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O cancro é uma das principais causas de morte em todo o mundo e segundo a Organizacdo Mundial de Sadde este
ndmero aumentara de 7,9 para 11,5 milhdes até 2030. Embora existam muitos farmacos em uso clinico, nenhum é
suficientemente eficiente, devido aos baixos indices terapéuticos e a um amplo espectro de efeitos secundarios graves.
O desenvolvimento de novos farmacos anticancerigenos baseados em novos modos de accdo é de extrema urgéncia.
Assim, o meu trabalho de doutoramento consistiu no desenvolvimento de novos complexos organometalicos de ruténio
e no estudo do seu potencial como novos agentes antineoplasicos com novos modos de ac¢do, pretendendo dar, deste
modo, uma contribuicdo para a resolucao deste grave problema.

Cancro, tumor maligno e neoplasia sdo termos genéricos
usados para um largo niimero de doengas que afectam
qualquer parte do organismo. O cancro é caracterizado
por um crescimento descontrolado de células, seguido por
invasdo das células saudaveis e disseminacdo por outros
6rgaos (metastases).

O cancro é uma das principais causas de morte no mundo
(segunda na Europa) e o nimero total de casos continua
a aumentar. Segundo a Organizacdo Mundial de Sadde o
nimero de mortes deverd aumentar 45% até 2030, passan-
do de 7,9 milhdes para 11,5 milhdes [1]. Nos homens, os
cancros da préstata, pulmao e colorrectal sdo os mais vul-
gares, sendo responsaveis por 50% das mortes por cancro
[2]. Nas mulheres, os tipos de cancro predominantes sao
mama, pulmao e colorrectal (Figura 1).

As estratégias para controlar o cancro, ap6s remocao ci-
rargica, sdo focadas em tratamentos citotéxicos conven-
cionais: radioterapia e quimioterapia. Ambos apresentam
baixos indices terapéuticos e um amplo espectro de efeitos
secundarios graves [3]. Os efeitos secundérios sdo intensi-
ficados uma vez que a maioria dos farmacos exibe pouca
ou nenhuma selectividade para as células cancerigenas, ndo
poupando assim as células saudaveis [4]. Outra limitacao
€ o desenvolvimento de resisténcia ao farmaco, em parte
devido a sua pobre penetracdo no tumor e ao desenvolvi-
mento de metdstases [4]. Portanto, é de extrema urgéncia
a descoberta de novos farmacos anticancerigenos baseados
em novos modos de ac¢do com maior selectividade e efici-
éncia contra as metastases.

O RUTENIO NA TERAPIA DO CANCRO
Na procura de novos metalofdrmacos como agentes anti-

cancerigenos, a quimica do ruténio tem sido alvo de muita
atencdo devido aos resultados promissores obtidos para
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Figura 1 — Numero de mortes previstas para a Unido Europeia para o
ano de 2013 [2]

algumas familias de complexos inorganicos octaédricos
de Ru(IlI). Neste contexto, os complexos de coordenagdo
NAMI-A e KP1019 sdo os exemplos mais representativos,
sendo os tinicos complexos de ruténio que entraram em tes-
tes clinicos até a data; aparentemente o NAMI-A abandonou
estes testes devido a problemas de estabilidade. Embora ini-
cialmente os complexos de ruténio fossem concebidos com
o objectivo de contornar os efeitos secundarios das quimio-
terapias de platina, o sucesso de alguns destes compostos
de ruténio como inibidores de metastases salientou o seu
potencial no campo das novas terapias. Até ao presente, ndo
foram ainda encontrados farmacos capazes de controlar o
crescimento das metastases, sendo este problema uma das
principais dificuldades na actual luta contra o cancro.

A estratégia de sintese dos rutenofarmacos tem sido baseada
nos modelos da platina levando a compostos que conduzam
a morte celular por interaccdo com o ADN, embora visan-
do preferencialmente novos mecanismos de ac¢do, de modo
a vencer a resisténcia das células tumorais. Neste contex-
to, varios complexos organometélicos de ruténio(Il) foram
sintetizados tendo em vista 0 ADN como alvo principal.

Assim, foram desenvolvidas e estudadas, fundamentalmen-
te, duas familias de complexos organometalicos ruténio(II)-
-areno (Figura 2) por Sadler et. al [5,6] (complexos RM)
e Dyson et. al [7,8] (complexos RAPTA), cuja estrutura
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bésica assenta numa geometria em banco de piano e a sua
reactividade baseia-se na saida dos ligandos cloreto, tal
como acontece com a cisplatina. Embora estas duas fami-
lias de compostos sejam estruturalmente semelhantes tém
comportamentos muito diferentes. Enquanto os complexos
RM apresentam uma boa actividade citot6xica in vitro, os
RAPTA apresentam baixa citotoxicidade, mas mostram
ser bastante eficientes contra as metastases. Meggers et.
al [9] desenvolveram uma terceira familia de compostos
organometalicos (complexos DW) que envolve ligandos
organicos piridocarbazolo (imitam a estaurosporina) coor-
denados ao fragmento organometalico Ru(II)-ciclopenta-
dienilo (Figura 2), que se revelaram potentes inibidores das
proteinas cinases GSK-3 e Pim-1, mostrando assim a sua
potencialidade como agentes antitumorais.
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gasosa por espectrometria de massa (ESI-MS), realizados
com varios complexos desta familia de estrutura geral
[RuCp(PP) L][CF,SO,] (onde PP = fosfano, L = ligando
heteroaromatico e n = 1 ou 2); verificou-se que a ligagcdo
Ru-Cp é extremamente estdvel, impossivel de dissociar
mesmo para valores muito altos de energia [10].

