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Resumo

Os metalodendrimeros tém surgido como fortes candidatos a agentes anticancerigenos devido
a conjugacdo das propriedades dos dendrimeros (e.g. multifuncionalidade, baixa polidispersidade,
acumulacdo preferencial nos tumores) com as dos complexos organometalicos (e.g. diversidade
estrutural e maltiplos estados redox).

Nesta dissertacéo, prepararam-se metalodendrimeros de ruténio (I1) de baixa geracéo baseados
em estruturas dendriticas de poli(alquilideno imina) funcionalizadas perifericamente com grupos
nitrilo. A partir da reac¢do do dendrimero [N=C(CH2)2]2N(CH2)sN[(CH2)2.C=N]> (3) ou do
dendrimero  [N=C(CH2)20(CH2)3]aN(CH2)eN[(CH2)s0(CH2).C=N]> (6) com o complexo
organometalico [(n°-CsHs)Ru(PPhs).Cl], na presenca do AgCFsSOs como abstractor de cloretos,
obteve-se 0S metalodendrimeros [{(n°-CsHs)(PPhs)2Ru}4(3)][CF3S04]4 (7) e
[{(n°-CsHs)(PPhs)2Ru}4(6)][CF3SO4]4 (8) com rendimentos de 35 e 25%, respectivamente. Estes
compostos foram caracterizados por diversas técnicas analiticas, nomeadamente por espectroscopia de
RMN (*H, 3P e °F) e de infravermelho (FT-IR), espectrometria de massa (MS) e analise elementar.

O efeito citotoxico dos dendrimeros 3 e 6, dos metalodendrimeros 7 e 8 e dos complexos
[(n®-CsHs)Ru(PPhs).Cl] e cisplatina foram determinados, através do ensaio do MTT, em células de
origem neoplasica (linhas celulares Caco-2, CAL-72, MCF-7, A2780 e A2780cisR) e em células
estaminais mesenquimais humanas saudaveis de origem ndo-neoplasica (MSCs). Os resultados
obtidos de actividade metabolica foram considerados como uma medida directa de viabilidade celular
e expressos em fungdo da concentracdo. A partir destes graficos foram estimados os valores de I1Cso
para cada composto nos diferentes tipos de células estudadas. Os metalodendrimeros 7 e 8
apresentaram um efeito inibitério, por molécula, significativo no crescimento da série de células
cancerigenas estudadas com valores de ICso situados entre 0,1 e 3,4 uM. Estes compostos
demonstraram uma actividade antiproliferativa, por molécula, superior aos restantes compostos
analisados. A citotoxicidade por centro metalico destes metalodendrimeros foi superior a actividade
da cisplatina para as células MCF-7, A2780, A2780cisR e para as MSCs.

Os promissores resultados obtidos neste trabalho, permite-nos inferir que uma avaliagédo
biologica padronizada combinada com uma entrega direccionada para 0s tumores destes

metalodendrimeros sera crucial para uma aplicacdo bem-sucedida.

Palavras-chave: complexos de ruténio (Il), poli(alquilideno imina), metalodendrimeros,

farmacos anticancerigenos, quimica organometalica, ensaio do MTT.






Abstract

Metallodendrimers have emerged as strong candidates for the design of anticancer drugs due
to the conjugation of the dendrimer properties (e.g. multifunctionality, low polydispersity, preferential
accumulation in tumors) with the characteristics of organometallic complexes (e.g. structural diversity
and multiple redox states).

In this dissertation, low generation ruthenium(ll) metallodendrimers were prepared based on
poly(alkylidenimine) dendritic structures peripherally functionalized with nitrile groups. From the
reaction ~ of  the  [N=C(CH2)2]aN(CH2)eN[(CH2)2C=N]>  (3)  dendrimer  or  the
[N=C(CH2)20(CH2)3]2N(CH2)sN[(CH2)30(CH2)2C=N]. (6) dendrimer with the organometallic
complex [(n°>-CsHs)Ru(PPhs)Cl], in the presence of AgCF3SOs, as chloride abstractor, we describe
the successful preparation of the following metallodendrimers [{(n°>-CsHs)(PPhs)2Ru}4(3)][CFsSO4]4
(7) and [{(n°-CsHs)(PPhs)2Ru}4(6)][CF3sSO4]s (8) with yields of 35 and 25%, respectively. These
compounds were characterized by several analytical techniques, namely NMR (*H, 3!P and ‘°F) and
infrared spectroscopy (FT-IR), mass spectrometry (MS) and elemental analysis.

The cytotoxicity effect of the dendrimers 3 and 6, along with the metallodendrimers 7 and 8,
the complexes [(n°-CsHs)Ru(PPhs).Cl] and cisplatin were determined by the MTT assay in neoplastic
cells (Caco-2, CAL-72, MCF-7, A2780 and A2780cisR cell lines) and in healthy mesenchymal stem
cells of non-neoplastic origin. The metabolic activity results were considered as a direct measure of
cell viability and expressed against the concentration. From these plots the 1Cso values were determined
for each compound regarding each cell type studied. The metallodendrimers 7 and 8 displayed a
significant inhibitory effect per molecule in all cancer cell types evaluated in this work with 1Cso values
lying between 0.1 and 3.4 uM. These compounds have shown a superior antiproliferative activity, per
molecule, when compared with the dendrimer/complex alone. The cytotoxicity per metallic center of
the synthesized metallodendrimers was higher than the activity of cisplatin in MCF-7, A2780,
A2780cisR cells and in MSCs. The promising results obtained in this work allows us to infer that a
standardized biological evaluation along with a target delivery of these metallodendrimers will be

crucial for its successful applications.

Keywords: ruthenium (1) complexes, poly(alkylidenimine), metallodendrimers, anticancer
drugs, organometallic chemistry, MTT assay.
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Capitulo 1 — Introducéo

1.1. Biologia do Cancro

1.1.1. Definicéo de cancro

O cancro € um grupo vasto e complexo de doencas, existindo mais de 200 tipos de cancro
identificados com diferentes causas e sintomas [1, 2]. Apesar da heterogeneidade das doencas
oncoldgicas, uma das caracteristicas que apresentam em comum € 0 crescimento anormal e
descontrolado das células, o qual é desencadeado pela acumulacdo de multiplas alteracGes genéticas
[2, 3]. A alteracdo da informacéo genética conduz a perturbaces nos mecanismos de regulacdo da
divisdo e diferenciacdo celular que consequentemente provocam o desequilibrio entre as taxas de
proliferacdo e de morte celular. A perda do controlo do crescimento celular favorece o
desenvolvimento de um conjunto de células transformadas com multiplicacdo ilimitada, conhecido
como tumor [3, 4].

De acordo com as caracteristicas exibidas, os tumores podem ser diferenciados em benignos
ou malignos. Geralmente, nos tumores benignos as células crescem por expansao de uma forma lenta
e circunscrita com um perimetro bem definido. Estas células ndo invadem os tecidos adjacentes e
assemelham-se as células que Ihes deram origem. No entanto, os tumores benignos podem colocar a
vida do hospedeiro em risco através da compressdo dos nervos ou dos vasos sanguineos ou da
segregacao de substancias (e.g. hormonas) que alterem os mecanismos homeostaticos [3, 5, 6].

