-
to, quando as células foram tratadas com 20 uM de 2.18 observou-se um aumento
notorio do pico apoptoético de 32,0% relativamente ao controlo (p=0,024) e de (31,6%)

relativamente a concentragao intermédia (p=0,027).

Para as linhas celulares de cancro colorretal, no que diz respeito a linha celular
LS1034, pudemos verificar que para a populagao tratada com 20 uM houve um
aumento estatisticamente significativo de 17,5% do pico apoptdtico em relagdo ao
controlo (p=0,036). Para a linha celular WiDr, observou-se também um aumento do
pico apoptético, de forma dependente da concentragdo de 2.18. Assim, e comparando
com a condi¢do controlo, o tratamento com 3,1 UM do complexo induziu um aumento
significativo de 4,4% de células nesta fase do ciclo celular (p=0,014), enquanto o tra-
tamento com 20 pM induziu um aumento significativo de 7,5% (p=0,029). Para além
disso, embora nao sem diferencas estatisticamente significativas, na linha celular WiDr
também se observou uma tendéncia para o bloqueio do ciclo celular na fase G,/M,
acompanhada pela diminuicdo de células na fase Go/G; com o aumento da concentra-

¢do de complexo.
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3.4 Stresse oxidativo

Para avaliar se a citotoxicidade do complexo de ruténio 2.18 tem alguma rela-
¢do com a inducdo de stresse oxidativo nas células tumorais, o préximo passo foi ava-
liar os niveis de ROS e da defesa antioxidante GSH. Para isso, analisou-se a presenca
intracelular de radical superéxido e de perdxidos e a expressao da defesa antioxidante
GSH, recorrendo a técnica de fluorimetria. Usaram-se duas linhas celulares tumorais
(HCC1806 e LS1034), que foram submetidas as trés condi¢des estudadas anteriormen-
te: controlo, tratamento com a concentracao correspondente ao valor de ICsq (calcula-
do anteriormente para cada linha celular) e tratamento com 20 uM do complexo 2.18.
As células foram submetidas a dois tempos de incubacdo (2 horas e 24 horas) com o
complexo, de modo a perceber qual a evolucdo da producdo destas espécies ao longo

do tempo.

A producdo intracelular de perdéxidos em resposta ao tratamento com o complexo 2.18

pode ser observada na Figura 3.8.
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Figura 3.8 Avaliacdo da producdo intracelular de peréxidos nas linhas celulares HCC1806 e LS1034, apds
a exposicdo ao composto 2.18 durante 2 e 24 horas. Os valores de ICsy para as linhas celulares em estu-
do sdo: HCC1806=2,1 uM e LS1034=2,7 uM. Os resultados estdo apresentados com normalizagdo ao
controlo, exprimindo a média * desvio-padrao de, pelo menos, trés experiéncias efetuadas independen-
temente e em duplicado. As diferengas estatisticamente significativas estdo apresentadas por * para
p<0,05; *** para p<0,001.

Para a linha celular HCC1806, apds 2 horas de incubacdo, verificou-se um
aumento na producado intracelular de peréxidos com o aumento da concentracdo de

2.18, com diferengas estatisticamente significativas entre todas as condigdes testadas
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(p<0,001). Contudo, apds 24 horas de incubacdo com 20 uM do composto observou-se
uma diminuicdo para cerca de metade (0,46+0,07) da producdo de peroxidos intracelu-
lares, com diferencas estatisticamente significativas (p<0,001) em compara¢do com o

controlo.

Na linha celular LS1034, constatou-se um comportamento semelhante tanto
para as células incubadas durante 2 horas, como para as células incubadas durante 24
horas, no entanto a diferenca ndo é tdo significativa como na linha celular HCC1806.
Para ambos os casos, as células tratadas com a concentracdo correspondente a ICsq €
com 20 uM apresentaram diferencas estatisticamente significativas em comparacao
com o controlo (p<0,001), bem como diferengas estatisticamente significativas entre
as duas condic¢Ges tratadas na linha celular HCC1806 para as 2 e as 24 horas (p<0,001)
e alinha celular LS1034 para as 24 horas (p<0,05).

A Figura 3.9 evidencia os efeitos do composto 2.18 na producdo intracelular de

radical superodxido pelas células em estudo.
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Figura 3.9 Avaliacdo da producgdo intracelular de radical superéxido nas linhas celulares HCC1806 e
LS1034, apods a exposi¢cdo ao composto 2.18 durante 2 e 24 horas. Os valores de ICsq para as linhas celu-
lares em estudo sdo: HCC1806=2,1 nM e LS1034=2,7 uM. Os resultados estdo apresentados com norma-
lizagdo ao controlo, exprimindo a média e o desvio-padrdo de, pelo menos, duas experiéncias efetuadas
independentemente e em duplicado. As diferencas estatisticamente significativas estdo apresentadas
por * para p<0,05; ** para p<0,01; *** para p<0,001.

Como se pode observar, o composto em estudo apresentou efeitos semelhan-

tes nas duas linhas celulares e para os dois tempos de incubacdo. Assim, quando as
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células HCC1806 e LS1034 foram tratadas com 20 uM de composto, observou-se uma
diminuicdo na producao intracelular de radical superdxido para os dois tempos de
incubacdo em relacdo ao controlo com diferencas estatisticamente significativas
(p<0,001). No entanto, essa diminuicdo foi mais evidente para a linha celular HCC1806
guando as células foram incubadas durante 24 horas, que atingiu o valor de
0,63%+0,04%, que é estatisticamente menor (p<0.0001) em relagdo ao controlo e em
relacdo ao tratamento com 2,1 pM. Diminui¢cdes nas células LS1034 incubadas com a
concentracdo 2,7 UM para o tempo de incubacdo de 2 e de 24 horas foram também
observadas em relacdo ao controlo, com significado estatistico (p<0,001 e p=0,014,

respetivamente) entre estas duas condicdes.

Por fim, fez-se a avaliacdo da producdo de defesa antioxidante como resposta
as diferencas dos niveis de ROS, tendo sido quantificada a espécie GSH (Figura 3.10).
Como se pode observar, os efeitos do complexo 2.18 influenciaram pouco a produgdo
intracelular de GSH em ambas as linhas celulares, nos dois tempos de incubacdo para
as condigGes estudas. Houve apenas uma diminuicdo ligeira da producgdo intracelular
GSH, para o tempo de incubacdo de 24 horas, apresentando diferencas estatisticamen-
te significativas entre a condicdo controlo e a condicdo tratada com 20 uM de comple-

X0 para a linha HCC1806 (p=0,004) e para a linha celular LS1034 (p=0,024).
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Figura 3.10 Avaliacdo da producdo intracelular de GSH nas linhas celulares HCC1806 e LS1034, apds a
exposicdo ao composto 2.18 durante 2 e 24 horas. Os valores de ICs, para as linhas celulares em estudo
sdo: HCC1806=2,1 uM e LS1034=2,7 uM. Os resultados estdo apresentados com normaliza¢do ao con-
trolo, exprimindo a média e o desvio-padrio de, pelo menos, duas experiéncias efetuadas independen-
temente e em duplicado. As diferengas estatisticamente significativas estdo apresentadas por * para
p<0,05 e ** para p<0,01.
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3.5 Hemocompatibilidade

O estudo da hemocompatibilidade serviu para avaliar se o complexo 2.18 indu-
ziu alteracoes na integridade da membrana dos eritrécitos. Caso o complexo compro-
meta a integridade da membrana celular, a hemoglobina é libertada para o meio e

facilmente quantificada.[121]

Para este estudo foram testadas quatro concentracgdes crescentes do complexo
(1, 5,20 e 100 puM) em eritrdcitos de sangue humano, e usou-se um surfactante como
controlo positivo (Triton X-100), responsavel por induzir lise nas células. Os valores da
percentagem de hemoglobina libertada apds sujeicdo das células as diferentes condi-

¢Oes encontram-se na Figura 3.11.
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Figura 3.11 Quantificacdo da libertacdo de hemoglobina, expressa em percentagem em relacdo ao con-
trolo positivo menos o controlo negativo, apds a incubacao dos eritrécitos com concentragdes crescen-
tes (1, 5, 20 e 100 uM) do complexo 2.18. Os resultados apresentam-se sobre a forma de média e o
desvio-padrdo de trés experiéncias efetuadas independentemente e em triplicado (n=9). As diferencas
estatisticamente significativas estdo apresentadas por *** para p<0,001.

Os resultados obtidos demonstram que o complexo 2.18 ndo induziu hemdlise
significativa nos eritrdcitos. Para as quatro condigdes tratadas com complexo, obser-
vou-se que ndao houve uma dependéncia da atividade hemolitica com o aumento da
concentracdo de complexo, e que a variacdo de hemoglobina libertada foi entre 7 a
18% nas quatro condigdes, ndao havendo diferengas estatisticamente significativas

entre as mesmas. Por outro lado, comparando a hemoglobina libertada pelas condi-
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¢Oes tratadas com complexo com a hemoglobina libertada pela condicdo controlo
positivo (105,5%+2,6%), observou-se que esta ultima foi cerca de 5 vezes superior,
com diferencas estatisticamente significativas (p<0,001) entre o controlo e todas as
outras condicdes. Mesmo para a concentracdo mais elevada testada, que corresponde
a uma concentragdo 4 vezes superior a concentra¢do de composto usada nos ensaios
de citotoxicidade, a atividade hemolitica foi baixa (13,5%19,6%), constatando-se que o

complexo 2.18 nao induz danos significativos na membrana dos eritrécitos.

Discussao dos resultados dos estudos in vitro

Os complexos de ruténio derivados do acido canférico cuja sintese é descrita no
capitulo 2, foram avaliados quanto a sua atividade antitumoral em linhas celulares de
cancro da mama e de cancro colorretal. Incluido nesse objetivo principal, houve varios
objetivos secundarios, que justificam a sintese de 8 complexos metalicos estrutural-
mente semelhantes. Um dos objetivos foi perceber se o nUmero de atomos de cloro
influenciava a atividade antitumoral dos complexos, e por isso sintetizaram-se e testa-
ram-se complexos di- e tetraclorados. Outro objetivo foi perceber se o estado de oxi-
dacdo do metal influenciava a atividade citotdxica, assim se justificando a sintese e
estudo de complexos de ruténio com dois estados de oxidacao, Ru(ll) e Ru(lll). Por fim,
para se estudar o efeito da redugao do grupo imina (-CH=N-) do ligando a amina (-CH,-
NH-) na atividade antitumoral dos complexos, sintetizaram-se os ligandos salan di- e
tetraclorados e os seus respetivos complexos de Ru(ll) e Ru(lll). Relativamente as
linhas celulares em estudo, testou-se a atividade antiproliferativa em linhas celulares
de dois tipos de cancro, o cancro da mama e o cancro colorretal. Para cada tipo de
cancro, a atividade dos complexos foi avaliada em duas linhas celulares com caracteris-
ticas fenotipicas e genotipicas diferentes. Para o caso do cancro da mama, realizaram-
se estudos nas linhas celulares MCF-7 e HCC1806, tendo a ultima menos possibilidades
terapéuticas e pior progndstico, em comparacao a linha celular MCF-7, porque é deri-
vada de um tipo de cancro de mama triplo negativo, mais agressivo e invasivo.[122]
Por outro lado, relativamente ao cancro colorretal, avaliaram-se os complexos nas

linhas celulares WiDr e LS1034, sendo a ultima linha celular descrita como sendo resis-
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tente a quimioterapia, devido a presenca de uma proteina de efluxo a glicoproteina-

P.[123]

O primeiro estudo in vitro realizado foi a avaliacdo da atividade metabdlica das
células tumorais apds tratamento com os diferentes complexos. Discutindo primeira-
mente os complexos salen, verificou-se que todos induziram a diminuicdo da prolifera-
cdo das células tumorais de forma dependente da concentracdo. Concluiu-se ainda,
através dos valores de ICsq calculados a partir das curvas dose-resposta, que o comple-
xo tetraclorado de Ru(lll) 2.18, foi o que teve um efeito mais notdrio na inibicdo da
proliferacao celular. Tal efeito foi muito semelhante em todas as linhas celulares tumo-
rais em estudo, apresentando valores de ICso de 3,7uM, de 2,1 uM, de 2,7 uM e de
3,1 uM, para as linhas MCF-7, HCC1806, LS1034 e WiDr, respetivamente. Os outros
trés complexos salen, 2.19, 2.20 e 2.21 apresentaram valores de ICso superiores, entre
0s 10,5 uM e os 26,3 uM revelando, por isso, menor atividade antitumoral. Estes resul-
tados obtidos nas varias linhas celulares com os diferentes complexos salen, por serem
semelhantes entre si, sugerem que o efeito dos complexos é independente do tipo de

cancro em estudo.