Esta estrutura geral em banco de piano permite-nos jogar
com os varios grupos nas “pernas do piano”; neste caso
foram escolhidos ligandos fosfanos (mono ou bidentados)
e ligandos heretoaromaticos coordenados por atomos de N,
0, S, etc., onde a coordenagdo pode ser mono ou bidentada.
O design destes compostos pode levar a uma significativa
diversidade estrutural, uma vez que podemos intervir nas
varias partes da molécula, nomeadamente na funcionaliza-
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Figura 2 — Estruturas quimicas de alguns complexos de ruténio

A NOSSA ESTRATEGIA

A nossa estratégia para o desenvolvimento de novos agen-
tes antitumorais passa por desenhar compostos que interac-
tuem com outros alvos para além do ADN, de forma a cons-
tituir novas alternativas de accdo e ultrapassar as limitagoes
dos farmacos existentes no mercado. Neste contexto, de-
senvolvemos uma familia de compostos organometalicos
de ruténio, para os quais se esperam diferentes mecanismos
de accdo devido a auséncia dos grupos cloretos existentes
nos complexos descritos na bibliografia atras referidos.

A ligacdo ruténio-carbono é construida por um grupo ci-
clopentadienilo (n°-C_H, = Cp), em que a carga negativa
da uma estabilidade electrostatica adicional para o frag-
mento “RuCp”, em comparacdo com o seu equivalente
“Ru-areno” (Figura 3) em que se baseiam os compostos
RM e RAPTA atrés referidos. A estabilidade do fragmen-
to “RuCp” foi corroborada pelos nossos estudos em fase
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Figura 3 — Construcdo de estruturas em banco de piano com base em
grupos ciclopentadienilo e areno

¢do do anel Cp, na variagdo dos niimeros de coordenacao e
natureza dos coligandos e do préprio contra-ido. Algumas
destas caracteristicas sdo extremamente importantes para
controlar a solubilidade dos compostos e optimizar a acti-
vidade biolégica.

Assim, usando esta estratégia foram sintetizados vinte e
seis compostos de ruténio, com diferentes fosfanos, con-
tra-ides e ligandos heteroaromaticos, e diferentes modos
de coordenacdo de forma a controlar/optimizar algumas
caracteristicas como estabilidade, solubilidade em meio
aquoso, citotoxicidade e selectividade (Figura 4).
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Figura 4 — Exemplo de varias estruturas de complexos sintetizados mostrando as diferentes formas de coordenagdo dos ligandos e a sua variedade

estrutural

ACTIVIDADE CITOTOXICA

A actividade citotéxica de todos os complexos foi avalia-
da in vitro em varias linhas celulares tumorais humanas,
nomeadamente A2780 (carcinoma do ovario), A2780CisR
(carcinoma do ovério resistente a cisplatina), MCF7
(adenocarcinoma da mama, dependente de estrogénio),
MDAMB231 (adenocarcinoma da mama, independente de
estrogénio), PC3 (carcinoma da préstata) e HT29 (carci-
noma do célon). Estas linhas foram escolhidas de modo a
englobar diferentes sensibilidades ao tratamento com me-
talofarmacos, incluindo os tipos de cancros mais diagnos-
ticados nos homens (cancro da prdstata) e nas mulheres
(cancro da mama). Todos os compostos mostraram ser alta
ou moderadamente citotéxicos in vitro para as seis linhas
tumorais humanas estudadas, com valores de IC_ da or-
dem micro e nanomolar. Na sua maioria sdo bastante mais
citotoxicos que a cisplatina (metalofarmaco em uso clini-
co). Foram também realizados estudos na presenca de uma
linha celular saudavel, sendo de notar que os compostos
mostraram possuir baixa citotoxicidade para a linha celular
saudavel V79, com valores de IC,; 60 a 130 vezes mais
elevados que para as células cancerigenas, revelando assim
uma importante selectividade intrinseca.

TRANSPORTE NO SANGUE

Numa primeira abordagem para compreender o perfil far-
macocinético destes compostos, foi avaliada a sua interac-
¢do com proteinas do soro humano (albumina e transfer-
rina) pois a ligacdo proteina-formaco influencia a distri-
buicdo e as propriedades farmacocinéticas de um farmaco.
Estes estudos revelaram a formacdo de aductos estaveis
com estas proteinas de transporte, condicdo essencial para
serem transportados até aos seus alvos.