O cancro é um tumor maligno que se caracteriza normalmente pela expansao das células de
uma forma rapida e desorganizada. Estas células invadem e danificam as estruturas circundantes e
podem apresentar diferentes graus de diferenciacdo, com tendéncia a sofrer desdiferenciacdo com
perda da funcdo e estrutura [7, 8].

Além disso, nos tumores malignos, as células cancerigenas® podem libertar-se do tumor
primario (primitivo) e migrar através dos vasos sanguineos ou linfaticos para outros locais do
organismo (figura 1), onde se multiplicam e ddo origem a tumores secundarios (metastases) [1, 5, 6].

As metéastases sdo responsaveis por 99% das mortes provocadas pelo cancro [1, 4].

t Ao longo do presente trabalho utiliza-se, a expressao “células cancerigenas” para fazer referéncia as células
que favorecem o desenvolvimento do cancro, bem como as células que possuem natureza cancerosa (i.e. que

tem cancro), o que € passivel de correccéo.
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Figura 1 - As etapas principais do processo de invasdo e metastizacdo do cancro: a)
transformacdo celular e crescimento do tumor priméario; b) angiogénese promovida pela sintese e
secrecao de factores angiogénicos; c) invasdo para 0s vasos sanguineos ou linfaticos; d) circulacdo das
células cancerigenas no sistema circulatorio e interaccdo com 0s componentes do sangue com acesso
aos nutrientes. As células que sobrevivem a circulagdo ficam retidas/aderentes nos capilares
sanguineos de diversos orgdos (e.g. pulmao, cérebro); e) extravasacao: saida das células cancerigenas
dos capilares para o parénquima, o tecido residente no exterior dos vasos e da membrana basal capilar,
ocorrendo a formacdo de micrometastases e f) a proliferacdo celular e a angiogénese nas
micrometastases favorecem o seu crescimento e 0 aparecimento de metastases adicionais (adaptado da

referéncia [9]).

A nomenclatura dos tumores pode ser baseada no tecido/local de origem e no seu
comportamento (benigno ou maligno), como exemplificado na tabela 1. Normalmente, os tumores
benignos sdo classificados através da adi¢do do sufixo -oma ao nome do tecido de origem. Deste modo,
um tumor benigno com origem no tecido fibroso é classificado de fibroma. A classificagdo dos tumores
malignos também se inicia com o tipo de tecido a partir do qual surgiram, porém sao utilizados outros

sufixos como, por exemplo, -carcinoma para 0s tumores malignos de origem epitelial e -sarcomas
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para 0s que provém dos tecidos mesenquimais. Assim, um tumor maligno proveniente do tecido
glandular designa-se de adenocarcinoma enquanto o tumor com origem no tecido fibroso é
denominado de fibrossarcoma. No entanto, alguns tumores malignos ndo seguem estas regras como,
por exemplo, as leucemias que derivam do tecido hematopoiético. Além disso, existem tumores que
sdo constituidos por mais do que um tipo de célula/tecido, como é o caso do teratoma (deriva das

células germinativas primitivas) e do carcinossarcoma [7, 8, 10-13].

Tabela 1 - Nomenclatura de alguns tumores.

Tipo de tecido Benigno Maligno
Epitelial

Epiderme Papiloma Carcinoma
Revestimento epitelial das glandulas Adenoma Adenocarcinoma
Conjuntivo

Fibroso Fibroma Fibrossarcoma
Osso Osteoma Osteossarcoma
Cartilagem Condroma Condrossarcoma
Nervoso

Células nervosas Neuroma Neuroblastoma
Tecido glial Glioma Glioblastoma

Hematoldgico

Hematopoiético Leucemias
Linféide Linfomas
Musculo

Liso Leiomioma Leiomiossarcoma
Estriado Rabdomioma Rabdomiossarcoma

De mencionar que os tumores podem ser agrupados em tumores solidos ou tumores liquidos.
Os tumores soélidos (e.g. carcinoma ou sarcoma) sdo formados por um conjunto individualizado de
ceélulas neoplasicas com origem em células epiteliais ou mesenquimais que sao normalmente imoveis.
Por outro lado, os tumores liquidos (e.g. leucemia) sdo constituidos por células neoplasicas cujos
precursores sao normalmente células moveis, tais como as células hematopoéticas [14-16]. Note-se
que os linfomas originam, geralmente, tumores sélidos nos ganglios linfaticos, no entanto sao

frequentemente denominados de tumores liquidos pois derivam de células hematopoéticas [16].



1.1.2. Epidemiologia do cancro

Segundo as ultimas estimativas da Agéncia Internacional de Investigacdo do Cancro (IARC),
ocorreram, em 2012, 8,2 milhdes de mortes atribuidos ao cancro. Os cancros mais frequentes foram
os do pulméo, figado, estdmago e o colorrectal, os quais contribuiram com mais de 50% do total das
mortes por cancro (figura 2) [17, 18].

A incidéncia do cancro a nivel mundial estd prevista aumentar 75% até 2030, traduzindo-se
assim no surgimento de 22,2 milhdes de novos cancros diagnosticados. Prevé-se que este panorama

seja ainda mais acentuado nos paises em desenvolvimento [19].

Mortalidade
@ Pulméo
1589 800; 19% Mama
2788 640; 34% Colorrectl
W Prostata
521 817; 6% W Estémago
Figado

Colo do utero

693 881; 9%
W Esdfago
165 068; 2%

: 49 @ Bexiga
400 156; 5% 307 471; 4%

265 653; 3% 723027; 9%
745517; 9%

Outros e ndo
especificadas

Figura 2 - Mortalidade por tipo de cancro registada no mundo em 2012 (adaptado da

referéncia [20]).

Na Europa, 0 cancro é a segunda causa principal de mortalidade surgindo logo a seguir as
doencas associadas ao sistema circulatério. A incidéncia e a mortalidade variam com o tipo de cancro,

sendo que o cancro do pulmdo e do célon apresentam uma maior taxa de mortalidade (figura 3) [21].
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Figura 3 - Mortalidade e incidéncia dos principais tipos de cancros na Europa em 2010 e

respectivas previsoes para 2020 (adaptado da referéncia [21]).

Na Europa, a incidéncia do cancro aumentou 32% desde meados de 1980 até 2011 devido a
reducdo da mortalidade por doencas do sistema circulatério e ao aumento da esperanga media de vida.
A incidéncia do cancro é maior no pulméo, no colon, na préstata e na mama (sexo feminino) com uma
previsdo crescente para 2020. Para aléem do mais, verificou-se que a mortalidade sofreu uma reducéo
em 15% entre 1990 e 2009. Nos homens, os tumores malignos localizados nos pulmdes, colon,
estdbmago e na prdstata sdo os mais frequentes, sendo responsaveis por 50% das mortes resultantes
desta patologia. Ao passo que, nas mulheres, 60% das mortes por cancro devem-se a tumores malignos
localizados na mama, no pulmdo, no estdmago, no coélon, no colo do Utero e no ovario. No que
concerne as idades, as taxas de mortalidade por cancro sdo superiores em idades acima dos trinta anos,
sendo que os homens apresentam de uma forma geral taxas mais altas que as mulheres [21].