Para avaliar a influéncia do numero de atomos de cloro na atividade antiprolife-
rativa dos complexos, comparam-se os valores de ICso obtidos dos complexos com o
mesmo numero de oxidagdo mas que diferiam no nimero de atomos de cloro. Compa-
rando os complexos salen de Ru(lll), 2.18 e 2.19, observou-se que o complexo 2.18
apresentou valores de ICso entre os 2,1 uM e os 3,7 uM, enquanto o complexo 2.19
apresentou valores de I1Cso entre os 15,7 uM e os 26,3 uM. Neste caso, pode-se con-
cluir que o maior nimero de dtomos de cloro favoreceu a atividade antiproliferativa
dos complexos, visto que o complexo 2.18, cuja estrutura difere apenas na presenca
de mais dois cloros relativamente ao complexo 2.19, induziu uma maior inibicdo da
proliferacao celular. Uma possivel justificacdo pode fundamentar-se na atividade lipofi-
lica que os atomos de halogénio conferem aos complexos metalicos, propiciando
assim, transporte para o interior das células e consequente interacdao com o alvo bio-
l6gico.[107] Quanto mais atomos de cloro tiver o complexo, mais lipofilico serd e maior
sera a sua captacdo celular. No entanto, o mesmo ndo se observa quando se compa-
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ram os dois complexos salen de Ru(ll), 2.20 e 2.21, em que a presenca de 4 cloros no
complexo 2.20 n3do beneficiou a sua atividade antiproliferativa comparativamente a
presenca de dois cloros no complexo 2.21, visto que ambos apresentam valores de ICsg
similares. Posto isto, neste caso o niumero de atomos de cloro nao influenciou a ativi-
dade proliferativa dos complexos de Ru(ll). Estudos realizados com complexos metali-
cos de Cu(ll) com os mesmos ligandos, di- e tetraclorados demonstraram resultados
bastante semelhantes aos obtidos com os complexos de Ru(lll), na medida em que
apresentaram menores valores de ICso para o complexo tetraclorado, do que para o
diclorado.[110] Estes resultados indicam que, embora o centro metalico seja diferente,
a presenca destes ligandos clorados é fundamental para a atividade antiproliferativa

dos complexos.

Para avaliar a influéncia do estado de oxida¢do dos complexos, compararam-se
complexos com o mesmo numero de cloros, mas que diferem no estado de oxidacao
do metal. Relativamente aos complexos tetraclorados 2.18 e 2.20 observou-se que o
complexo em que o ruténio apresenta numero de oxidagcdo +3, o complexo 2.18, apre-
sentou uma inibicdo da atividade proliferativa 3 a 5 vezes superior em comparacao a
do complexo em que o ruténio apresenta nimero de oxidagao +2, o complexo 2.20.
Por outro lado, comparando a influéncia do nimero de oxidagao do metal nos comple-
xos diclorados, o complexo 2.19 e o complexo 2.21, o mesmo ja nao se verificou. O
complexo 2.19 apresentou valores de ICsg entre os 15,7 uM e os 18,8 uM com excegao
das células WiDr que apresentaram um valor de ICso bastante superior, de 26,3 uM,
enquanto o complexo 2.21 apresentou valores de ICsp de 10,5 uM e 17,8 uM. Neste
caso, o numero de oxidacdo ndo teve influéncia significativa na atividade proliferativa
dos complexos diclorados. A melhor atividade antitumoral dos complexos de Ru(lll)
seria de esperar porque, tal como descrito no capitulo 1, estes tém tendéncia a sofrer

reducdao em ambiente tumoral, tornando-se mais ativos.[69]

Observou-se que, individualmente, o nimero de atomos de cloro ou o estado
de oxidacao do complexo, por si s6, ndo determinou a atividade antiproliferativa dos
complexos. No entanto, a presenca do metal em estado de oxidacdao +3 e os quatro
atomos de cloro, em simultaneo, induziu um aumento na atividade antiproliferativa do
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complexo. Este aumento pode ser justificado porque os quatro atomos de cloro
aumentam a lipofilicidade dos complexos e, consequentemente, permitem uma maior
captacdo do complexo para o interior das células.[124] No interior das células tumo-
rais, os complexos de Ru(lll) sofrem ativacdo por reducdo, reacdo essa que é favoreci-
da pelo facto do meio intracelular das células tumorais ser mais acidico.[125] Esta
reducdo pode ter influéncia na interacdo do complexo com o alvo bioldgico, que pode
ser uma interacdo direta ou uma interacdo mediada pela producdo de fatores que

induzem morte celular.

Para se estudar o efeito da reducdo dos grupos imina do ligando a amina na
atividade antiproliferativa dos complexos, avaliaram-se os complexos salan di- e tetra-
clorados de Ru(ll) e Ru(lll). Nestes complexos, observou-se que os valores de ICsg sdo
muito semelhantes entre si para as diferentes linhas celulares em estudo, nomeada-
mente entre valores entre os 3,5 uM e 0s 7,2 uM para o 2.22, entre os 4,4 uM e 0s 7,6
UM para o 2.23, entre os 3,8 uM e 0s 9,9 uM para 0 2.24 e entre os 3,1 uM e os 6,7
UM para o 2.25. Estes resultados indicam que o efeito destes complexos salan é inde-

pendente do tipo de cancro.

Comparando os complexos salan com os complexos salen, verifica-se que de
uma forma geral os salan apresentaram valores de ICsq inferiores, entre os 3,1 uM e os
9,9 uM, relativamente aos salen, que apresentaram valores entre os 2,1 uM e os
26,3 uM. Esta maior atividade antiproliferativa dos complexos salan podera ser justifi-
cada pelo facto das ligagbes simples da diamina na sua estrutura aumentarem a sua

flexibilidade e, dessa forma, facilitarem a sua interagdo com o alvo.[126]

A atividade antiproliferativa de todos os complexos estudados no ambito desta
dissertacao foi semelhante nas diferentes linhas celulares, indicando que a sua ativida-
de ndo é dependente do tipo de cancro nem do tipo de linha celular. Contudo, foi o
complexo de Ru(lll) do salen tetraclorado 2.18 o que apresentou valores de ICsy mais

baixos e portanto foi selecionado para completar os estudos.
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Dentro do mesmo tipo de cancro utilizaram-se duas linhas celulares de back-
ground genético e origem distintos, sendo uma delas descrita como resistente por
apresentar uma proteina de efluxo (a linha celular LS1034 de cancro do cego)[123] e
outra mais agressiva por ser tripla negativa (linha HCC1806 de cancro da mama)[127]
mas, no entanto, a atividade antiproliferativa foi semelhante. Como sao linhas celula-
res provenientes de tipos de cancro que apresentam pior progndstico e alternativas
terapéuticas escassas, a atividade antitumoral do complexo 2.18 nestes casos é ainda
mais relevante. No caso da linha celular HCC1806, os resultados favoraveis de ativida-
de citotdxica revelam que o complexo pode ser uma possivel abordagem terapéutica
eficaz no tipo de cancros da mama triplo negativos. Estes resultados permitem-nos
também inferir que o complexo em estudo possivelmente apresenta um mecanismo

de acdo independente de recetores hormonais.

A comparacdo dos valores de ICsy obtidos com o complexo mais promissor,
2.18, com os obtidos para os farmacos usados em quimioterapia convencional para o
tratamento dos tipos de cancro em estudo (ver Tabela 3.3), evidenciam o potencial
antitumoral do novo complexo sintetizado. De uma forma geral, verificou-se que os
valores de ICso obtidos para o complexo 2.18, foram na sua maioria mais baixos quan-

do comparados com os da quimioterapia convencional.

Para se perceber se a atividade antiproliferativa do complexo 2.18 foi devido a
presenca do metal ou era inerente ao préprio ligando, comparou-se a atividade anti-
proliferativa do complexo 2.18 e do ligando correspondente, o composto 2.6. Os resul-
tados demonstraram que o ligando sé por si ndo apresenta efeito inibitério da prolife-
racdo celular significativo para as linhas celulares HCC1806 e LS1034, inferindo-se des-
ta forma que a presenca do centro metalico de ruténio é relevante na inibicao da proli-

feracao celular.[67,135]

A atividade antitumoral presente nos complexos de ruténio em geral pode ser
justificada por fatores bioldgicos que influenciam a sua atividade. Um deles é a estabi-
lidade dos complexos de Ru(ll) e Ru(lll) em solugdes fisiolégicas. Embora os ultimos

sejam, em geral, considerados menos reativos, tém a particularidade de agir como
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profdrmacos quando no interior das células tumorais.[66,67] Outra caracteristica bas-
tante relevante, e que fundamenta a atividade citotdxica por parte dos complexos de
ruténio, é a sua seletividade para as células tumorais. Os complexos de ruténio tém a
capacidade de substituir os ides Fe(lll) que interagem com a transferrina e, como as
células tumorais tém, geralmente, uma sobre-expressdo de recetores de transferrina,
ha um aumento da seletividade dos complexos de Ru(lll) para essas células.[9,73] Estas
duas propriedades foram observadas no NAMI-A, complexo de ruténio que alcancou
os ensaios clinicos.[73,136] Estas caracteristicas podem conferir aos complexos de
ruténio propriedades que sejam responsaveis pelo aumento da sua atividade citotoxi-
ca que, para alguns complexos de ruténio, chega a ser superior a da
cisplatina.[137,138] O complexo de Ru(lll) 2.18 por nés testado é um exemplo, no
entanto existem outros.[137,138] Cai Li e os seus colaboradores testaram a atividade
antiproliferativa de uma série de complexos de Ru(lll) salen contendo ligandos axiais
de guanidina e de amidina, numa variedade de linhas celulares tumorais, incluindo a
linha celular MCF-7. Os resultados demonstraram que alguns dos complexos tinham
atividade antiproliferativa superior a da cisplatina. O complexo mais promissor para a
linha celular MCF-7 apresentou uma ICso de 0,5 uM e a ICsqp da cisplatina foi de 12,2
(tM.[106]

Quando se estudou a atividade antiproliferativa do ligando na linha celular
MCEF-7 e, sobretudo, na linha celular WiDr, o ligando mostrou alguma atividade anti-
proliferativa. Isto pode ser devido a atividade antiproliferativa inerente dos ligandos do
tipo salen. Ahmet Kilik et al. avaliaram a atividade antiproliferativa de ligandos salen e
respetivos complexos de boro em diferentes linhas celulares tumorais, tendo observa-
do que a maioria dos ligandos apresentava maior atividade antiproliferativa do que o
respetivo complexo. O mecanismo de a¢dao por tras desta diminuicdo da proliferacao
celular do ligando mais potente envolveu a producdo de ROS e inducdo de

apoptose.[132]

Devido ao seu efeito promissor como possivel farmaco para o tratamento dos
tipos de cancro em estudo, a atividade antitumoral do complexo 2.18 foi avaliada em

maior detalhe. Com efeito, realizaram-se estudos in vitro para avaliar o seu efeito cito-
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téxico e averiguar se o seu mecanismo de acdo implicava o envolvimento de stresse

oxidativo.

Como a diminuicdo da atividade metabdlica pode ndo se traduzir em morte
celular, realizaram-se testes de viabilidade celular. Um composto pode ter um meca-
nismo de acdo que conduz a morte celular, ou induzir um bloqueio do ciclo celular que
pode desencadear morte celular.[133] Por isso analisou-se a distribuicdo das células
pelas diferentes fases do ciclo celular apds exposicdo ao composto que apresentou
uma atividade antiproliferativa mais elevada, o complexo salen tetraclorado de Ru(lll)

2.18.

Para as quatro linhas celulares tumorais em estudo, verificou-se que o aumento
da concentracdo de complexo resulta numa diminuicdo da viabilidade celular. O tipo
de morte celular predominante nas diferentes linhas celulares, induzida pela concen-
tracdo mais alta de 2.18, foi a necrose. No entanto, para algumas linhas celulares,
também se observaram aumentos nas popula¢des de células em apoptose inicial e/ou
apoptose tardia/necrose, para as condi¢Ges de tratamento. Os resultados da morfolo-
gia corroboraram os obtidos por citometria de fluxo relativamente a viabilidade celu-
lar, observando-se predominante morte por necrose. Este tipo de morte foi também
observado apds exposicao de células MCF-7, HCC1806, LS1034 e WiDr a um complexo
de Cu(ll)[110] que possuia o mesmo ligando que o complexo 2.18. Pode-se assim pre-
sumir que o ligando confere ao complexo propriedades fundamentais para o seu efeito

citotéxico, podendo envolver um mecanismo de a¢do semelhante.

A apoptose é uma morte celular programada, extremamente ordenada e regu-
lada, que ocorre para eliminar células defeituosas.[134] Por outro lado, a necrose é
uma morte celular que esta associada a uma reacdo inflamatéria e que ocorre, nor-
malmente, quando as células sao agredidas por fatores externos, que causam lesdes
irreparaveis.[135] O que acontece com o composto estudado nesta dissertagao é que,
para concentragdes intermédias, induziu predominantemente morte celular por apop-
tose e, para a concentracdo mais alta, morte celular por necrose em todas as linhas

celulares tumorais em estudo. Isto pode ser justificado porque diferentes concentra-
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¢Oes do mesmo composto podem originar diferentes respostas bioldgicas, dependen-
do da severidade da agressao, fator determinante no tipo de morte celular. Esta agres-
sdo pode estar, por exemplo, associada a diferentes niveis de stresse oxidativo. Segun-
do a literatura, o tipo de morte celular mediada por ROS é dependente da quantidade

e do tipo de ROS produzidas.[143,144]

Discutindo os resultados obtidos para o ciclo celular, na linha celular MCF-7
houve uma paragem do ciclo celular na fase Go/G;. Esta fase corresponde a fase onde
as células se estdo a preparar para a replicacdo do material genético, onde ha sintese
de proteinas, ARN e, consequentemente, um aumento do tamanho celular.[137] O que
pode acontecer neste caso é que o estimulo é tdo exagerado que induz bloqueio antes
das células conseguirem sintetizar o ADN, provavelmente devido ao checkpoint Gy,
responsdvel por detetar danos no ADN e verificar se a célula apresenta condi¢Oes para
se dividir (como nutrientes, fatores de crescimento e tamanho). Caso as lesdes sejam
corrigidas, as células continuam a sua divisdo, mas nos casos em que ha lesGes mais
graves e a célula ndo as consegue reparar, é induzida morte celular programada.[137]
Estes resultados sdo apoiados pela ocorréncia de morte celular por necrose observada
nos estudos de viabilidade celular e corroborados pelos resultados de morfologia. Esta
linha celular, foi a Unica que nao apresentou um aumento significativo no pico apopto-
tico, o que esta de acordo com os resultados de viabilidade celular, visto que também
foi a Unica linha que ndo apresentou aumentos significativos da populagdao em apopto-

Se.