Foram também realizados ensaios de viabilidade celular na
presenca destas duas proteinas de forma a avaliar se a sua
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ligacdo aos complexos podia influenciar a actividade cito-
téxica dos mesmos. Foi possivel verificar que a formacao
destes aductos ndo afecta as propriedades citotéxicas dos
complexos, pelo contrario, em alguns casos, a ligacdo a
transferrina parece facilitar a entrada nas células.

ALVOS CELULARES

A informacao relativa a distribui¢do dos farmacos e a sua
concentracao nas células tumorais é da maior importancia
para a compreensdo dos mecanismos de acgdo. Os farma-
cos, para além de entrarem nas células, devem concentrar-
-se nos compartimentos celulares onde estdo localizados
os alvos. Os nossos estudos realizados por Espectrometria
de Massa com fonte de Plasma Indutivamente Acoplada
(ICP-MS) permitiram identificar os compartimentos ce-
lulares em que o ruténio fica retido e também quantificar
a sua percentagem em cada compartimento. Foi possivel
verificar que os nossos complexos de ruténio ficam reti-
dos preferencialmente na membrana celular, embora uma
pequena percentagem chegue mesmo ao citosol, nicleo e
citoesqueleto.

Quando se avalia o potencial terapéutico de um complexo
é essencial compreender o mecanismo de entrada nas cé-
lulas, o que condiciona a percentagem de complexo que é
internalizado bem como a sua localizacao na célula. Para
estudar os mecanismos de captacdo celular recorreu-se ao
uso de moduladores de entrada nas células. Demonstrou-se
que estes complexos entram nas células por um processo
dependente de energia (mecanismo activo) identificado
como endocitose, sendo o processo preferencial mediado
pela proteina clatrina.

Neste trabalho foi ainda possivel identificar alguns alvos
intracelulares; por Microscopia Electrénica de Transmis-
sdao (TEM) observou-se que os compostos estudados pro-
vocam alteracdes no complexo de Golgi e nas mitocondrias
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podendo estas alteracGes estar relacionadas com o meca-
nismo de morte celular. Os estudos por espectrometria de
massa também permitiram identificar alguns alvos intrace-
lulares para estes compostos, nomeadamente as proteinas
ubiquitina e citocromo c e o enzima super6xido dismutase.

EFEITO TERAPEUTICO IN VIVO

De modo a obter informagdes sobre o desempenho in vivo
destes complexos foram realizados estudos em modelos
animais (ratinhos nude) inoculados com tumores dos can-
cros da préstata e mama. O estudo mais relevante relativo
ao efeito terapéutico de um destes compostos foi avaliado
num modelo animal com uma implantagdo ortotépica de
células do cancro da mama triplo negativo. Estes tumores
sdo caracterizados por serem altamente agressivos, terem
um elevado risco de recorréncia e um elevado potencial
metastatico (especialmente para os pulmdes) resultando,
na maioria dos casos, em morte precoce. Os resultados ob-
tidos mostram que o complexo de ruténio estudado é bem
tolerado pelos animais e nao apresenta os fortes efeitos se-
cundarios observados para outros metalofarmacos, como
a cisplatina (usada também nestes estudos para compara-
¢do). Além disso, os nossos estudos mostraram claramente
que este composto é um eficiente supressor do crescimento
in vivo dos tumores induzidos pelas células de cancro da
mama MDAMB231 e a autépsia dos animais nao revelou
a presenca de quaisquer metastases nos pulmdes ou outros
6rgaos. Mais ainda, para todos os érgdos analisados his-
tologicamente (pulmdes, rins, figado e baco) ndo foram
encontrados quaisquer sinais de lesdo. E importante real-
car que o tratamento continuo com o complexo de ruténio,
apos a remocdo do tumor, aumentou drasticamente o tem-
po de vida dos animais que ndo apresentaram recorréncia
do tumor ou metastases.

CoNcLusAo

Os novos compostos desenvolvidos combinam uma eleva-
da actividade citotoxica in vitro para seis linhas celulares
tumorais humanas, com importante selectividade para as
células cancerigenas e um bom grau de inocuidade para
as células saudaveis. Esta caracteristica é essencial para a
diminuicdo da resisténcia ao tratamento por quimioterapia
e diminuicao dos efeitos secundarios vulgarmente obser-
vados.

Dos estudos in vitro, relativos a compreensdo do modo de
accdo destes potenciais farmacos, foi possivel concluir que
os complexos podem ser transportados na corrente san-
guinea pela albumina e transferrina, que a sua entrada nas
células é por processos de endocitose, e que 0 mecanismo
de morte celular podera estar relacionado com alteragdes

causadas pelos complexos no aparelho de Golgi e na mi-
tocondria.

Os estudos in vivo realizados em tumores da mama de ex-
trema malignidade mostraram que os compostos suprimem
eficientemente o crescimento de tumores e metastases, sem
quaisquer sinais de lesdo dos principais 6rgaos.

Este trabalho pode ser considerado como um passo em
frente na descoberta de potenciais formacos para quimio-
terapia.
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