Em Portugal, segundo o Instituto Nacional de Estatistica (INE), registaram-se cerca de 107 969
Obitos em 2012, tendo como principais causas de morte as doencas do sistema circulatério (30,4%), os
tumores malignos (23,9 %) e as doengas do sistema respiratorio (12,9%) [22-24].

No periodo compreendido entre 1980 e 2012, o nimero de 6bitos causados por doencas do
aparelho circulatdrio registou um decréscimo enquanto que 0 nimero de 6bitos motivado por tumores
malignos e por doencas do aparelho respiratdrio aumentou (figura 4) [25]. De referir que a taxa bruta
de mortalidade por tumores malignos registada em 2012 foi de 245 ébitos por 100 mil habitantes, o
que representa um aumento de 14,1% comparativamente ao valor observado em 2002 [24].

Os cancros responsaveis por mais obitos em Portugal no ano de 2012 foram os seguintes:
laringe, traqueia, brénquios e pulmao (4012 dbitos), célon (2691 dbitos), estbmago (2376 0Obitos),
tecido linfatico/hematopoético (2152 6bitos), prostata (1814 6bitos) e o da mama (1787 dbitos) [23].
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Figura 4 - Obitos segundo as principais causas de morte, por 100 mil habitantes, registados em
Portugal desde 1970 a 2012 [25].

1.1.3. Causas do cancro

A génese do cancro é um processo multifactorial uma vez que envolve um conjunto complexo
de acontecimentos. Estes podem ser agrupados em duas categorias, nomeadamente em factores
externos e internos e sao os responsaveis pelas mutac@es induzidas e espontaneas, respectivamente.

As mutacdes promovidas pelos factores exdgenos e enddgenos divergem na origem mas
causam danos semelhantes no &cido desoxirribonucleico (ADN), tais como modificacdo das bases
nucleotidicas, formacdo de aductos que distorcem as suas hélices e rupturas intra e intercadeias. Caso
estas lesdes ndo sejam reparadas podem resultar em diversas mutag6es no ADN [3, 4, 26].

Os principais factores externos que promovem mutagdes no ADN sdo 0s agentes quimicos, a
radiacdo e os microrganismos [1, 7].

v Agentes quimicos: O ser humano é exposto constantemente a diversos agentes quimicos

provenientes do ambiente, da dieta, do estilo de vida (e.g. fumar e consumir bebidas alcodlicas) e do
trabalho, os quais podem alterar os processos celulares [1]. Os quimicos carcinogénicos ou 0s
respectivos derivados sao electrofilos (espécies deficientes em electrdes) muito reactivos que podem
reagir com os nucledfilos (espécies ricas em electrfes) presentes nas estruturas celulares. No caso da

molécula de acido desoxirribonucleico (figura 5), os centros nucleofilicos (e.g. atomos de oxigénio e



de azoto localizados nos anéis de purina ou pirimidina) que a compdem Sdo susceptiveis ao

estabelecimento de ligacdes covalentes com agentes quimicos, formando-se aductos [3, 6].

Figura 5 - Estrutura secundaria da molécula de ADN ilustrando os seus centros nucleofilicos,
onde as bases nucleotidicas estdo representadas pelas letras T - timina, A - adenina, C - citosina e

G - guanina (adaptado da referéncia [27]).

v’ Radiacdo: a radiacdo ultravioleta (UV) induz maioritariamente ao estabelecimento de
ligagcdes intracadeia entre pirimidinas adjacentes (normalmente timinas), originando-se dimeros de
pirimidina. Estes dimeros criam distor¢es na hélice do ADN e podem bloquear a sua transcrigdo ou
replicacdo. Por outro lado, os raios X e 0s raios gama sdo mais energéticos do que a radiacdo UV e
danificam a molécula de ADN através da formacdo de radicais livres que, por sua vez, podem
modificar as bases nucleotidicas ou fragmentar as cadeias de ADN [4]. A figura 6 ilustra os danos
induzidos pela radiagdo na molécula de ADN.
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Figura 6 - Efeito da radiacdo na molécula de ADN (adaptado da referéncia [28]).

v’ Microorganismos: As infec¢des causadas por bactérias, virus, parasitas ou outros

microorganismos promovem o desenvolvimento do cancro, actuando através da inflamacéo crdnica ou
da transformacéo directa das células. Os processos inflamatdrios promovem a formacdo de espécies
reactivas de oxigénio e azoto, o aumento da diviséo e proliferacdo celular, o blogueio da diferenciacdo
celular e 0 aumento da morte celular necrética (ndo programada). Este cenario pode contribuir para o
aumento da taxa de mutacfes genéticas e, consequentemente, potenciar o risco de desenvolvimento do
cancro. Além disso, os agentes infecciosos podem alterar o ciclo celular das células hospedeiras através
da insercdo de oncogenes activos, da inactivacdo dos genes supressores de tumor ou da mimetizacao

de factores de crescimento [1].

Os factores internos ou enddgenos referem-se a predisposicdo genética e as mutagdes
espontaneas:

v’ MutacOes hereditarias: A predisposi¢do genética resulta de mutagdes que ocorreram nas

ceélulas da linha germinativa (odcitos e 0s espermatozoides) e que, ao ndo serem corrigidas ou reparadas
sdo transmitidas a descendéncia. O risco de desenvolvimento de cancro varia de acordo com a mutagao
herdada. No entanto, estas muta¢des ndo determinam, por si s, o aparecimento do cancro, sendo
necessaria a acumulacao de mutacGes adicionais no organismo [1, 4].

v' Mutacdes espontdneas: As mutacBes que ndo apresentam um padrdo hereditario

designam-se de mutagdes espontaneas e provém de alteracfes nas células somaticas. Estima-se que 90
a 95% dos cancros diagnosticados devem-se a mutagdes espontaneas adquiridas durante a vida do
individuo. [1, 4]. Apesar do cancro surgir em individuos de qualquer faixa etéria, a incidéncia global
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da maioria dos tumores malignos aumenta drasticamente com a idade, onde a idade média para o seu
diagnostico é de 65 anos [1, 4, 29]. Por conseguinte, o envelhecimento populacional é um factor que
aumenta a susceptibilidade para o desenvolvimento do cancro, o qual poderd estar associado a
acumulacdo de células com mutagdes genéticas aleatorias e a reducdo da eficiéncia dos mecanismos
de proteccdo e reparacdo das mesmas [29-31].