A linha celular HCC1806, por sua vez, ndo apresentou bloqueio do ciclo celular,
no entanto apresentou um pico apoptdtico bastante evidente para as células tratadas
com a concentra¢do mais alta. Estes resultados estao de acordo com os obtidos para a
viabilidade celular, onde se observou um aumento significativo da populagdo de célu-
las em apoptose tardia/necrose na mesma condi¢cdo. Por sua vez, a linha celular
LS1034 apresentou um comportamento bastante semelhante a da linha celular
HCC1806. No entanto, para além do aumento da populacdo de células em apoptose
tardia/necrose, esta também apresentou um aumento na populacdo de células em
apoptose inicial o que pode justificar, com mais seguranca, o pico apoptético presente
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nessa linha celular. Estas duas linhas celulares ou ndo expressam a proteina P53, como
é o caso da HCC1806[127], ou expressam-na mutada, caso da linha celular
LS1034.[130] A proteina P53 é fundamental para regular o ciclo celular, visto ser res-
ponsavel por parar o ciclo celular para corrigir erros de sintese do ADN, ou, caso nao
consiga corrigir, induzir apoptose.[138] Esta pode ser uma possivel justificacdo para a

inexisténcia de bloqueio do ciclo celular nestas linhas celulares.

Por fim, para a outra linha celular de cancro colorretal, a linha WiDr, observou-
se uma tendéncia para o bloqueio do ciclo celular na fase G,/M, acompanhada por um
aumento do pico apoptodtico, de forma dependente da concentracdo. O aumento do
pico apoptodtico estd de acordo com o obtido para os estudos de viabilidade celular,
em que hd um aumento de células na populacdo em apoptose inicial, também de for-
ma dependente da concentragdo. O bloqueio do ciclo celular na fase G,/M pode estar
relacionado com o checkpoint G,, responsavel por impedir que as células entrem na
fase M quando o ADN esta danificado. Nestas situacdes, ha interrupgao do ciclo celular
e reparacdo das lesGes, ou, caso as lesGes sejam irreparaveis, a célula sofre
apoptose.[139] Desta forma, o bloqueio na fase G,/M relaciona-se com a presenca de
morte por apoptose e com o aumento do pico apoptdtico observado apds o tratamen-
to, que pode estar relacionado com danos no ADN, como foi observado por alguns

complexos de ruténio descritos na literatura.[73]

Para averiguar a seletividade do complexo 2.18, avaliou-se a viabilidade de
duas linhas celulares saudaveis, fibroblastos (HFF1) e colondcitos (CCD841 CoN).
Embora os resultados sejam preliminares, observou-se uma diminui¢cdo da viabilidade
celular de 9,5% a 18,5%, para cada uma das linhas celulares, respetivamente, acompa-
nhada de um aumento do nimero de células em necrose. No entanto, se comparar-
mos com as quatro linhas celulares tumorais em estudo, o complexo induziu uma
diminuigdo da viabilidade que variou entre 25,1% e 58,5%. A seletividade dos farmacos
usados em quimioterapia para as células tumorais é um fator crucial, visto que, quanto
mais seletivos forem para as células de interesse, menos efeitos secundarios induzem
e, melhores resultados reproduzem na terapéutica. Estes resultados demonstram que

o complexo 2.18 pode ser até seis vezes mais seletivo para as linhas celulares tumo-
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rais, resultados bastante favoraveis para a sua aplicacdo clinica. Esta seletividade para
as células tumorais ja era espectavel, porque os complexos de Ru(lll) tém elevada afi-
nidade para os sitios de ligacdo do ferro a transferrina e, as células tumorais sobre-
expressam recetores de transferrina na sua superficie. E de esperar que, in vivo, este
efeito seja exacerbado porque existe uma maior disponibilidade de Fe(lll) e de receto-
res de transferrina. Por outro lado, os complexos de Ru(lll) agem como profarmacos,
na medida em que sofrem ativacdo por reducdo em ambiente acidico, presente no
interior das células tumorais.[9,73] Por este motivo espera-se que os complexos de
Ru(lll) exibam uma agdo mais seletiva em células tumorais do que em células sauda-

veis.

Como abordado anteriormente, a necrose foi o principal tipo de morte induzido
pelo complexo 2.18. Este tipo de morte celular é muitas vezes provocado por um esti-
mulo oxidativo intenso resultante da producdo de ROS. Por esta razdo, avaliou-se a
producdo de ROS e da defesa antioxidante GSH, para conseguirmos entender se o
mecanismo de acdo do complexo envolve a inducdo de stresse oxidativo. Esta analise
foi feita nas linhas celulares em que o complexo induziu uma maior diminuicdo da via-
bilidade celular (HCC1806 e LS1034), apds a sua exposicao durante 2 e 24 horas. Neste
caso em particular, a avaliagdo ndo foi feita as 48 horas porque, as ROS em geral e, o
peréxido de hidrogénio e o radical superéxido em particular, tém um tempo de vida
curto devido a um complexo sistema antioxidante responsavel por consumir muito

eficientemente essas espécies.[140]

Um aumento de peroxidos intracelulares, de forma dependente da concentra-
¢ao foi observado para ambas as linhas celulares em que houve exposi¢cdao ao comple-
xo durante 2 horas. Por outro lado, para o tratamento durante 24 horas com a concen-
tracdo mais alta de complexo, observou-se o comportamento oposto, isto é, diminui-
¢do dos perdxidos intracelulares. Esta diminuicao dos perdxidos intracelulares ao longo
do tempo pode resultar do seu tempo de meia vida curto[140] ou ser devido a sua
conversdo noutras ROS. Os complexos de Ru(lll) possuem a particularidade de substi-
tuir os ides Fe(lll) na sua ligacdo a transferrina induzindo, desta forma, um aumento de

iGes Fe(lll) livres. Estes ides de Fe(lll) ficam disponiveis para reagir com o perdxido de

93



Capitulo Il - Estudos in vitro

hidrogénio, com formacdo de radical hidroxilo, responsavel por causar lesdes severas a
nivel do ADN.[141] Estes resultados demonstram a importancia de avaliar a producdo
de ROS em tempos curtos e com diferentes tempos de incubacdo com o complexo,
visto que, a andlise da mesma ROS com tempos de incubacdo diferentes origina resul-
tados dispares. Por outro lado, a producdo de ROS em tempos mais curtos (2 horas e
24 horas) repercute-se num efeito biolégico mais tardio, neste caso, morte celular
(avaliado as 48 horas). Neste caso, a morte celular pode ser provocada por lesées celu-
lares induzidas diretamente pelo perdxido de hidrogénio, ou, em alternativa, pela con-
versao desta ROS em espécies ainda mais reativas, como o radical hidroxilo, produzido

em consequéncia da reacdo de Fenton.[148,149]

O radical superéxido apresentou um comportamento semelhante em ambas as
linhas celulares e nos dois tempos de incubacdo. De um modo geral, had diminuicdo
desta ROS com o aumento da concentracdo de complexo, sendo essa diminuicdo mais
notdria nas células incubadas durante 24 horas com o complexo 2.18, do que as célu-
las incubadas durante 2 horas. Neste Ultimo caso, ndo se observaram diferencas signi-
ficativas na producdo da ROS em estudo, entre a condicdo tratada com a concentracdo
intermédia e a condi¢do tratada com 20 uM, nas duas linhas celulares. Em analogia
com o que acontece com os perdxidos, a diminuicdo do radical superdéxido com o
aumento do tempo de exposicao pode estar relacionado com o seu curto tempo de
meia vida ou com a sua conversao noutras espécies.[140] Este radical pode sofrer uma
dismutacdo espontanea consigo mesmo, ou com o éxido nitrico, resultando na forma-
¢do de peroxinitrito, molécula extremamente téxica. Para além disso, a enzima supe-
réxido dismutase pode sofrer dismutagdo em perdxido de hidrogénio que, formado na
presenca de ferro, poderd levar ao aumento do stresse oxidativo pela reacdao de Fen-

ton.[148,149]

A literatura refere que o tipo de morte celular mediada por ROS é dependente
da quantidade e do tipo de ROS produzidas.[143,150] Neste caso, é possivel que con-
centragdes intermédias do complexo 2.18 induzam nas células um estimulo oxidativo

moderado que se associa ao tipo de morte celular observado, isto é, apoptose. Por
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outro lado, verificou-se que concentracdes mais elevadas estdo associadas a um esti-

mulo oxidativo mais intenso, que promove morte celular por necrose.

Por fim, a defesa antioxidante GSH apresentou uma diminuigado ligeira ao longo
do tempo e com o aumento da concentracdo de complexo 2.18 nas duas linhas celula-
res. Houve uma ligeira diminuicdo da producdo desta defesa apenas no tempo incuba-
¢3o de 24 horas. E esperado que o aumento das ROS aumente a producdo da defesa
antioxidante GSH. Neste caso, das ROS em estudo, apenas os peroxidos intracelulares,
com 2 h de incubacdo, aumentaram com o aumento da concentracdo de complexo.
Por outro lado, era expectavel que a diminuicdo de GSH fosse mais acentuada que a
diminuicdo de perdéxidos, porque a reducdo de cada molécula de perdxido consome
duas moléculas de GSH.[136] No entanto, observou-se que a diminuicdo de perdxidos
foi mais acentuada. A inexisténcia de uma relacdo entre o aumento ou diminuicdo da
GSH com o aumento ou diminuicdo dos perdxidos intracelulares, pode ser justificada
pela existéncia de um envolvimento de outras espécies reativas que reagem com a
sonda DCF utilizada para medir a producdo intracelular de perdxidos como, por exem-
plo, o radical dxido nitrico, o peroxinitrito, o hipoclorido e outras RNS.[142] Por outro
lado, pode revelar que os perdxidos intracelulares se converteram noutras espécies e

nao foram destoxificados pela GSH.[141][143]

O complexo de ruténio em estudo, nas duas linhas celulares que apresentaram
melhores resultados na diminuicao da proliferacao celular, demonstrou um compor-
tamento semelhante nos estudos de viabilidade celular, de ciclo celular, de produg¢ao
de ROS e de defesa antioxidante. Por isso, pressupdem-se que muito provavelmente o
complexo 2.18 apresente um mecanismo de a¢dao semelhante nessas linhas celulares.
Nas duas linhas celulares, o complexo nao induziu bloqueio do ciclo celular mas apre-
sentou um pico apoptdtico bastante evidente, que indica que ha presenca de corpos
apoptéticos formados pelo processo de apoptose. O facto de o complexo nado ter indu-
zido bloqueio do ciclo celular, pode significar que o alvo biolégico do complexo ndo é o
ADN, ao contrario do que acontece com muitos complexos de ruténio, que apresen-

tam o ADN como alvo.[66] No entanto, como abordado anteriormente, estas duas
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linhas celulares ou ndo expressam a proteina P53, ou expressam-na mutada, o que

pode justificar a inexisténcia de bloqueio do ciclo celular.

Foi realizado um estudo de hemocompatibilidade para verificar se o complexo
2.18 induzia lise nos eritrécitos do sangue, que permite prever se ha compatibilidade
da administracdo do complexo por via intravenosa.[144][145] O tamoxifeno, um dos
farmaco anti-estrogénico mais prescritos na quimioterapia do cancro da mama, induz
hemdlise e, consequentemente, anemia hemolitica.[146] Relativamente ao complexo
2.18, observou-se que a incubacdo do complexo com as células sanguineas ndo provo-
cou libertacdo elevada de hemoglobina , isto é, a membrana nos eritrdcitos ndo sofreu
alteracdes permitindo a retencdo da hemoglobina no seu interior. Desta forma, infere-

se que é possivel a administracdo do complexo em estudo por via intravenosa.

Pode-se concluir que o complexo que apresentou um efeito inibitério da proli-
feracdo celular mais notdrio, quando comparado com os restantes, foi o complexo
salen tetraclorado de Ru(lll) 2.18. Este pode considerar-se uma alternativa promissora
aos farmacos antitumorais atualmente usados na clinica, pois apresenta maior ativida-
de antiproliferativa, com valores de ICso mais baixos do que a maioria dos farmacos
usados em quimioterapia convencional nas mesmas linhas celulares em que o estudo
do complexo 2.18 foi realizado. Paralelamente, este complexo apresentou um efeito
citotéxico para além de antiproliferativo. Para concentragdes intermédias apresentou
morte celular por apoptose que pode resultar da produg¢ao de ROS, nomeadamente de
peréxidos intracelulares que desencadeiam a reagdo de Fenton. Por outro lado, para a
concentracdao mais elevada, desencadeou necrose possivelmente em resposta a seve-
ridade da agressao induzida pela elevada concentragcdo de complexo e por estimulos
oxidativos mais intensos. O complexo 2.18 ndao demonstrou atividade hemolitica signi-
ficativa, o que possibilita a sua administracdo por via intravenosa. Para além disso,
demonstrou ter atividade citotdxica em linhas celulares associadas a tumores com pior
progndstico e menor disponibilidade de abordagens terapéuticas eficazes e apresen-
tou elevada seletividade para as linhas celulares tumorais em estudo. E esperada que
esta seletividade, bem como a atividade antitumoral seja mais aumentada em estudos

in vivo, visto que, como abordado no capitulo 1, os complexos de Ru(lll) atuam como
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pro farmacos, sofrendo ativacdo por reducdo em ambientes tumorais e de hipoxia.
Adicionalmente, in vivo as células tumorais sobrexpressam recetores de transferrina, e
os complexos de Ru(lll) tém demonstrado elevada afinidade para esses recetores.[69]
A elevada seletividade e atividade citotdxica do complexo de Ru(lll) 2.18 tornam-no
num possivel e promissor complexo usado no tratamento do cancro da mama e color-

retal.
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Conclusao

A finalidade do trabalho descrito nesta dissertacao foi a sintese de novos com-
plexos de ruténio derivados do acido (+)-canfdrico e a avaliacdo da sua atividade anti-
tumoral em linhas celulares de cancro da mama e de cancro colorretal, de forma a
considerar a sua possivel aplicacdo como alternativa aos farmacos usados atualmente

na quimioterapia convencional.