As fontes enddgenas responsaveis pelas mutacfes espontaneas advém maioritariamente dos
subprodutos do metabolismo normal das células e dos erros inerentes ao processamento do ADN
(e.g. reparacéo e replicacdo). O metabolismo normal das células geram intermediarios oxidativos como
€ 0 caso das especies reactivas de oxigénio (e.g. anido superéxido, radical hidroxilo e o peréxido de
hidrogénio) que provém, por exemplo, da respiracdo aerdObica e da resposta inflamatoria. A
concentracdo destas espécies € controlada pelos mecanismos antioxidantes das proprias células, sendo
que em concentracdes baixas contribuem para os processos de regulacdo e sinalizacdo celular. No
entanto, 0 aumento excessivo destes radicais, devido ao desequilibrio entre a sua producdo e
eliminacdo, conduz a oxidacdo das estruturas celulares (e.g. ADN) comprometendo as suas fungdes
[1, 4].

A maquinaria utilizada no processamento do ADN é de extrema precisdo no entanto, a inser¢éo
de erros nesta molécula pode ocorrer durante, por exemplo, a sua replicacdo. Para além disso, as
alteracdes epigenéticas podem contribuir para o aparecimento do cancro. O genoma contem dois tipos
de informacdo nomeadamente a genética e a epigenética. Enquanto que a primeira determina a
producdo de proteinas requeridas pelo organismo, a segunda dita quando e onde esta expressao de
informacdo genética ocorrera. As modificacOes epigenéticas (e.g. metilacdes ou acetilacbes nas bases
do ADN) podem influenciar os processos da regulacdo da cromatina, da repressao transcricional, da

reparacdo do ADN, da estabilidade gendmica, entre outros [4].

1.1.4. Carcinogénese

A formacdo do cancro ou carcinogénese € um processo genético e epigenético que envolve
varias mutacdes no genoma [32]. Estas mutagdes podem ocorrer em diversos genes contudo, apenas
as alteracdes em determinados genes conduzem a perda dos mecanismos de regulacdo do crescimento
e da morte celular, contribuindo para o desenvolvimento de um fendtipo maligno. Estes genes que
potenciam o surgimento do cancro podem ser agrupados em trés categorias: a) proto-oncogenes que
codificam os componentes das vias de sinalizacdo responsaveis pela regulacéo da proliferacao celular,
guando mutados designam-se de oncogenes; b) genes supressores de tumores, que quando mutados
conduzem a desregulacdo da progressdo do ciclo celular, da degradacdo de proteinas e da adesdo e
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mobilidade celular; ¢) genes que codificam as enzimas reparadoras do ADN, que quando mutados
conduzem a perda das suas fungdes com promocéo da instabilidade do genoma [26].
A carcinogénese pode ser caracterizada por trés etapas sequenciais, nomeadamente a iniciacao,

promocdo e progressao com transformacgdo maligna (figura 7).

Agentes

S Promotores Agentes carcinogénicos adicionais
carcinogénicos &

% Iniciacao % Promocio Progressiao
—
— —p B ——— — — —
Reparagao do Replicagao do Proliferagao Proliferagao

ADN ADN celular celular
Célula normal Célula com o Célula iniciada Tumor benigno Tumor maligno

ADN
danificado

Figura 7 - Processo multifasico da carcinogénese (adaptado da referéncia [33]).

A fase da iniciacdo resulta da interac¢do dos agentes carcinogénicos com 0 ADN, despoletando
rupturas na cadeia desta molécula ou, mais frequentemente, originando nucleétidos alterados. Na
replicacdo do ADN alterado, a ndo reparacdo destas lesdes pelas ADN polimerases leva a sua fixacao
no genoma [3, 32]. Na maioria das vezes, estes erros sdo indcuos para a célula uma vez que néao
envolvem os genes de susceptibilidade para o cancro. Todavia, por exemplo, se a mutagdo ocorrer na
sequéncia de um gene codificante de uma proteina reguladora do crescimento, sob determinadas
circunstancias, a célula pode adquirir uma vantagem de crescimento selectivo. Estas circunstancias
incluem a exposicdo a uma classe de elementos denominadas de promotores (e.g. hormonas,
inflamac&o cronica).

Na etapa da promocgdo, julga-se que os promotores seleccionam ou estimulam
preferencialmente a proliferacdo das células iniciadas, levando a formacdo de multiplos tumores
benignos. O efeito da promogéo é completamente reversivel e a auséncia do agente promotor limita a
proliferacdo das celulas tumorais. Por conseguinte, 0s promotores sdo agentes mitogenicos
(i.e. induzem a mitose) que aumentam o crescimento celular através de um mecanismo epigenético,
envolvendo a regulacdo do gene ao nivel transcricional ou pés-transcricional. Os promotores sao
indutores fracos da transformacédo maligna [32].

Finalmente, a fase da progresséo representa o periodo mais longo na carcinogénese, no qual 0s
tumores benignos transformam-se em malignos. Esta transformacdo pode resultar da exposicéo a
agentes carcinogénicos adicionais ou da instabilidade gendmica induzida pelas mutac@es da etapa da

iniciagdo [32]. Como resultado, as celulas adquirem alteragdes irreversiveis que Ihes conferem um
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fenotipo maligno. Este fendtipo fornece um novo leque de propriedades a uma dada populagéo celular,
incluindo: auto-suficiéncia de factores de crescimento; insensibilidade a sinais inibidores de
crescimento; evasdo a apoptose; potencial replicativo ilimitado; angiogénese (capacidade de formacao
de novos vasos sanguineos a partir dos ja existentes) sustentada; capacidade de invasdo de tecidos e
de formacdo de metastases; capacidade de reprogramar o metabolismo celular e evasdo ao sistema
imunitario [32, 34].

1.1.5. Tratamento do cancro

Geralmente, o tratamento do cancro engloba mais do que uma abordagem sendo a sua selec¢édo
condicionada pela natureza, localizagdo e o estado de desenvolvimento do cancro [1, 4].

As principais metodologias utilizadas nos pacientes com cancro séo a cirurgia, radioterapia e a
quimioterapia. A terapia fotodindmica, abordagens relacionadas com anticorpos e vacinas bem como
a terapia genética correspondem a outras estratégias que se encontram em serio desenvolvimento [4].

A cirurgia de resseccao € utilizada na remocao dos tumores de pequenas dimensdes ou que se
encontrem bem definidos (figura 8). Este procedimento pode ser acompanhado com a remocéo de

tecido circundante saudavel para prevenir o reaparecimento da neoplasia.

Envolvimento da
PV-SMV

Péncreas

Reconstrugao

Figura 8 - Ressec¢do de um tumor presente no pancreas envolvendo o corte e a reconstrucao
da confluéncia estabelecida entre as veias porta e mesenterica superior (PV-SMV) (adaptado da

referéncia [35]).

Note-se que a quimioterapia ou a radioterapia sdo frequentemente administrados antes da
cirurgia para reduzir o tumor e/ou depois da cirurgia de modo a assegurar a eliminacdo das células

cancerigenas que possam ter permanecido no local ou que possam ter metastizado. As técnicas
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cirurgicas tém vindo a sofrer um grande avanco tecnoldgico permitindo a remocao eficaz dos tumores
de uma forma menos invasiva e com poucos efeitos secundarios ou complicacdes [4, 5, 8].

A radioterapia é uma terapia localizada que envolve a utilizacdo de radiacdo ionizante para
eliminar as células cancerigenas. Este tipo de radiacdo interfere directamente com a estrutura do ADN
ou induz a formacdo de radicais livres que danificam o ADN. Por conseguinte, a ndo reparacdo do
ADN conduz ao bloqueio da divisdo e proliferacdo celular e, consequentemente, a morte celular. A
radiacdo ionizante afecta as células normais e as cancerigenas. O principal objectivo da radioterapia é
maximizar a dose de radia¢do nos tecidos cancerigenos e minimizar a exposi¢do das células saudaveis,
o0 qual tem sido alcangado com novas técnicas de imagiologia e de entrega da radiacéo [1, 4, 8].

A quimioterapia assenta na utilizacdo de agentes quimicos para destruir ou inibir o
crescimento das células cancerigenas [4, 5]. De acordo com o tipo de cancro e o seu estado de
desenvolvimento, a quimioterapia pode ser utilizada para: a) erradicar todas as células cancerigenas
até completa cura do paciente; b) prevenir a reincidéncia do cancro ou o desenvolvimento de
metastases depois de uma cirurgia; ¢) aumentar o tempo de vida do paciente nos cancros incuraveis
através da reducdo do tumor ou prevenindo o seu crescimento e a formagéo de metastases e d) melhorar
a qualidade de vida dos pacientes em estado terminal [5].

Ao contrario da cirurgia e da radioterapia, onde o tratamento do cancro é localizado, a
quimioterapia é realizada de forma sistémica. Esta consiste na distribuicdo dos medicamentos de baixo
peso molecular pela maioria dos tecidos do corpo através do sistema circulatério, permitindo a sua
accdo nas células cancerigenas localizadas em areas protegidas (e.g. o cérebro) e nas
micrometastases [4, 5].

A distribuicdo sistémica dos agentes terapéuticos citotdxicos conduz a mais efeitos secundarios
comparativamente a radiacdo e a cirurgia [36]. Os efeitos secundarios devem-se, com algumas
excepgdes, a ndo especificidade dos agentes quimioterapéuticos que afectam ndo sO as celulas
cancerigenas bem como as células saudaveis. Deste modo os principais efeitos colaterais sdo a
supressdo da medula 6ssea, lesGes no tracto gastrointestinal, perda de cabelo, nauseas, infertilidade e
0 rapido desenvolvimento de resisténcia clinica [4, 5].

No actual estado da arte, 0s agentes anticancerigenos apresentam uma baixa especificidade pois
ndo possuem um alvo celular que os torne mais selectivos e eficazes contra as células cancerigenas.
Por exemplo, a actuacdo dos medicamentos baseados na velocidade de diviséo celular podera néo ser
eficaz uma vez que as taxas de proliferacdo das células cancerigenas variam nos diferentes tipos de
tumores. Além disso, as células saudaveis poderdo apresentar, em alguns casos, uma taxa de divisao
semelhante as células cancerigenas, tornando este método pouco selectivo. Por conseguinte, o desenho

de medicamentos contra o cancro tem-se focado na producdo de agentes toxicos que se liguem a
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proteinas exclusivas ou predominantes na superficie das células cancerigenas ou que actuem nas
principais vias de sinalizacdo que contribuem para o desenvolvimento do cancro. Estas estratégias
aumentam a especificidade dos medicamentos e reduzem os seus efeitos colaterais [26].

A combinacdo de medicamentos também tem sido utilizada com o objectivo de atingir varios
alvos presentes nas células cancerigenas. Além disso, a radioterapia e a cirurgia também podem ser
utilizadas como métodos complementares de tratamento [1, 5, 26].

A classificacdo dos medicamentos anticancerigenos é efectuada de acordo com a forma como
danificam ou interferem com a fun¢do do ADN, com o tipo de processo celular afectado ou com as

fontes a partir das quais derivam [5]. As principais categorias de medicamentos antineoplasicos sao:

v" Agentes alquilantes modificam as bases do ADN através da introducdo de grupos alquilo,

promovendo assim rupturas na cadeia e a formacao de ligaces cruzadas nesta molécula. Estes efeitos
resultam na apoptose ou na interrup¢do do crescimento celular. Os agentes alquilantes também podem
estabelecer ligacdo com o acido ribonucleico (ARN) e com as proteinas celulares. Estes agentes podem
ser agrupados nas seguintes categorias (figura 9): bis(cloroetil) amina e derivados, alquil sulfonatos
(e.g. bussulfano), nitrosouréias (e.g. carmustina), aziridinas (e.g. tiotepa), sais metalicos

(e.g. cisplatina) e tetrazinas (e.g. dacarbazina) [4, 10, 37].

O
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Bis(2-cloroetil)metilamina Butano-1,4-diil dimetanesulfonato 1,3-Bis(2-cloroetil)-1-nitrosuréia
(Mecloretamina) (Bussulfano, Myleran®) (Carmustina, Gliadel™)
N7 2
, i AN N NH,
Ph-p=s N N N
N Cl NH5 H N* °N
VAN |
N,N'N'-trietilenotiofosforamida Cis-diaminodicloroplatina(Il) 5-(3,3-Dimetil-1-triazeno)imidazol-4-carboxamida
(Tiotepa, Tepadina®) (Cisplatina, Cisplatina Accord®) (Dacarbazina, Fauldetic®)

Figura 9 - Estrutura de alguns farmacos anticancerigenos que pertencem a familia dos agentes

alquilantes (adaptado das referéncias [4, 37])%

2 Os nomes que se encontram entre paréntesis referem-se a0 nome comum e & marca comercial do farmaco

utilizado na quimioterapia.
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v Antimetabdlitos sdo substancias estruturalmente semelhantes a moléculas presentes

naturalmente no organismo que bloqueiam as vias metabolicas cruciais para o crescimento celular (e.g.
inibem enzimas essenciais para a sintese ou reparacdo do ADN). Estes agentes actuam nas células que
apresentam elevadas taxas de proliferagdo, pelo que as células cancerigenas e as células saudaveis que
crescem mais rapido sdo afectadas. No entanto, tumores solidos mais avangados possuem uma pequena
fraccdo de células com crescimento activo e, por isso, apenas algumas células respondem a medicacéo.
Os antimetabdlitos incluem, por exemplo, os analogos do &cido félico (e.g. metotrexato) e os andlogos
das purinas e pirimidinas (figura 10) [4, 5, 10].

o O%:/OH
: OH
NH, NW
H
N (@]
OO0
HZNJ\N N

Acido (25)-2-|(4-{|(2,4-diaminopteridina-6-il)metil|(metil)amino}benzoilo)amino|pentanodidico
(Metotrexato, Metex®)