Os complexos de ruténio, em geral, assim como complexos de outros metais
contendo ligandos salen tém demonstrado atividade antitumoral de grande interesse
na area da quimica medicinal. Por esta razao, sintetizaram-se oito complexos de ruté-
nio (2.18-2.25) derivados do acido canférico, quatro deles do tipo salen e outros qua-
tro do tipo salan, que variaram no niumero de dtomos de cloro no ligando e no nimero
de oxidacao do metal. Para finalizacao de trabalhos anteriores, sintetizou-se também

um complexo de cobre do tipo salen tetaclorado derivado do L-acido tartarico (2.26).

Os oito complexos de ruténio (2.18-2.25) foram submetidos posteriormente a
testes in vitro em linhas celulares de cancro da mama e de cancro colorretal. Todos os
complexos sintetizados induziram uma inibicdo da proliferacdao celular de forma
dependente da concentra¢do. O complexo de Ru(lll) tetraclorado (2.18) foi o que apre-
sentou uma atividade antiproliferativa mais promissora, a qual se podera dever ao
facto deste complexo apresentar quatro dtomos de cloro e de ter estado de oxidagdo
+3. Os halogénios aumentam a lipofilicidade dos complexos e, consequentemente,
facilitam a captacao do complexo para o interior das células. Por outro lado, comple-

xos de Ru(lll) geralmente atuam como profarmacos, na medida em que quando alcan-
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cam as células tumorais, reduzem-se e ficam na sua forma ativa. Em simultdneo estas
duas propriedades podem aumentar a atividade antiproliferativa do complexo.

Os complexos salan em geral apresentaram maior atividade antiproliferativa do
gue os complexos salen, o que pode ser justificado pelo facto dos complexos salan
apresentarem na sua estrutura uma ligacdo simples C-N, em vez da dupla ligacdo da
imina presente nos complexos salen e, por isso, serem mais flexiveis e apresentarem

maior facilidade para interagir com o alvo.

A atividade antiproliferativa de todos os complexos estudados no ambito desta
dissertacdo foi semelhante nas diferentes linhas celulares, indicando que a sua ativida-
de ndo é dependente do tipo de cancro nem do tipo de linha celular. Contudo, foi o
complexo de Ru(lll) do salen tetraclorado 2.18 o que apresentou valores de ICsg mais
baixos e portanto foi selecionado para completar os estudos. Paralelamente, o ligando
ndo complexado ndo apresentou atividade proliferativa consideravel na maioria das
linhas celulares, em comparacdo com o complexo metalico. Dessa forma, concluiu-se
gue o centro metdalico desempenha um papel essencial na atividade antiproliferativa

demonstrada pelo complexo.

O efeito antiproliferativo do complexo 2.18 traduziu-se igualmente num efeito
citotoxico em todas as linhas celulares, mais evidente nas linhas celulares associadas a
tumores com piores progndsticos, isto é, tumores da mama triplo negativos e tumores
do cdlon resistentes a quimioterapia. Em geral, verificou-se que concentragdes mais
baixas do complexo 2.18 induziram morte celular por apoptose, e que mais altas por
necrose. Paralelamente, o complexo 2.18 induziu o bloqueio do ciclo celular nas fases
G0/G1 e G2/M, dependendo da linha celular em estudo. Contudo, linhas celulares
caracterizadas pela auséncia ou mutagao da proteina P53, ndao tiveram o ciclo celular

afetado.

Quanto ao envolvimento do stresse oxidativo no mecanismo de acdo do com-
plexo 2.18, verificou-se que para tempos curtos houve um aumento de perdxidos
intracelulares de forma dependente da concentracdo e para tempos mais longos de

incubacdo o comportamento oposto foi observado. A presenca desta ROS juntamente
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com um aumento dos ides de ferro, devido ao complexo de Ru(lll), potenciam a reag¢do
de Fenton, e, consequentemente conversdao desta ROS noutras espécies. A producao
do radical superodxido e da defesa antioxidante GSH diminuiu ao longo do tempo e de
forma dependente da concentracdo. A diminuicdo do radical superdxido com o
aumento do tempo de exposicdo pode estar relacionado com o seu curto tempo de
meia vida ou com a sua conversdo noutras espécies altamente tdxicas, como perdxido
de hidrogénio e peroxinitrito. Relativamente a defesa antioxidante GSH, a inexisténcia
de uma relacdo entre a sua producao e a producdo das ROS pode ser justificada pela
existéncia de um envolvimento de outras espécies reativas que reagem com a sonda
DCF utilizada para medir a producdo intracelular de peréxidos, ou, por outro lado, por-
gue os peroxidos intracelulares se converteram noutras espécies e ndo foram destoxi-

ficadas pela GSH.

A producdo de ROS pode repercutir-se num efeito bioldgico mais tardio, neste
caso, morte celular. O tipo de morte celular mediada por ROS é dependente da quan-
tidade e do tipo de ROS produzidas. Neste caso observou-se que concentragdes inter-
médias do complexo 2.18 induziram um estimulo oxidativo moderado que se associou
a morte celular por apoptose. Por outro lado, concentragcdes mais elevadas associa-

ram-se a um estimulo oxidativo mais intenso que promoveu morte celular por necrose.

A avalia¢do da viabilidade celular do complexo 2.18 nas linhas celulares sauda-
veis HFF1 e CCD841 CoN permitiu inferir que este é mais seletivo para linhas celulares
tumorais, do que para as saudaveis. Esta seletividade para as células tumorais possi-
velmente estd associada a afinidade que os complexos de Ru(lll) tém para os recetores
de transferrina, e ao maior niumero de recetores de transferrina que as células tumo-
rais apresentam em relagdo as células normais. Desta forma, espera-se que o comple-
xo em estudo induza uma a¢dao com reduzidos efeitos adversos nos tecidos adjacentes

saudaveis, o que enfatiza a possivel aplicabilidade do complexo na clinica.

Os estudos de hemocompatibilidade do complexo reforcam as conclusdes ante-

riores, na medida em que a reduzida libertacdo de hemoglobina apds exposi¢cdo ao
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complexo 2.18 mostra que este nao induziu lesdes nas membranas nos eritrécitos.
Este facto pressupGe a possibilidade de administracdo do complexo por via intraveno-

Sa.

A elevada atividade citotéxica e seletiva para células tumorais do cancro da
mama e colorretal apresentada pelo complexo 2.18, nesta fase inicial de testes biol6-
gicos, permite-nos concluir que o complexo podera ser um possivel fdrmaco promissor
para utilizacdo no tratamento destes tipos de cancro. Como perspetivas futuras é
importante dar continuidade aos estudos de modo a perceber melhor o seu mecanis-
mo de acdo. Estudos subsequentes poderdo incluir a avaliacdo de diversos parametros,
tais como: a enzima SOD, que é uma defesa antioxidante que catalisa a dismutacdo do
superoxido em peroxido de hidrogénio ou oxigénio; os danos no ADN, através do
ensaio cometa; proteinas relacionadas com processos de morte celular, como a BAX e
a BCL-2, que sdo proteinas pro- e anti-apoptdticas, respetivamente, a avaliacdo de
recetores de transferrina na superficie das células em estudo, para confirmar se a sele-
tividade para as células tumorais sempre se deve ao excesso de recetores de transfer-
rina nessas células . Adicionalmente, a execug¢do de ensaios in vivo, permitira avaliar se
o complexo apresenta uma atividade anti-proliferativa superior, como é esperado, e

verificar se a seletividade obtida in vitro se mantém.
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5. Experimental

Este capitulo descreve os procedimentos experimentais que foram seguidos
para desenvolver esta dissertacdo. Comeca por descrever os procedimentos quimicos
realizados para obter os compostos descritos no capitulo Il, os processos de purifica-
cdo e secagem dos solventes, as técnicas de identificacdo, caraterizacdo e aparelhos
utilizados neste trabalho (espetroscopia de ressonincia magnética nuclear *H e “°C,
infravermelho e ponto de fusdo). A segunda parte do capitulo é relativa aos estudos in
vitro, e caracteriza as linhas celulares, os materiais e métodos utilizados, bem como a
técnica de citometria de fluxo, o ensaio de hemocompatibilidade e os aparelhos usa-

dos para desenvolver esta dissertacao.

5.1 Técnicas de identificacdo e caracterizagao

Espetros de ressonancia magnética nuclear

Os espetros de ressonancia magnética nuclear (RMN *H e RMN *3C) foram reali-
zados a temperatura ambiente, recorrendo a um espetrometro Brucker Avance Il
400MHz, utilizando o tetrametilsilano (TMS) como padrao interno. Os solventes usa-

dos foram cloroférmio deuterado (CDCls) e dimetilsulféxido (DMSO-d6).

Espetros de infravermelho
Os espetros de infravermelho foram obtidos, num espetrofotémetro Agilent

Technologies Cary 630 FTIR, recorrendo a pastilhas de KBr.

Ponto de fusao
Os pontos de fusdao foram determinados num medidor de pontos de fusdo FALC
(método capilar aberto).
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Cromatografia
Placas de silica 60 F264 com suporte de aluminio, fornecidas pela Merck, foram
utilizadas para cromatografia de camada fina (TLC), de modo a controlar a evolucdo

das reacdes.

Citometria de fluxo
As sondas fluorescentes foram detetadas tendo sido utilizado um citdmetro

FACS Calibur.

Ensaio de hemocompatibilidade
Nesta técnica, para a quantificacdo da hemoglobina libertada foi utilizado um

espetrofotémetro ELISA (Biotek®, Synergy HT).

5.2 Purificagao e secagem dos solventes e reagentes

Os reagentes foram adquiridos comercialmente apresentando alto grau de
pureza, ndo tendo sido necessario recorrer a qualquer purificagdo adicional. Quanto
aos solventes, estes foram destilados e secos de acordo com os procedimentos descri-

tos de seguida.

Acetato de etilo

O solvente foi refluxado durante 2h30, na presenca de K,COs.
Cloroférmio e diclorometano

Foram refluxados na presenca de CaCl, durante 2h, tendo sido de seguida desti-

lados.
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DMF
Durante 24h, o solvente foi tratado com éxido de calcio que anteriormente fora
ativado a 500°C. Apds decantacdo, foi adicionado NaOH, e agitado durante 1h. Final-

mente, o DMF foi decantado e destilado.

Etanol e metanol
Estes solventes foram refluxados com magnésio e uma quantidade catalitica de
iodo durante 2h, e depois destilados a partir dos respetivos alcéxidos, de acordo com o

método de Lund e Bjerrum.

Eter etilico, hexano e THF
Foram obtidos apds refluxo com sédio e na presenca de benzofenona, usada

como indicador (cor azul significa auséncia de dagua no solvente) e posterior destilagdo.

5.3 Métodos sintéticos

NH,

NH
5.3.1 Sintese de (1R, 35)-1,3-diamino-1,2,2-trimetilciclopentano 2

Num baldo de duas tubuladuras, uma com rolha e outro condensador, adicio-
nou-se 50 mmol de 4cido canférico a 100 mL de cloroférmio e 30 mL de acido sulfurico
concentrado. A reacdo foi colocada a uma temperatura de 65°C com agitacdo magnéti-
ca. Adicionou-se lentamente 150 mmol de azida de sddio e deixou-se ocorrer a reagao
durante 18h a mesma temperatura. Posteriormente, adicionou-se gelo e hidréxido de
sodio até atingir pH 14. Procedeu-se a extra¢des com porgdes de cloroférmio, lavou-se
a fase organica com agua, secou-se com sulfato de sédio anidro, filtrou-se e evaporou-
se. Obteve-se um o6leo amarelo palido. Rendimento: 94%. A caracterizagdo esta de
acordo com o previamente descrito[110]: [a]p>’= +30 (c1, etanol).RMN *H (CDCl5): 1.11

(s, 3H); 1.20 (s, 3H); 1.38 (s, 3H); 1.76-2.01 (m, 2H); 2.13-2.34 (m, 2H); 3.55 (aprox. t,
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1H, J8.8). RMN 3C (CDCl5): 17.9, 21.3, 22.8, 25.7, 34.5, 46.1, 59.2, 64.3. IV (cm™): 3427,
3404, 3322, 3049, 3028, 2988, 2970, 2933, 2933, 2903, 2885, 2886, 2842, 2812, 1600,
1522.