F I H
HNQ NJ%[N>
|
O}\H ° HzN/]\H N/

S-fluoro-1H,3H-pirimidina-2.4-diona, 2-amino-1H-purina-6(7H)-tione
(5-fluorouracil, Fluorouracilo Sandoz**) (6-tioguanina)

Figura 10 - Estrutura de alguns farmacos anticancerigenos que pertencem a familia dos
antimetabolitos (adaptado da referéncia [4]). Os nomes comuns seguidos da marca comercial do

farmaco, utilizado na quimioterapia, encontram-se entre paréntesis (**genérico descontinuado).

v Inibidores mitoéticos ou agentes anti-tubulina incluem os alcaldides da Vinca, obtidos

inicialmente da planta Catharantus roseus (conhecida comumente como pervinca de Madagascar) e
0s taxanos, extraidos inicialmente das plantas do género Taxus. Estes dois grupos de agentes interferem
com a dindmica (montagem e desmontagem) dos microtubulos de tubulina nas células, bloqueando a
mitose e conduzindo a morte celular. Os alcaldides da Vinca, como por exemplo a vincristina e a
vinblastina (figura 11), ligam-se a tubulina e previnem a montagem do fuso mitético requerido para a
segregacdo dos cromossomas na mitose. Os taxanos, como o paclitaxel e o docetaxel, activam a

montagem do fuso mitotico mas inibem a sua desmontagem [4, 10].
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N”7 YOCOCH,
[®)HO CO:CHs

R = CHO Vincristina (Vincristina Teva 1 mg/ml Solucdo Injectavel®*)
R=CHgz Vinblastina (Solblastin®)

AcO @) OH

Docetaxel (Docetaxel Accord®) Paclitaxel (Paclitaxel Accord®*)

Figura 11 - Estrutura de alguns farmacos anticancerigenos que pertencem a familia dos
inibidores mitdticos (adaptado da referéncia [38]), onde a marca comercial do farmaco administrado

na quimioterapia é mencionada entre paréntesis (*genérico).

v" Inibidores das topoisomerases afectam as enzimas topoisomerases, as quais Sao

responsaveis pelo controlo do enrolamento e desenrolamento da molécula de ADN. Estas enzimas sdo
fundamentais na replicacdo do ADN onde a inibi¢do das suas funcdes interfere com a capacidade das
celulas em reparar e reconstruir as rupturas na dupla hélice do ADN, impedindo a divisdo celular e
conduzindo a morte celular [4, 10, 37]. Um dos exemplos de farmacos que actua como inibidor das

topoisomerases | é o topotecano (figura 12).

N(CHa),

HsC2™ 3d

Topotecano (Hycamtin®)

Figura 12 - Estrutura do topotecano, inibidor da topoisomerase | (adaptado da referéncia [38]).
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v" Antibidticos antitumorais podem actuar como agentes alquilantes, agentes intercalantes do

ADN e inibidores da topoisomerase Il. Além disso, podem gerar radicais livres que oxidam as
proteinas presentes na célula inibindo as suas funcGes. Estes agentes compreendem as antraciclinas
(e.g. doxorrubicina, daunorrubicina) e os antibioticos (e.g. actinomicina D) ilustrados na figura 13[10,
37].

H,C—-N HN
s :2 o 0 c;H3 CH3
__)LO HN.__O Os NH O
HoC
e’ CHa NHz

R= CHEOH Doxorrubicina (Doxorrubicina Sandoz®*)

R =CH, Daunorrubicina (Daunoxome®)

Actinomicina D

Figura 13 - Estrutura de alguns antibioticos anticancerigenos (adaptado da referéncia [38]),
onde a marca comercial do farmaco administrado na quimioterapia € mencionada entre paréntesis

(*genérico).

1.2. Complexos metalicos como agentes anticancerigenos

Os iBes metalicos estdo envolvidos em processos bioldgicos essenciais, onde o0s centros
metalicos poderdo estar sujeitos a variagdes no seu estado de oxidacdo (e.g. Fe'’/ Fe'"' no grupo heme)
de modo a controlar a ligacdo reversivel de moléculas pequenas (e.g. O2) e promover mudancas
estruturais [39-41].

Os complexos metalicos possuem um espectro amplo de nimeros e geometrias de coordenacao,
estados redox acessiveis e a possibilidade de ajustar a termodinamica e cinética da permuta dos
ligandos que os compdem. Estas propriedades tornam os complexos metélicos alvo de grande interesse
para o desenho de um vasto nimero de agentes terapéuticos com mecanismos de ac¢do que ndo estao
presentes nos farmacos baseados em compostos organicos. No entanto, o grande desafio reside no
controlo destas propriedades quando os complexos se encontram no organismo [42-44].

O estudo da actividade dos iGes metalicos essenciais bem como do genoma do organismo €
fundamental para compreender a forma como sdo seleccionados, captados e distribuidos nas células.
A natureza do ido metalico, o seu estado de oxidacdo e a natureza e o nimero de ligandos podem

contribuir significativamente para a actividade biolégica dos complexos metalicos [39].
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A utilizagdo de compostos contendo metais para fins terapéuticos é praticada ha mais de 5000
anos mas de uma forma, maioritariamente, empirica com poucas tentativas de formulacdo de
medicamentos e com um conhecimento escasso ou inexistente acerca do mecanismo de actuacdo dos
mesmos [45-47]. Apenas no inicio do século XX, a investigagdo e o desenvolvimento de farmacos
com metais emergiu com a descoberta das propriedades terapéuticas do Salvarsan® (ou arsfenamina)
por Paul Ehrlich. Este composto apresenta arsénio na sua constituicdo e demonstrou ser eficaz no
tratamento da sifilis, tendo sido utilizado até o ano de 1945 para o combate desta patologia [48-50]. A
estrutura quimica do Salvarsan® apenas foi determinada correctamente em 2005 por Lloyd et al. [51],
a qual consistia numa mistura de compostos, onde o trimero e 0 pentdmero de arsénio eram as

estruturas dominantes (figura 14) [51].
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Figura 14 - Estrutura dos principais compostos presentes no Salvarsan® (adaptado da

referéncia [51]).

Outro marco importante no campo dos metais para o0 uso medicinal foi a descoberta das
propriedades anticancerigenas da cis-diaminodicloroplatina(ll) (cisplatina, figura 15) em 1969 por
Barnett Rosenberg [52] bem como a sua aprovacao pela Food and Drug Administration (FDA) para o
uso clinico em 1978. Este evento incentivou a exploracdo intensiva do potencial anticancerigeno dos
complexos metélicos de platina [39, 40, 46].