5.3.2 Sintese de (S, S)-2,3-O-isopropilideno-1,4-diaminobutano

A sintese desta diamina envolveu vdrias etapas que sdo descritas de seguida.

o_ ,CO,Et
> T

o~
5.3.2.1 Sintese de (R,R)-2,3-O-Isopropilideno-tartarato de dietilo CO,Et

Num baldo de fundo redondo, adicionou-se 50 mmole (10.3 g) de L-(+)-
tartarato de dietilo, 70 mole (9.2 mL) de 2,2-dimetoxipropano, 125 mL de tolueno e 1
mmol (0.2 g) de acido p-toluenossulfénico mono-hidratado. Manteve-se a reacdo em
refluxo durante aproximadamente 3 horas, com controlo por TLC (AcOEt:hexano 1:1).
Decorrido o tempo, deixou-se arrefecer a solugdao e procedeu-se a extragées com solu-
¢do aquosa de hidrogenocarbonato de sédio. Posteriormente, secou-se a fase organica
com Na,SO, anidro, filtrou-se e evaporou-se o solvente. Obteve-se um 6leo acasta-
nhado. Rendimento: 78%. A caracterizagao esta de acordo com o previamente descri-
to[110]: [a]p**=-41.9 (c5.25, CHCl5). RMN *H (CDCls): 1.33 (t, 6H, J7.1); 1.50 (s, 6H); 4.29
(g, 4H, J7.1); 4.78 (s, 2H). RMN C (CDCl3): 13.9, 26.2, 61.7, 77.0, 113.6, 169.5. IV (cm’
'): 2988, 2942, 1757, 1358, 1375, 1260, 1210, 1165, 1111, 1026.

o OH

5.3.2.2 Sintese de (S,5)-2,3-O-isopropilideno-1,4-di-hidroxibutano  © v, ~OH

Uma solugdo de 40 mmole (10 g) de 2,3-O-lsopropilideno-tartarato de dietilo
em 80 mL de THF seco foi colocada num banho de gelo. Adicionou-se lentamente 80

mmole (3.24 g) de hidreto de aluminio e litio, controlando-se a temperatura sem dei-
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xar ultrapassar os 25°C. A reac3o ocorreu em atmosfera inerte (uso de torre de seca-
gem) a temperatura ambiente e sob agitacdo durante uma noite. Em banho de gelo,
adicionou-se a mistura da reacdo acetato de etilo para destruir o excesso de hidretos.
De seguida, foram adicionados, sequencialmente: 4 mL de agua, 4 mL de NaOH 15 % e
novamente 12 mL de dgua e deixou-se agitar a mistura reacional aproximadamente 2
horas. No final, filtrou-se a mistura reacional por celite, secou-se com Na,SO,4 e evapo-
rou-se o solvente. Obteve-se um 6leo incolor. Rendimento: 96%. A caracterizacdo esta
de acordo com o previamente descrito[110]: [a]p?’= +3.9 (c5, CHCl3) [+4.1 (c5, CHCIs).
RMN 'H (CDCl3): 1.42 (s, 6H); 3.70-3.74 (m, 6H); 4.95 (sl, 2H). RMN *3C (CDCl,): 26.8,
62.1, 78.4, 109.2. IV (cm'l): 3047, 2990, 2936, 2884, 1651, 1570, 1454, 1412, 1377,
1252, 1219. m/z: 147 [(M+H)+, 29.2], 131 (25.6), 87 (7.5), 69 (18.1), 59 (100.0)

O OTs
5.3.2.3 Sintese de (S,5)-2,3-O-isopropilideno-1,4-ditosiloxibutano © v, AOTs

Num erlenmayer dissolveu-se 20 mmol (3.24 g) de 2,3-O-isopropilideno-1,4-di-
hidroxibutano em 20 mL de cloroférmio seco, e, arrefeceu-se a 0 °C num banho de
gelo. De seguida, adicionou-se 6.5 mL (80 mmol) de piridina e adicionou-se em peque-
nas porgdes 60 mmol (11.4 g) de cloreto de tosilo, sob agitagdo magnética. Apds con-
cluida a reagao, (aproximadamente 3 horas, controlada por TLC), procedeu-se a extra-
¢do com diclorometano e agua, e, seguidamente mais duas vezes com diclorometano.
As fases organicas combinadas foram lavadas com HCI 1 M, com NaHCOs3 (10%), e por
fim, com agua. A fase organica foi seca com Na,SO, anidro, filtrou-se e evaporou-se o
solvente. Obteve-se um éleo que, apds recristazacdao em etanol, deu origem a um soli-
do branco palido. Rendimento: 68%. A caracterizagao esta de acordo com o previa-
mente descrito[110]: p.f.: 67°C. [a]p>*=-12.0 (8.8, CHCl3) [-12.0 (c8.8, CHCl3)]. RMN *H
(CDCl3): 1.30(s, 6H); 2.46 (s, 6H); 3.98-4.04 (m, 2H); 4.06-4.12 (m, 4H); 7.36 (d, 4H,
J8.0); 7.78 (d, 4H, J8.0). RMN *3C (CDCl5): 21.6, 26.7, 66.4, 75.0, 110.8, 127.9, 129.9,
132.4,145.2. IV (cm"l): 2980, 2930, 1597, 1597, 1380, 1360, 1190, 1175, 1098.
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o) Ns
5.3.2.4. Sintese de (S,5)-2,3-O-isopropilideno-1,4-diazidobutano © v, Na

Dissolveu-se 4 mmol de 2,3-O-isopropilideno-1,4-ditosiloxibutano em 20 mL de
DMF seco. Adicionou-se 4 equivalentes de azida de sddio e aqueceu-se a reacdo a
90°C, durante aproximadamente 18 horas, em atmosfera inerte. Decorrido o tempo,
deixou-se arrefecer a reacdo e depois evaporou-se o DMF. Ao sdlido obtido, adicionou-
se acetato de etilo e lavou-se trés vezes com agua. A fase organica foi seca com Na,SO4
anidro, filtrou-se e evaporou-se o solvente. Obteve-se um dleo castanho claro. Rendi-
mento: 82%. A caracterizacdo esta de acordo com o previamente descrito[110]: RMN
'H (CDCls): 1.47 (s, 6H), 3.34 (dd, 2H, J2, J12), 3.36 (dd, 2H, J2, J16), 4.03-4.08 (m, 2H).
IV (cm™): 3403, 2090, 1441, 1437, 1381, 1374, 983, 927, 883

0o NH,

5.3.2.5 Sintese de (S, S)-2,3-O-isopropilideno-1,4-diaminobutano © v, -NHz

Num reator de hidrogenacdo dissolveu-se 2 g (9.43 mmol) de diazida em 40 mL
de etanol seco e adicionou-se 0.13 g de Pd/C a 10%. Colocou-se o reator num hidroge-
nador do tipo Parr, a temperatura ambiente e sob uma pressao de hidrogénio de 1 atm
durante uma noite. Filtrou-se a mistura sob celite e evaporou-se o etanol. Obteve-se
um oleo transparente. Rendimento: 100%. A caracteriza¢do esta de acordo com o pre-
viamente descrito[110]: RMN *H (CDCl5): 1.41 (s, 6H), 1.51 (sl, 4H) 2.81-2.96 (m, 4H),
3.79 (t, 2H, J2.6).

OH
Cl CHO

5.3.3 Sintese de 3,5-dicloro-2-hidroxibenzaldeido cl

Num baldo dissolveu-se 16.9 mmol de diclorofenol (2.75 g) em 16.9 mmol de
hexametilenotetramina (2.37 g) e 15 mL de TFA, em atmosfera inerte, com agitacao
continua e a uma temperatura de 130 °C durante cerca de 24h (reacdo controlada por
TLC). Posteriormente, adicionou-se 10 mL de HCl 4M e agitou-se durante 10 minutos.

Extraiu-se a mistura da rea¢do duas vezes com 75 mL de diclorometano e juntaram-se
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as fases organicas para serem extraidas com duas porcdes de 100 mL de HCI 4M, 100
mL de H,0 e, por fim, com uma solucdo saturada de NaCl. As fases organicas combina-
das foram secas com Na,SQy, filtrou-se e evaporou-se. Obtém-se um sélido amarelo
claro. Rendimento: 58%. A caracterizacdo estd de acordo com o previamente
descrito[110]: p.f.: 94-95 °C. RMN *H (CDCl3): 7.49 (d, 1H, J2.4); 7.61 (d, 1H, J2); 9.55 (s,
1H); 11.37 (s, 1H). RMN **C (CDCl3): 121.4, 123.5, 124.7, 131.1, 136.5, 155.9, 195.0. IV
(cm™): 3448, 1606, 1444, 1410, 1385, 1323, 1209, 1173, 868, 758.

5.3.4. Sintese dos salens

Procedimento geral para a sintese dos salens:

Num erlenmayer colocar 5 mmol de diamina, 10 mmol de salicilaldeido e 1.8 g
de silica em 20 mL de etanol. Colocar num banho de ultrassons até a reacdo estar
completa, monitorizando por TLC usando mistura de AcOEt/hexano 1:3. Filtrar o pro-
duto da reacdo, evaporar o solvente e isolar o produto por recristalizacio em

CH,Cly/hexano.

5.3.4.1 Sintese de (1R, 35)-N,N’ -bis[5-cloro-salicilideno]-1,3-diamino-1,2,2-

trimetilciclopentano

Cl

Obtém-se um sdlido amarelo. Rendimento: 65%. A caracterizagdo esta de acor-

do com o previamente descrito[110]: p.f.: 176- 177 °C. RMN *H (CDCl3): 1.31 (s, 3H);
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1.83 (s, 3H); 1.89 (s, 3H); 1.83-1.97 (m, 1H); 1.98-2.07 (m,1H); 2.16-2.23 (m, 1H); 2.25-
2.34 (m, 1H); 3.60 (aprox. t, 1H, J8.60); 6.89-6.92 (d, 2H, J4.20); 7.24-7.26 (d, 4H, J4.40);
8.27-8.28 (d, 2H, J2.4); 13.47 (s, 1H); 14.00 (s, 1H). RMN **C (CDCl3): 18.9, 20.9, 24.3,
28.7, 34.1, 48.5, 71.0, 76.5, 118.6, 118.7, 119.5, 119.7, 123.0, 123.2, 130.4, 130.6,
132.0, 132.1, 156.8, 160.0, 160.4, 162.8. IV (cm): 3440, 2983, 2968, 1633, 1483, 1379,
1281, 1186, 1124, 1061, 827, 789

5.3.4.2 Sintese de (1R, 35)-N,N’ -bis[3,5-dicloro-salicilideno]-1,3-diamino-1,2,2-

trimetilciclopentano

Cl

Cl

Obtém-se um sdlido amarelo. Rendimento: 71%. A caracterizagdo esta de acor-
do com o previamente descrito[110]: p.f.: 101-102°C. RMN 'H (CDCls): 0.97 (s, 3H);
1.00 (s, 3H); 1.34 (s, 3H); 1.86-1.92 (m, 1H); 1.93-2.08 (m, 1H); 2.20-2.27 (m, 1H); 2.30-
2.37 (m, 1H); 3.66 (aprox. t, 1H, J8.4); 7.18 (d, 2H, J6.2); 7.42 (d, 2H, J1.2); 8.25 (s, 2H);
14.4 (s, 1H); 14.90 (s, 1H). RMN 3C (CDCls): 18.9, 20.7, 24.4, 27.9, 33.8, 48.6, 70.9,
75.5,119.2,119.3, 122.1, 122.6, 123.0, 123.3, 129.0, 129.2, 132.4, 157.0, 157.9, 160.3,
162.6. IV (cm'l): 3446, 2954, 2912, 1624, 1439, 1410, 1409, 1213, 1165, 1146, 872,
754, 706.
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5.3.4.3 Sintese de (25, 3S)-N,N’ -bis[3,5-dicloro-salicilideno]-2,3-O-
isopropilideno -1,4-diaminobutano

Cl
SO TN o
. N— OH

Cl

Obtém-se um sélido amarelo. Rendimento: 44%. A caracterizacdo estd de acor-
do com o previamente descrito[110]: p.f.: 170-172 °C. RMN *H (CDCls): 1.37 (s, 6H);
3.87-3.89 (m, 4H); 4.20-4.22 (m, 2H); 7.16-7.40 (m, 4H); 8.31 (s, 2H); 13.90 (s, 2H). IV
(cm™): 3448, 2962, 2924, 1610, 1527, 1458, 1385, 1321, 1178, 825, 710, 656

5.3.5. Sintese dos salans

Procedimento geral para a sintese dos salans:

Num baldo de fundo redondo adicionou-se 1 mmol de salen em 10 mL de
MeOH:CHCIl; 1:1 durante 10 minutos, a temperatura ambiente sob agitacdo magnética.
Decorrido o tempo, adicionou-se lentamente 10 equivalentes de boro-hidreto de sédio
(0.38 g) a solugdao num banho de gelo. A reac¢do foi controlada por TLC (AcOEt:hexano
1:1). Finda a reacdo, colocou-se num banho de gelo e adicionou-se cloreto de amdnia.
Adicionou-se agua e extraiu-se trés vezes com diclorometano. Juntaram-se as fases
organicas, secaram-se com Na,SQO;,, filtrou-se e evaporou-se o solvente. Recristalizou-

se o produto da reacao em éter.
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5.3.5.1 Sintese de (1R, 3S)-N,N’ -bis[1-(5-cloro-2-hidroxifenil)metil]-1,3-

diamino-1,2,2-trimetilciclopentano

cl
N—" (
NH OH
H OH

Obtém-se um sélido branco pérola. Rendimento: 86%. A caracterizacdo esta de
acordo com o previamente descrito[110]: p.f.: decomp. 174°C. RMN *H (CDCls): 0.94 (s,
3H); 1.01 (s, 3H); 1.17 (s, 3H); 1.41-1.51 (m, 1H); 1.71-1.78 (m, 1H); 1.87-1.95 (m,1H);
2.15-2.24 (m, 1H); 2.96 (aprox. t, 1H, J8.8); 3.82-4.09 (m, 4H); 6.73-6.77 (m, 2H); 6.97
(d, 2H, J1.2); 7.10-7.14 (m, 2H). RMN *3C (CDCl;): 16.8, 21.3, 21.7, 27.0, 34.1, 46.2, 46.8,
51.1, 64.2,64.8,117.8, 123.7, 123.8, 123.9, 124.6, 127.9, 128.0, 128.6, 128.7, 156.8; IV
(cm™): 3437, 2962, 2924, 1587, 1475, 1385, 1269, 1190, 1128, 1045, 820, 638.

5.3.5.2. Sintese de[(1R, 3S)-N,N’ -bis[1-(3,5-dicloro-2-hidroxifenil)]-1,3-

diamino-1,2,2-trimetilciclopentano]
Cl

Cl

Cl
Cl

Obtém-se um sélido branco pérola. Rendimento: 84% A caracterizagao esta de
acordo com o previamente descrito[110]: p.f.: decomp. 206°C. RMN *H (CDCls): 0.98 (s,
3H); 1.04 (s, 3H); 1.18 (s, 3H); 1.40-1.54 (m, 2H); 1.71-1.81 (m, 1H); 1.81-1.85 (m, 1H);
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2.96 (aprox. t, 1H, J8.0); 3.85-4.09 (m, 4H); 6.89-6.90 (m, 2H); 7.24-7.26 (m, 2H). IV (cm’
1): 2873, 2570, 1604, 1278, 1234, 1105, 1004, 966, 802, 649, 561, 507

5.3.6 Sintese dos complexos de ruténio

Procedimento geral para a sintese de complexos de Ru(lll):

A 0.4 mmol do ligando salen ou salan e 0.4 mmol de RuClz'H,0 (0.104 g) foram
adicionados a 40 mL de metanol. A reacdo ocorreu em refluxo durante 6h com agita-
¢do magnética. Findo o tempo da reacdo, deixou-se arrefecer lentamente e filtrou-se o
solido obtido. Produto adicional foi obtido, evaporando o solvente e recristalizando o

residuo em éter. O produto obtido secou-se numa bomba de vazio.

No caso da sintese dos complexos de Ru(ll), é utilizado [RuCl(p-cimeno)], e a

reagdo ocorre sob atmosfera inerte, com uso de uma torre de secagem.

5.3.6.1 Sintese de [(1R,3S)-N,N’-bis[5-cloro-salicilideno]-1,3-diamino-1,2,2-

trimetilciclopentano]Ru(lll)

Cl

Cl

Obtém-se um sdlido preto. Rendimento: 87%. p.f.: decomp 80°C. IV (cm™):

3359, 1648, 1280, 1105, 1035, 829, 740, 730, 667, 647, 543, 453.
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5.3.6.2 Sintese de [(1R, 3S)-N,N’ —bis[3,5-dicloro-salicilideno]-1,3-diamino-

1,2,2-trimetilciclopentano]Ru(lll)

Cl
QCI
N=L
= o Cl

Ru<Q

Cl
Cl

Obtém-se um sélido preto. Rendimento: 83%. P.f.: decomp. 230°C. IV (cm™):
3203, 3104, 3054, 2973, 1660, 1297, 1203, 863, 611, 561, 516, 453.

5.3.6.3 Sintese de[(1R,3S)-N,N’-bis[5-cloro-salicilideno]-1,3-diamino-1,2,2-

trimetilciclopentano]Ru(ll)

Cl

Obtém-se um sélido verde tropa. Rendimento: 63%. p.f.: decomp. 120°C. IV

(cm™): 2875, 1612, 1471, 1278, 904, 543, 453.
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5.3.6.4 Sintese de [(1R, 3S)-N,N’ —bis[3,5-dicloro-salicilideno]-1,3-diamino-

1,2,2-trimetilciclopentano]Ru(ll)
NS 5 )\\(

Cl
Cl

Obtém-se um sélido castanho. Rendimento: 58%. P.f.: decomp. 110°C. IV (cm™):
3424,1627, 1521, 1400, 1385, 1319, 1290, 1213, 1174, 1112, 865, 744, 563, 476, 447

5.3.6.5 Sintese de [(1R, 3S)-N,N’ —bis[1-(5-cloro-2-hidroxifenil)metil]-1,3-
diamino-1,2,2-trimetilciclopentano]Ru(lll)

Cl

Obtém-se um sélido preto. Rendimento: 95%. P.f.: decomp. 173°C. IV (cm™):
3185, 2981, 1656, 1604, 1496, 1421, 1274,1174, 1118, 821, 651, 553, 404
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5.3.6.6 Sintese de [(1R, 3S)-N,N’ —bis[1-(3,5-dicloro-hidroxifenil)]-1,3-diamino-

1,2,2-trimetilciclopentano]Ru(lll)

Yot

Cl
Cl
=5
Cl
Cl

Obtém-se um sélido preto. Rendimento: 90%. P.f.: >300°C IV (cm™): 2782,

1932, 1581, 1299, 1238, 1216, 1168, 865, 727, 566

5.3.6.7 Sintese de [(1R, 3S)-N,N’ —bis[1-(5-cloro-2-hidroxifenil)metil]-1,3-
diamino-1,2,2-trimetilciclopentano]Ru(ll)

Cl

Cl

Obtém-se um sélido castanho. Rendimento: 97%. P.f.: decomp. 129°C. IV (cm™):

3417,1604, 1589, 1176, 1116, 873, 821, 669, 651, 553, 455

120



Capitulo V — Experimental

5.3.6.8 Sintese de [(1R, 3S)-N,N’ -bis[1-(3,5-dicloro-hidroxifenil)]-1,3-diamino-

1,2,2-trimetilciclopentano]Ru(ll)

L)@Q

Cl
Cl

Obtém-se um soélido castanho. Rendimento: 86%. p.f.: >300°C. IV (cm™): 2402,
1579, 1471, 1238, 865, 856, 727, 566.

5.3.7 Sintese do complexo de Cu(ll)

A sintese do complexo de Cu(ll) ocorreu nas mesmas condicées que a sintese
dos complexos de Ru(lll), no entanto o ligando usado foi o salen tetraclorado derivado

do acido tartarico e o metal foi (CH;CHOO),CuH,0.
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5.3.7.1 Sintese do complexo [(1R, 3S)-N,N’ -bis[3,5-dicloro-salicilideno]-1,3-

diamino-1,2,2-trimetilciclopentano]Cu(ll)

Cl
Cl
><O]/\N_\CU/O
0 NS P
Cl
Cl

Obtém-se um sélido verde agua. Rendimento: 89%. A caracterizacdo esta de
acordo com o previamente descrito[110]: p.f.: > 300°C IV (cm™): 1666, 1427, 1385,
1279, 1209, 1173, 742, 735, 703.

5.4 Estudos in vitro

Neste trabalho, os estudos in vitro tiveram como finalidade a avalia¢dao do efei-
to antitumoral causado pelos oito complexos de ruténio de salens e de salans deriva-

dos do acido canférico, cuja sintese foi descrita no capitulo 2.

Inicialmente realizaram-se estudos de proliferacdao celular pelo ensaio MTT,
para verificar se os compostos apresentavam atividade antiproliferativa em quatro
linhas celulares tumorais. Depois, 0 composto que apresentou a maior atividade anti-
proliferativa foi utilizado em estudos de viabilidade, de morte e de ciclo celular, reali-
zadoses pela técnica de citometria de fluxo em todas as linhas celulares. Paralelamen-
te, foram realizados estudos de microscopia 6tica, que permitiram analisar a morfolo-
gia das células e, complementar a analise da morte celular induzida. Por fluorimetria,
foi avaliada a producdo de ROS e de uma defesa antioxidante, nas duas linhas celulares
gue apresentaram melhores resultados relativos a atividade anti-proliferativa. A seleti-

vidade foi também avaliada, através da avaliacdo da viabilidade celular do complexo
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com maior efeito citotéxico em duas linhas celulares normais. Por fim, avaliou-se a
atividade hemolitica do composto mais promissor, em sangue humano, para verificar a

possibilidade do mesmo poder ser administrado por via intravenosa.

5.4.1 Culturas celulares

Os estudos in vitro foram realizados em células propagadas em monocamada
aderente. Com o objetivo de avaliar o efeito antitumoral dos complexos sintetizados,
recorreu-se a duas linhas celulares humanas de cancro colorretal, uma proveniente do
cOlon esquerdo, a WiDr (ATCC® CCL218™) e uma proveniente do cego, denominada a
LS1034 (ATCC® CRL2158™) e duas linhas celulares de cancro da mama, a MCF-7 (ATCC®
HTB-22™) e a HCC1806 (ATCC® CRL 2335™). Para avaliar a seletividade dos compostos
estudados recorreu-se a uma linha celular humana normal do célon, denominada
CCD841 CoN (ATCC® CRL-1790™) e uma linha celular humana normal do prepucio,
denominada HFF1 (ATCC® CRL-1041™). Todas as linhas celulares usadas estdo certifi-

cadas pela American Type Culture Collection (ATCC).

A respeito das linhas celulares de cancro colorretal, usou-se a linha celular
LS1034, isolada de uma bidpsia do tumor primario de um doente caucasiano de 54
anos em 1989, diagnosticado com um carcinoma do cego. Estas células possuem
mutac¢des nos genes supressores tumorais TP53 (com troca de glicina por serina na
posicdo 245) e APC (com delecdo no coddo 1309). Uma caracteristica importante des-
tas células é a sobre-expressdo da proteina de efluxo glicoproteina-P, responsavel pela
resisténcia a multiplos farmacos de quimioterapia.[123] Para além da anterior, usou-se
também a linha celular WiDr, proveniente de um adenocarcinoma colorretal, de locali-
zacao reto-sigmoide[147], diagnosticado a uma doente de 78 anos. Também estas
células epiteliais humanas possuem os genes TP53 (com consequente troca de arginina

por histidina na posicdo 273) e APC mutados.[148]
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A linha celular MCF-7 de cancro da mama foi isolada pela primeira vez em 1970
a partir de uma metdstase da glandula mamaria de uma mulher caucasiana de 69 anos.
A principal caracteristica desta linha celular é que possui recetores de estrogénio (ER")
e recetores de progesterona (PR*).[149] Foi usada também a linha celular HCC1806,
isolada da glandula mamaria de uma mulher de 60 anos com cancro da mama no esta-
dio Il (TNM). Esta linha celular é caracteristica de um tipo de cancro da mama triplo
negativo, um subtipo molecular que reflete a auséncia de expressao de recetores de
estrogénio (RE’) e de progesterona (RP’), assim como auséncia de HER-2 (HER-2").[150]
Para além disso esta linha celular ndo expressa a proteina P53. Estes tumores sdo

geralmente biologicamente mais agressivos.[151]

Para averiguar a possivel seletividade dos compostos para as células tumorais,
usaram-se como controlos, duas linhas celulares ndo-tumorais, a linha celular CCD841
(ATCC® CRL-1790"), isolada a partir do célon de um feto saudavel com 21 semanas de
gestacdo e a linha celular HFF1 (ACTT® SCRC-1041"), isoladas da pele do prepucio de

um recém-nascido.[152]

A propagacdo e o manuseamento das linhas celulares decorreram sob condi-
¢Oes rigorosas, em ambiente estéril. Todas estas linhas celulares foram propagadas de
acordo com as instru¢des do seu fornecedor, mantidas a 37°C em atmosfera humidifi-

cada com 95% de ar e 5% de CO, numa incubadora Binder.

As linhas celulares LS1034 e HCC1806 foram propagadas em meio de cultura
Roswell Park Memorial Institute Medium, RPMI-1640 (Sigma, R4130), e as linhas celu-
lares MCF-7, WiDr e CCD841 CoN e HFF1 foram propagadas em meio de cultura Dul-
becco’s Modified Eagle’s Medium, DMEM (Sigma, D5648). Os meios foram suplemen-
tados com 1% de antibiético (Sigma, A5955), 1 mM de piruvato de sédio (Gibco,
11360) para o RPMI e 0,25 mM para o DMEM e 5% de soro bovino fetal (FBS, do inglés
Fetal Bovine Serum, Sigma, F7524), com exce¢ao do meio correspondente as linhas

celulares normais que foram suplementados com 10% de FBS.
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Como consequéncia de todas as linhas celulares crescerem em cultura aderente
ao suporte solido, para a realizacdo de estudos in vitro foi necessario destacar as célu-
las e preparar suspensdes celulares. Para isso, inicialmente procedeu-se a lavagem dos
frascos com uma solugao salina de tampado fosfato {PBS, do inglés Phosphate Buffer
Saline, constituido por 137 mM de NacCl (Sigma, S7653), 2,7 M de KCl (Sigma, P9333),
10 mM de NaH,PQ, (Sigma, S5011) e 1,8 mM de KH,PO4 (Sigma, P0662) [pH 7,4]}, e
incubaram-se a 372C com 2 mL de uma solugdo TrypLE Express™ (Gibco, 12605-028)
durante o tempo necessario para a dissociacdo da monocamada celular. De seguida,
adicionaram-se 5 mL de meio de cultura a fim de inativar a solu¢ao enzimatica, homo-
geneizou-se a suspensao celular e procedeu-se a determinacdo da concentragcdo de
células. Para tal, recorreu-se ao método de exclusao do azul tripano, técnica facil e ndo
dispendiosa que permite fazer contagem de células numa suspensdo celular.[153] Para
isso, diluiu-se um volume conhecido de suspensdo celular em igual volume de azul
tripano e, utilizando uma camara de neubauer, fez-se a contagem num microscopio
invertido (Motic, AE31) com ampliacdo de 100 vezes. Por ultimo, adicionou-se meio de
cultura a suspensdo celular de forma a obter a concentracdo celular pretendida, de

acordo com o estudo a realizar.

5.4.2 Tratamento com os complexos em estudo

Inicialmente foram preparadas solu¢des de 200 uM de cada um dos oito com-
plexos em estudo (complexos salen e salan, di- e tetraclorados de Ru(lll) e Ru(ll)), dis-
solvidos em dimetilsuféxido (DMSO, Sigma, D4540). Previamente a sua administragao,
foram preparadas solugdes de cada um deles por diluicao da solugao original, de forma
gue o volume a adicionar as culturas fosse, no maximo, 1% do volume do meio de cul-
tura presente em cada poc¢o ou frasco. Este procedimento foi aplicado em todos os

métodos descritos.