Apesar de um grande numero de compostos de platina terem sido sintetizados e testados nos
ensaios clinicos, devido a sua baixa eficacia, elevada toxicidade e/ou a baixa solubilidade, apenas mais
dois compostos de platina (11) foram aprovados pela FDA como medicamentos anticancerigenos e sao
actualmente  utilizados em todo o mundo. Estes compostos referem-se  a
cis-diamino(ciclobutanodicarboxilato)platina(ll) ou carboplatina (aprovado 1993) e a
(1R,2R-diaminociclohexano)oxalato)platina(ll) ou oxaliplatina (aprovado em 2002), os quais

encontram-se representados figura 15. Os farmacos de platina (I1) sdo utilizados no tratamento de
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tumores malignos presentes no testiculo, ovario, bexiga, cabeca e pescoco, esdfago, pulméo, mama,
colo do Utero, estbmago, prostata, pancreas, colorrectal bem como na terapéutica dos neuroblastomas,
sarcomas, mielomas multiplos, linfomas e melanomas. A administracdo dos complexos de platina pode

ser efectuada individualmente ou em combinagdo com outros medicamentos [39, 40, 53-58].

0 4 N 00
HN_ Cl .
p PN P{
HaN" °Cl HgNT Y N0
e . H, 0

cisplatina carboplatina oxaliplatina

Figura 15 - Estrutura da cisplatina, carboplatina e oxaliplatina (adaptado da referéncia [59]).

Todavia, o tratamento do cancro com os farmacos de platina (I1) apresenta efeitos secundarios
adversos que limitam a dose de administracdo dos mesmaos. Estes efeitos colaterais incluem nauseas e
vomitos, decréscimo na producdo de células sanguineas e de plaquetas pela medula dssea, supressao
do sistema imunitério, danos nos rins e nas células nervosas e perda de cabelo. Além disso, 0s tumores
malignos exibem resisténcia a terapia limitando o espectro de actividade dos complexos de platina [55,
58].

Por conseguinte, a incorporacdo de ligandos que aumentem a actividade e a selectividade dos
complexos de platina (11), bem como o estudo da actividade terapéutica de complexos com platina (1V)
ou com outros centros metalicos tém sido alvo de investigacdo intensiva [60, 61]. Os principais
complexos metalicos em estudo como possiveis agentes anticancerigenos sdo 0s que possuem 0S
metais: paladio (1), ouro (1) e (I11), ruténio (1) e (111), bismuto (I11), rénio (1) e cobre (1), derivados
de galio (I11) e os de estanho (IV) [60].

Neste trabalho serdo abordadas as propriedades anticancerigenas dos complexos a base de
ruténio. Primeiramente, serd introduzido de uma forma breve, o mecanismo de ac¢do da cisplatina,
uma vez que este composto é considerado como padrdo de comparagdo para avaliar a actividade
anticancerigena de outros complexos metélicos [62]. Uma visdo geral das estratégias adoptadas para

optimizar a actividade dos complexos com platina também seré igualmente apresentada.

1.2.1. Complexos de platina - Modo de actuacao da cisplatina

A cisplatina € um complexo inorganico neutro constituido por um centro metalico de

platina (I1) que possui na sua esfera de coordenacdo duas aminas e dois cloros numa configuracéo cis
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(figura 15). Este composto possui uma geometria quadrangular plana e foi sintetizado primeiramente
por Peyrone em 1844 [62-64]. O mecanismo de accdo da cisplatina € um processo que envolve:
a) captacdo e acumulacao pelas células e b) activacéo e interacgdo com os constituintes intracelulares
[40].

a) Captacédo e acumulacgdo da cisplatina na célula

No meio extracelular, a cisplatina é inerte devido a elevada concentragdo de iGes de cloro,
aproximadamente 100 mM, pelo que a hidrélise deste complexo é maioritariamente suprimida.
Contudo, mesmo nestas condi¢des, estudos demonstraram que a hidrélise da cisplatina podera ocorrer
conduzindo & presenca de espécies como [Pt(NHs)2CIOH] e [Pt(NHs).CI(H20)]" (figuras 16A e 17).
Para além do mais, alguns trabalhos também evidenciaram a existéncia de complexos de platina
coordenados com as proteinas extracelulares (e.g. albumina) (figura 16A) [40, 56, 65]. Especula-se
que as espécies neutras de platina (e.g. [Pt(NHs)2Cl2] e [Pt(NHs).CIOH]) possam entrar na célula
atraves do transporte passivo (e.g. difusdo simples ou facilitada) ou transporte activo (e.g. endocitose)
como exemplificado na figura 16B [63, 65].

O tipo de transporte que medeia a captacdo dos complexos de platina para o interior da célula
é condicionado pela sua concentracdo. Deste modo, em elevadas concentracdes, a cisplatina é
maioritariamente transportada através da membrana celular por difusdo passiva. Em situacbes de
baixas concentracdes, a captacdo do complexo metélico pelas células é geralmente mediada por
transporte activo [63, 65].

Os principais transportadores membranares associados a captacdo da cisplatina sdo 0s
transportadores de catides organicos (OCT1-3), os transportadores de cobre (CTR1) e os
transportadores dependentes de sddio ndo identificados (figura 16B) [63, 65].

Os transportadores de catides organicos (OCT) sdo membros da familia de proteinas
transportadores de soluto (SLC), mais concretamente a subfamilia SLC22, e localizam-se na
membrana plasmatica. Estes transportadores estdo normalmente envolvidos na absorcao e excre¢do de
compostos enddgenos e exdgenos em diversos 6rgéos (e.g. figado, intestino, cerebro, pulmdes, coracao
e medula 0ssea) [65].

Os transportadores de cobre 1 (CTR1) pertencem a subfamilia SLC31 e sdo os principais
transportadores de cobre nos mamiferos. No ser humano, o transportador de cobre 1 (hCTR1) é
expresso em todos os tecidos e é fundamental na regulacéo dos niveis do cobre intracelular [65].

A enzima (Na*’K*)ATPase ou bomba de sodio e potéssio é responsavel por manter o gradiente
de Na*/K™" através da membrana plasmatica, hidrolisando para o efeito a adenosina trifosfato (ATP)

enquanto bombeia sdédio para o exterior e potassio para o interior das células animais. Existem
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transportadores que dependem deste gradiente para o seu funcionamento. A cisplatina ndo € um
substrato para a bomba de sédio, no entanto a inibicdo deste transportador reduz o gradiente de Na*

que atravessa a membrana afectando o transporte activo ou facilitado da cisplatina [63, 65].
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Figura 16 - Diagrama dos mecanismos que afectam e controlam a acumulacéo celular dos

quimioterapéuticos de platina, exemplificado para a cisplatina (adaptado das referéncias [63, 65]).

b) Activacéo e interaccéo da cisplatina com as estruturas celulares

Uma vez no interior da célula a cisplatina também sera sujeita, em maior propor¢do, ao
conjunto de reacgdes espontaneas de hidrolise representadas na figura 17. A baixa concentracdo de
cloro (4 a 50 mM) no citoplasma favorece a perda de um ou dos dois ligandos de cloro da cisplatina
[40, 63, 66]. As formas catidnicas de platina resultantes sdo muito reactivas e podem interagir com o
ADN ou com estruturas celulares presentes no citoplasma [66].
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Figura 17 - Representacdo esquematica da hidrolise da cisplatina em solucdo aquosa. Na tabela

encontra-se registado as percentagens de cada espécie a pH 7,4 e a diferentes concentracGes de ides de

cloro, nomeadamente [CI'] = 100 mM e 4 mM (adaptado da referéncia [65]).