Como primeira analise, determinou-se a proliferacao celular por MTT, na tenta-
tiva de entender qual o composto com efeito mais evidente na inibicdo da proliferacao

celular nas linhas celulares tumorais. Para além da analise da proliferacdo dos comple-
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xos sintetizados, também se efetuou a mesma andlise apds tratamento das células
com o ligando livre, correspondente ao complexo que apresentou a maior atividade
anti-proliferativa. Desta forma, pretendeu-se averiguar até que ponto o ligando, sé por
si, teria atividade anti-proliferativa. Para o ensaio de MTT, as culturas celulares foram
tratadas com os complexos de ruténio numa gama de concentragdes que variou entre
0,5 e 200 uM, dependendo do complexo, e foram tratadas com o ligando em concen-
tracOes entre 0,5 e 5 uM. Foram utilizados dois controlos, um em que ndo houve
administracdo de qualquer composto e outro em que foi administrado o solvente dos
complexos metalicos, no volume correspondente a 1% do volume do meio de cultura
do compartimento celular. O DMSO, utilizado como solvente, foi previamente filtrado,

utilizando filtros de PTFE-S de 0,2 um (Whatman, 10463500).

Apenas o complexo metdlico 2.18, que induziu maior inibicdo da proliferacao
celular, foi sujeito a estudos subsequentes para avaliar se o seu efeito citostatico se
traduzia também num efeito citotdxico. Para tal, realizaram-se estudos de citometria
de fluxo, microscopia 6tica e fluorimetria. Também se avaliou a viabilidade celular
apos exposicao ao complexo 2.18 das linhas celulares normais CCD841 CoN e HFF1,
para averiguar se a citotoxicidade do mesmo é seletiva para as células tumorais. As
células foram tratadas durante 48 horas para os estudos de microscopia ética e cito-
metria de fluxo, e durante 2 e 24 horas para estudos de fluorimetria, sujeitas a trés
condigdes: controlo, no qual ndo foi adicionado qualquer composto; ICso, no qual as
células foram tratadas com a concentragdo correspondente a ICsq (calculada anterior-
mente para cada linha celular, Tabela 5.1); e 20 uM (concentragdo maxima testada

para o composto mais promissor).

Tabela 5.1 Valores de ICso do complexo 2.18, para cada linha celular.

Linha celular IC50 (LM)
MCF-7 3,7
HCC1806 2,1
LS1034 2,7
WiDr 3,1
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Por fim, avaliou-se a atividade hemolitica do complexo com maior atividade
anti-proliferativa. Esta atividade foi testada com 1, com 5, com 20 e com 100 uM do
complexo. Usaram-se ainda dois controlos: um controlo positivo, triton X-100, que

promove a lise das células, e um controlo negativo, DMSO, corresponde ao solvente.

5.4.3 Determinacgao da proliferagao celular

A atividade citotodxica dos oito complexos salen e salan (tetraclorado de Ru(lll),
tetraclorado de Ru(ll), diclorado de Ru(lll) e diclorado de Ru(ll)) foi primeiramente ana-
lisada através do ensaio MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazdlio). O tempo
de incubacdo das células com os compostos em estudo foi de 48 horas para cada uma
das concentragGes, apds o qual foi avaliada a atividade metabdlica, por colorimetria,

de forma a construir uma curva dose-resposta.

O MTT é um sal de tetrazélio de cor amarela solivel em agua. Células metaboli-
camente ativas possuem enzimas desidrogenases capazes de protonar e clivar o anel
tetrazoélico do MTT, convertendo dessa maneira o MTT a cristais de formazano de cor
azul-escura e insollveis em agua (figura 5.1). Estes cristais podem ser solubilizados e
qguantificados por espectroscopia. Posto isto, a redugao do MTT a formazano, serd
diretamente proporcional a atividade metabdlica e, assim, uma medida da proliferagao

celular. Este teste é considerado sensivel, rapido e econdmico.[154-156]

N—N
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MTT Formazano

Figura 5.1 Transformacdo do MTT em formazano por acdo de enzimas desidrogenases existente em
células metabolicamente ativas.
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Nestes estudos usou-se uma suspensdo celular com 50x10° células/mL em
meio de cultura para as linhas celulares WiDr e MCF-7, 60x10° células/mL para a linha
celular HCC1806 e, uma suspensdo com 70x103 células/mL para a linha celular LS1034.
Estas suspensdes foram distribuidas por placas de 48 pocos, de forma a obter um
volume final de 500 pL por poco. Apds 24 horas, as células foram tratadas com diferen-

tes concentra¢des de complexo metalico (0,5 a 200 uM) ou do ligando (0,5 a 5 uM).

Passadas as 48 horas de incubacdo das células com o composto, descartou-se o
meio de cultura e procedeu-se a uma lavagem com PBS. Adicionaram-se 150 ulL por
poco de uma solucdo de MTT (0,5 mg/mL; Sigma, M2128) em PBS, pH 7,4. Depois
incubou-se no escuro durante aproximadamente 3 h, a 37°C até a formacdo dos cris-
tais de formazano. Findo o tempo de incubacdo, procedeu-se a adi¢do de 150 ulL por
poco de uma solucdo 0,04 M de acido cloridrico em isopropanol para a dissolucao dos
cristais de formazano, sob agitacdo durante aproximadamente 2 horas. Depois da
solubilizacdo dos cristais, o contetdo de cada poco foi transferido para uma placa de
96 pocgos, a qual foi usada para a medicdo da absorvancia num espetrofotémetro,
usando o comprimento de onda de 570 nm e um comprimento de onda de referéncia
de 620 nm.[157] Os resultados foram expressos em percentagem de proliferagao das
células tratadas com o complexo metdlico em relagdo as células tratadas com solvente,

normalizadas para 100%, utilizando a equagdo 5.1.

(células tratadas com solugao) aps 570 -abs 620)
x 100

% atividade metabdlica =
0 (células tratadas com DMSO) aps 570 -abs 620)

Equagdo 5.1 Determinacdo da atividade metabdlica das células tumorais.

Para processar os dados obtidos foi usado o programa Origin Pro 8.5, tendo
sido possivel o estabelecimento de curvas de dose-resposta e a determinagao dos res-

petivos valores da concentracgao inibitéria média, 1Csp.
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5.4.4 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica utilizada para contar, examinar e classificar
particulas microscépicas suspensas num liqguido em fluxo. O citdmetro de fluxo é o
instrumento utilizado nesta técnica, que permite a andlise de caracteristicas quimicas e
fisicas de uma simples célula. E um sistema constituido por 5 elementos: fonte de luz
(lampada de mercurio ou laser), cdmara de fluxo, monocromadores para a selecdo de
uma faixa de comprimentos de onda especificos, fotodiodos ou fotomultiplicadores
usados para converter sinais oticos em sinais eletronicos e um computador para anali-

sar e processar os dados recolhidos.[158]

Para a realizacdo desta técnica adicionam-se sondas fluorescentes a uma sus-
pensdo celular, que é irradiada por um feixe de luz (normalmente /aser). Cada uma das
particulas do fluxo celular dispersa a luz que pode ser absorvida ou desviada. Aquela
gue é absorvida, quando apresenta o comprimento de onda apropriado, é emitida
como fluorescéncia. Esta dispersdo de luz e/ou os sinais fluorescentes desviados sdo
detetados por uma série de fotodetetores, sendo posteriormente amplificados. Os
fotodetetores sdo apontados ao feixe de luz no qual o fluxo atravessa, um na linha do
feixe de luz (FSC, do inglés Forward Scatter), responsdvel por avaliar o volume celular,
e varios perpendiculares a este (SSC, do inglés Side Scatter), que analisam a complexi-
dade interna da célula (por exemplo, a forma do nucleo, a quantidade e o tipo dos
granulos citoplasmaticos e a rugosidade da membrana) além de um ou mais detetores
fluorescentes.[159] Os dados obtidos podem fornecer informacgdes valiosas sobre os
aspetos fisicos e quimicos das particulas, porque a dispersdo de luz estd diretamente
relacionada com as propriedades estruturais e morfoldgicas da célula, enquanto a
emissao de fluorescéncia devida a sonda de fluorescéncia é proporcional a quantidade

de sonda fluorescente ligada ao componente celular.[158]
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5.4.4.1 Avaliacao da viabilidade celular

A citometria de fluxo foi a técnica utilizada para avaliar a viabilidade celular e os
tipos de morte celular induzidos pelo complexo 2.18, com recurso a dupla marcacao
com anexina V, (AnV) acoplada ao fluorocromo isotiocianato de fluoresceina (FITC, do
inglés fluorescein isothiocyanate) e iodeto de propideo (IP). Esta técnica foi testada
tanto nas quatro linhas celulares tumorais (MCF-7, HCC1806, LS1034, WiDr) como nas

linhas celulares normais (CCD841 com e HFF1).

A AnV é uma proteina anticoagulante que se liga com elevada afinidade a fosfo-
lipidos anidnicos, tais como a fosfatidilserina. O IP € um corante com a capacidade de
se intercalar no ADN e ARN celulares.[159] A aplicacdo dos dois permite distinguir as
células viaveis, as células mortas por apoptose inicial e as células mortas por apoptose
tardia e/ou necrose. A necrose e a apoptose podem também distinguir-se com base
em diferencas morfoldgicas existentes na membrana plasmatica que ocorrem nas célu-
las durante cada processo.[160] A membrana plasmatica é composta por varias espé-
cies de fosfolipidos, incluindo a fosfatidilserina que, em células viaveis, se encontra no
folheto interno da bicamada lipidica. No entanto, durante o processo apoptodtico, a
fosfatidilserina sofre transloca¢dao do folheto interno para o folheto externo da mem-
brana celular, sem afetar a integridade da membrana, podendo a apoptose ser identi-
ficada através da elevada afinidade da AnV para esse fosfolipido (Figura 5.2).[161,162]
Nesta situacado, o IP ndo consegue alcangar o meio intracelular devido a existéncia de
integridade da membrana. Por outro lado, quando a integridade da membrana se
encontra comprometida ja existe a possibilidade do IP entrar para o meio intracelular e
intercalar o ADN e o ARN emitindo fluorescéncia, o que se verifica quando as células se

encontram em apoptose tardia e/ou necrose.[163]
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Anexina V FITC ? ?

Membrana celular

Apoptose

Externalizacdo da

fosfatidilserina

Figura 5.2 Representagdo esquematica do ensaio da Anexina V. Durante o processo apoptético, a fosfa-
tidilserina sofre translocagdao do folheto interno para o folheto externo da membrana celular, sem afetar
a integridade da membrana, podendo a apoptose ser identifica através da elevada afinidade da AnV
para esse fosfolipido. Elaborado com recurso a Servier.com (This work is licensed under the Creative
Commons Attribution 3.0 Unported License. To view a copy of this license, visit
http.//creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

Assim, através deste modelo de dupla marcacdo é possivel agrupar e classificar
a populacdo celular em quatro grupos distintos: grupo |, células viaveis (negativa para
ambas as marcacoes); grupo |, composto por células em apoptose inicial (apresentam
marcac¢ao positiva para AnV-FITC, mas negativa para a marcacdo com IP); grupo lll, do
qual fazem parte as células em apoptose tardia/necrose (apresentam-se positivas para
ambas as marcagoes); e, por ultimo, o grupo IV, que engloba as células em necrose

(apresentam marcac¢do negativa para AnV-FITC e positiva para IP) (tabela 5.2).

Para a execuc¢do da avaliagao de viabilidade celular, foram destacadas dos fras-
cos um milhdo de células por ensaio. As suspensdes celulares foram seguidamente
centrifugadas (1300 G, durante 5 minutos) e o sobrenadante foi descartado. O sedi-
mento foi ressuspenso em PBS e lavado por centrifugacao nas condicbes ja referidas.
Depois, o sedimento foi ressuspenso em 100 uL de tampao de ligagdo frio (constituido
por 0,01 M de Hepes [Sigma, H7523], 0,14 M de NaCl [Sigma, S7653] e 0,25 mM de
CaCl, [Sigma, C4901]), 2,5 puL de AnV-FITC (Immunostep, ANXVF) e 1 pL de IP (kit
Immunostep) e incubado durante 15 minutos no escuro e a temperatura ambiente.
Por fim, adicionaram-se 400 uL de tampao de ligacdo frio. A detecao foi feita num
citdmetro FACSCalibur, usando os comprimentos de onda de excita¢cdao de 530 nm para
a AnV-FITC e 488 nm para o IP. Os resultados foram apresentados em percentagem de
células identificadas em cada uma das subpopula¢cbes e baseiam-se no resultado da

marcagao para AnV-FITC/IP, isto é, se foi positiva ou negativa.
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Tabela 5.2 Populagdes celulares possiveis de identificar com recurso a dupla marcagdo com AnV e IP:
vidveis, apoptose inicial, apoptose tardia/necrose e necrose.

Populagdes celulares Anexina V IP
Vidveis - -
Apoptose inicial + -
Apoptose tardia/necrose + +
Necrose + -

5.4.4.2 Avaliacao do Ciclo Celular

A avaliacdo do ciclo celular foi também executada pela técnica de citometria de
fluxo. Para este estudo recorreu-se a uma solucdo de IP e RNase. Como supracitado, o
IP tem capacidade de intercalar o ADN e ARN. A funcdo da enzima consiste em catali-
sar a degradacdo do ARN, para se obter a especificidade do IP para o ADN. A quantifi-
cacdo do ADN permite agrupar as células em quatro subpopulacdes de acordo com o
conteudo genético de cada uma, uma vez que as células nas fases G, e M possuem o
dobro do conteudo de ADN do que as células nas fases Gg e Gy, enquanto as células na
fase S possuem um contetdo de ADN intermédio. Para além disso, é possivel detetar

um pico pré-Go/G; (pico apoptdtico) com menor quantidade de ADN.[164,165]

Quanto ao procedimento para analise do ciclo celular, as células foram centri-
fugadas (1300G, durante 5 minutos) e, depois, descartou-se o sobrenadante. Para fixar
as células, adicionaram-se 200 pL de etanol a 70% aos diferentes tubos em agitagdo no
vortex e incubaram-se durante 30 min no escuro, a 4°C. Lavaram-se as células com
2 mL de PBS, tendo sido, de seguida, centrifugadas (1300 G, durante 5 minutos) e
decantado o sobrenadante. Posteriormente adicionaram-se 200 puL de solugdo
IP/RNase (Immunostep, PlI/Rnase) e incubaram-se durante 15 minutos no escuro, a
temperatura ambiente. A detecdo foi feita utilizando o comprimento de onda de exci-
tacdo de 488 nm, com emissao a 640 nm. As analises do ciclo celular por citometria de

fluxo sdo representadas em histogramas de intensidade de fluorescéncia e os dados
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obtidos foram expressos em percentagem de células em cada uma das subpopulacdes,

pré-Go/Gi, Go/Gy, S e Go/M.

5.4.5 Analise da morfologia

Para completar os estudos de viabilidade celular e o tipo de morte celular indu-
zido pelo complexo 2.18, caracterizou-se a morfologia das células das linhas HCC1806
e LS1034, correspondentes as linhas celulares onde houve maior diminui¢ao da viabili-
dade celular, devido a acdo do complexo de ruténio 2.18. Esta caracterizacdo foi feita
com recurso a coloracdo May-Griinwald-Giemsa e posterior observacdo ao microsco-

pio 6tico de campo claro.

O método May Griinwald—Giemsa permite a coloracdo de elementos celulares
para estudos citoldgicos. Esta técnica baseia-se numa solucdo de May-Griinwald, que
contém o corante anionico de eosina e o corante catidnico de azul de metileno, ambos
dissolvidos em metanol e, uma solugdo de Giemsa que, para além desses corantes,
também contém produtos de oxidagdo do azul de metileno tais como azur A, azur B,
violeta de metilo e azul de metilo. Todos estes corantes estdo neutros enquanto sao
mantidos em solugdo de alcool metilico mas, quando a dgua é adicionada, ionizam e
ligam-se seletivamente aos constituintes celulares, precipitando-se como sais insolu-
veis. Os componentes celulares de natureza anidnica (acidica) como o ADN, mitocon-
drias, ribossomas e citoplasma de células ricas em ARN, ligam-se seletivamente aos
corantes catidnicos pelo que coram em varios tons de azul. Os componentes celulares
de natureza catidnica (bdsica) como por exemplo a hemoglobina e as proteinas, sdo
seletivamente ligados ao corante acido eosina, corando em varios tons de laranja a
vermelho. Os componentes celulares que tém afinidade por ambos os tipos de coran-
tes, coram em varios tons de violeta. Espera-se assim que os nucleos das células apa-
recam em cores que vao do azul ao roxo e que o citoplasma das células apareca violeta

palido ou castanho muito palido.[166]
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Para determinar os tipos de morte celular, comecou-se por preparar uma sus-
pensdo celular com 100x10° células/mL que foi distribuida por placas de 12 pogos,
ficando cada pogo com um volume final de 1 mL. Apds 24 horas, administrou-se o
complexo 2.18. As células foram sujeitas a trés condices: o controlo, a ICso (Tabela
5.1) e a concentracdo mdaxima de composto testado, seguido de incubacdo durante 48
horas. Passado o tempo de incubacdo, as células foram destacadas dos frascos e as
suspensodes celulares foram centrifugadas a 1300 G durante 5 minutos. Apds a primeira
centrifugacdo, descartou-se o sobrenadante e centrifugou-se novamente, mas desta
vez com PBS para lavar as células. O sedimento obtido foi ressuspenso em 40 pL de
FBS. De seguida, 20 uL da suspensdo celular foram colocados na superficie de uma
lamina e obteve-se o esfregaco fazendo deslizar uma lamela sobre a lamina. Os esfre-
gacos foram fixados em metanol durante 5 min. Depois foram corados com May-
Griinwald (Merck, 1.01424.2500) na proporc¢ao de 1:4 em metanol durante 3 minutos,
seguido de Giemsa (Merck, 1.09204.2500) na propor¢do de 1:9 em agua durante
8 minutos. De seguida foram lavados em agua corrente durante 3 minutos, secos ao ar,
diafanizados com xilol (VWR, 28973.363) e preservados com meio de montagem sinté-

tico Entellan New (Merck, 1.07961.0500).

As laminas foram observadas ao microscépio 6tico Olympus BX41TF e fotogra-

fadas com uma camara Olympus SC30, na ampliagao de 400x.

5.4.6 Avaliacao do stresse oxidativo por fluorimetria

Para averiguar se o complexo de ruténio 2.18 induziu stresse oxidativo nas célu-
las, foi avaliada, a producao intracelular de ROS, em particular de radical superdxido e
de perdxidos, assim como a defesa antioxidante GSH. Para executar esta técnica recor-
reu-se a espectroscopia de fluorescéncia. Este ensaio realizou-se nas linhas celulares
gue apresentaram uma menor viabilidade celular por acdo do complexo 2.18, a linha
celular HCC1806 e a linha celular LS1034. Inicialmente foram semeadas um milhdo de
células por ensaio e por condicao e, 24 horas depois, as células foram tratadas com o

complexo (de acordo com a seccdo 5.4.2). Posteriormente, os niveis das espécies oxi-
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dantes e antioxidantes foram avaliados 2 horas e 24 horas apds o tratamento com o

complexo 2.18.

5.4.6.1 Avaliagao da producdo intracelular do radical superoxido

A avaliacdo da producdo de radical superéxido foi efetuada recorrendo a técni-
ca de espectroscopia de fluorescéncia com recurso a sonda DHE (do inglés dihydroe-
thidium). Este composto atravessa facilmente as membranas celulares e é oxidado
pelo radical superdxido a etidio (Esquema 5.1), composto fluorescente de cor verme-
Iha que se intercala no ADN permanecendo no interior da célula. Esta reacdo é relati-
vamente especifica para o radical superdxido permitindo assim estimar a presenca do

radical superodxido a nivel intracelular.[167-169]

2 20 0

2 2

—_— — +.
H N . N) _N}
DHE Radical DHE Etidio
(ndo fluorescente) (ndo fluorescente) (fluorescente)

Esquema 5.1 Oxida¢do da sonda DHE pelo radical superdxido a radical DHE e posteriormente a etidio
(composto fluorescente) para estimar a presenca do radical superoxido a nivel intracelular.

Relativamente ao ensaio, foram usadas um milhdo de células por ensaio e por
condigdo, inicialmente ressuspensas em 1 mL de PBS e colocadas em tubos devida-
mente identificados. Seguidamente, as células foram incubadas com 5 pL de DHE na
concentracdo de 1 mM (Sigma, D7008) durante 15 minutos, a 37°C e no escuro. Apods a
incubacdo, a suspensao celular foi lavada com PBS por centrifugacdo a 1300 G, durante
5 minutos e o sedimento ressuspenso em 400 puL do mesmo. Por fim, 200 uL de cada
suspensado celular foram transferidos para uma placa de 96 pocos, que foi lida num

espetrofotdmetro com o comprimento de onda de excitacdo de 620 nm.
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5.4.6.2 Avaliag¢dao da producgao intracelular de peroxidos

A expressao intracelular de perdxidos nas células submetidas a tratamento com
o complexo de ruténio 2.18 foi determinada por fluorimetria através da oxidacdao
intracelular da sonda ndo fluorescente DCFH,-DA (do inglés 2’,7’ dichlorodihydrofluo-
rescein diacetate). Este composto lipofilico entra nas células e acumula-se principal-
mente no citoplasma, onde os seus dois grupos acetato sdo clivados por esterases
intracelulares originando DCFH (do inglés 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein). Este com-
posto, ndo fluorescente, é rapidamente oxidado por varios agentes oxidantes, incluin-
do o H,0,, dando origem a DCF (do inglés 2’,7’-dichlorofluorescein) (Esquema 5.2), um
composto que é facilmente visualizado pela emissdo de fluorescéncia no comprimento
de onda de 522 nm quando excitado a 498 nm (figura 9).[142,167] Apesar da sonda
utilizada ser um bom indicador da presenca de perdxidos, é necessario ter em conta
gue a oxidacdo de DCFH com formacdo de DCF pode ser catalisada, em menor exten-
sdo, por outras ROS, por RNS (do inglés Reactive Nitrogen Species) ou por

peroxidases.[167,170]

(0} O O HO O O HO. (0} O
\[( \H/ esterase H,0,
fo) O —— — £ 2 P
Cl H (¢]] H Cl
O COOH O COOH O COOH

DCFH,-DA DCFH DCF
(n3o fuorescente) (ndo fuorescente) (fuorescente)

Esquema 5.2 A sonda DCFH,-DA permite estimar a presenca de perdéxidos no meio intracelular, visto
gue primeiramente é clivada intracelularmente por esterases a DCFH, composto que sofre oxidagdo a
DCF maioritariamente por peréxido de hidrogénio.

Relativamente ao ensaio, foram usadas um milhdo de células por ensaio e por
condicdo, inicialmente ressuspensas em 1 mL de PBS e colocadas em tubos devida-
mente identificados. Seguidamente, as células foram incubadas com 1 pL de DCFH,-DA
na concentracdo de 5 uM (Sigma, D7008) durante 45 minutos, a 37°C e no escuro.
Apds a incubacao, a suspensao celular foi lavada com PBS por centrifugacao a 1300G,

durante 5 minutos e o sedimento ressuspenso em 400 pL do mesmo. Por fim, 200 plL
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de cada suspensao celular foram transferidos para uma placa de 96 pocos, e a placa foi

lida num espetrofotémetro com o comprimento de onda de excitacdo de 498 nm.

5.4.6.3 Avaliagao da defesa antioxidante GSH

Os antioxidantes representam a defesa dos organismos contra as ROS. Um dos
mecanismos de defesa antioxidante inclui defesas antioxidantes ndo-enzimaticas como
a GSH. A GSH atua como neutralizador de ROS através da reagao com o oxigénio sin-
gleto, o radical hidroxilo, o radical superdxido, entre outras.[143][171] A expressao
intracelular de GSH foi também avaliada por fluorimetria, utilizando o alaranjado de
mercurio. Este composto liga-se estequiometricamente aos grupos sulfidrilo, com
maior especificidade para a GSH do que para os grupos sulfidrilo das proteinas, emi-

tindo fluorescéncia.

O procedimento utilizado para a determinacdo da presenca da GSH foi seme-
Ihante ao supracitado para os perodxidos e para o radical superoxido. Neste caso, as
células foram incubadas com 1 plL de alaranjado de mercurio na concentragdo de 10
mM (Sigma, M7750) durante 15 minutos, a 37°C e protegido da luz, e a detegdo feita

com o comprimento de onda de excitagao de 488 nm.

5.4.7 Avaliacao da hemocompatibilidade

Os eritrécitos existem em grande numero no sangue e as suas membranas
podem sofrer alteragdes significativas nas suas propriedades estruturais, dependendo
do tratamento medicamentoso.[172] Portanto, o exame in vitro da hemodlise é uma
parte fundamental dos estudos pré-clinicos de um composto para perceber se o mes-
mo provoca alguma lesdo na membrana dos eritrdcitos, ou até mesmo para avaliar a
possibilidade da sua administracdo intravenosa.[121] A técnica usada teve por base a

medicdo da libertacdo de hemoglobina. Quanto maior a hemoglobina libertada, maior
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serd a lesdo das membranas dos eritrécitos causada pelo complexo e, consequente-

mente, menor serd a possibilidade de sua administracdo por via intravenosa.

O procedimento para avaliar a hemocompatibilidade do complexo de ruténio
2.18 iniciou com a colheita de sangue humano (1 mL) e a sua diluicdo em 30 volumes
de NaCl 0,85% contendo CaCl, 10 mM. Apds 3 centrifugacbes (1300 G/3 min) e lava-
gens, obteve-se um sedimento de eritrécitos que foram suspensos em 2% em NaCl
0,85% contendo CaCl, 10 mM. Essa suspensdo celular foi distribuida em placas de 96
pocos e o complexo de ruténio 2.18 previamente dissolvido em DMSO, foi adicionado
a cada um dos pocos para obter concentragdes finais de 1 uM, de 5 uM, de 20 uM e de
100 puM. Igual volume de triton X-100 (1%), detergente que promove a lise das células,
foi usado como controlo positivo e igual volume de DMSO como controlo negativo. A
placa foi incubada durante 1 hora sob agitacdo constante e a temperatura ambiente.
As amostras foram, entdo, centrifugadas (5200 G/5 min) e o sobrenadante transferido
para uma placa de 96 pocos. A medicdo da absorvancia foi feita num espetrofotome-
tro, usando o comprimento de onda de 540 nm. A hemdlise foi estimada pela quantifi-

cacdo da hemoglobina libertada, segundo a equagao descrita abaixo.

Abs(complexo) 100

% h li =
% hemolise Abs(controlo positivo) — Abs(controlo negativo)

Equagdo 5.2 Determinacdo em percentagem da hemolise de sangue humano apds incubagdo com o
complexo 2.18.

5.4.8 Analise estatistica

O software IBM® SPSS® Statistics, versdo 24.0 (IBM Corporation, Armonk, New
York, EUA) foi usado para a realizagcdo da analise estatistica dos valores experimentais
resultantes da avaliacdo da viabilidade, do ciclo celular, da producado de ROS, da defesa

antioxidante e da hemocompatibilidade.

138



Capitulo V — Experimental

Para comparacdes de dois grupos, o teste Mann-Whitney foi usado. Para com-
paracdes de mais do que dois grupos, o teste Analysis of Variance (ANOVA) de um
fator foi usado para distribuicGes normais ou caso contrdrio o teste Kruskal-Wallis. As
comparagdes multiplas foram feitas usando o teste Tukey, em caso de homogeneidade
de variancias ou, caso contrdrio, usando o teste Games-Howel. Para os casos em que a
amostra foi constituida por menos de 10 valores, usou-se a andlise ndo paramétrica.

Considerou-se o nivel de significancia de 0,05.
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