De referir que apenas 5 a 10% de cisplatina presente no interior das células interage com o

ADN enquanto 75 a 85% deste composto liga-se as regiGes nucleofilicas dos constituintes

intracelulares (e.g. proteinas) [67, 68]. Os complexos activados de platina interagem com as bases

nucleotidicas do ADN, maioritariamente na posicdo N7 da guanina, originando

estruturalmente diferentes (figura 18) [40, 67].
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Figura 18 - Interaccdo da cisplatina com as bases nucleotidicas do ADN: (A) ligacéo cruzada

intracadeia, (B) ligacdo cruzada intercadeia, (C) aducto monofuncional e (D) complexo

proteina-cisplatina-ADN. O principal local de ataque da cisplatina ao ADN é a posi¢do N7 da guanina,

representado no centro da imagem (adaptado da referéncia [67]).
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Os aductos de cisplatina-ADN produzidos com maior frequéncia sdo os que resultam das
ligacGes cruzadas intracadeia entre guaninas adjacentes (65% de todas as lesdes no ADN) ou entre
uma guanina e uma adenina (25% das lesdes) e das ligagdes cruzadas intercadeia de duas guaninas
[68, 69]. No entanto, também podera ocorrer a ligacdo da cisplatina huma Unica base nucleotidica
(aducto monofuncional) ou a formacao do complexo proteina-cisplatina-ADN [67, 68]. Os aductos
promovidos pela cisplatina conduzem a distor¢des significativas na molécula do ADN (figura 19) que

inibem a sua replicagdo e a transcri¢do, ocorrendo a activagdo da via apoptotica [56, 59].

Figura 19 - Estrutura do ADN contendo diferentes tipos de aductos de cisplatina: a) ligacdo

cruzada 1,2- intracadeia; b) ligacdo cruzada 1,3- intracadeia e c) ligacdo cruzada intercadeia [70].

A interaccdo da cisplatina com outras estruturas celulares diferentes do ADN pode conduzir a
sua desactivacao e eliminacdo através da:

i. ligacdo com moléculas que possuam o grupo tiol (R-SH) na sua estrutura, como a proteina
metalotioneina (MT) e o tripéptido glutationa (y-glutamil-L-cisteinilglicina, GSH) impedindo a
interac¢do do complexo de platina com o ADN (figura 16B). Além disso, o conjugado resultante da
interaccdo da cisplatina com a glutationa é removido da célula através da bomba de efluxo
glutationa-S-conjugada (GS-X). As bombas GS-X, conhecidas também como proteinas associadas a
resisténcia a multiplos farmacos (MRP), sdo transportadoras de anides organicos dependentes de ATP
que pertencem & superfamilia “ATP-binding cassette” (ABC) [65, 71].

Ii. remocao mediada por transportadores de efluxo do cobre dependentes de ATP (figura 16B),
0s quais pertencem a familia ATPase 7. No ser humano, existem dois tipos de isoformas destas
enzimas, nomeadamente as ATPases 7A e7B que diferem nos niveis de distribuicdo nos tecidos. A
ATP7A, com a excepc¢do do figado, é expressa no epitélio intestinal e noutros tecidos. Por outro lado,
a ATP7B ¢ expressa maioritariamente no figado e em determinadas areas do cérebro. Quando a

24



concentracdo do cobre é baixa ou normal, estas ATPases situam-se normalmente na rede Trans do
complexo de Golgi, onde sdo responsaveis por entregar o cobre para ser incorporado nas enzimas
dependentes de cobre. No entanto, nas situacOes de elevadas concentracdes de cobre intracelular, a
ATP7A desloca-se para a membrana plasmatica de modo a conduzir o efluxo de cobre. Por outro lado,
a enzima ATP7B é também responsavel por redistribuir o excesso de cobre por vesiculas
citoplasmaticas que serdo eliminadas por exocitose [63, 65, 72, 73].

iii. retencdo nos melanossomas presentes nos melandcitos, 0s quais sdo subsequentemente
exportadas para 0 meio extracelular (figura 16B). Nestes organelos ocorre a sintese, 0 armazenamento

e o transporte da melanina [65].

1.2.1.1. Resisténcia celular aos complexos de platina e estratégias para optimizar a sua eficiéncia

Normalmente, os doentes oncoldgicos apresentam uma boa resposta inicial a quimioterapia
com cisplatina, porém o seu efeito clinico é reduzido ao longo do tempo devido ao desenvolvimento
de resisténcia adquirida. No entanto, outros doentes apresentam resisténcia ao farmaco logo no inicio
do tratamento (resisténcia intrinseca). Os estudos realizados em cultura de tecidos sugerem que 0
processo de resisténcia celular a cisplatina € um processo multifactorial, os quais incluem, por
exemplo, as alteracBes anteriormente referidas nos sistemas de captacdo e excre¢do; aumento dos
processos de destoxificacdo do farmaco através do aumento dos niveis celulares dos compostos com
grupos tidis; o aumento da capacidade da célula para reparar ou tolerar o ADN danificado e alteracdo
da regulacgdo da transcricdo [40, 54, 55, 66]. Deste modo, diversas estratégias tém sido estudadas para
comaltar a baixa selectivadade, elevada toxicidade e a resisténcia celular para os complexos de platina
(1), tais como [61]:

I. construcdo de complexos de platina com diferentes modos de ligacdo ao ADN, como por

exemplo, os complexos polinucleares (possuem mais do que um centro metéalico, figura 20) [61, 74];

Figura 20 - Estrutura de alguns complexos polinucleares de platina [40].
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ii. aumento da acumulacéo selectiva dos complexos de platina no local do tumor atraves da sua
conjugacdo com substancias bioactivas (e.g. hormonas, carbohidratos) ou com polimeros ou

nanoparticulas (e.g. dendrimeros, lipossomas), como representado na figura 21 [61, 75];

OH

Figura 21 - Conjugagdo de um complexo de platina com a hormona estradiol (a) e
encapsulamento da cisplatina num lipossoma funcionalizado a superficie com o polimero polietileno
glicol (PEG, b) (adaptado da referéncia [61]).

iii. exploracdo de complexos de platina que actuem como prd-farmacos, ou seja, que sejam
administrados na forma inerte e, posteriormente, activados através dos processos celulares do
organismo [61, 74, 76-80]. Os complexos de platina (1) sdo bons exemplos de pré-farmacos, uma
vez que podem ser suficientemente estaveis e inertes que lhes permite ser transportados por todo o
organismo até alcangarem os tumores sem sofrer muitas alteraces na sua estrutura. Estes complexos
ao serem expostos ao ambiente redutor dos tumores podem sofrer eliminacdo redutiva dos seus
ligandos axiais (figura 22), sendo convertidos na forma quadrangular planar com estado de oxidacgéo
Il (forma citotdxica) [61, 81-83].
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Figura 22 - Eliminacéo redutiva dos ligandos axiais (X) de um complexo de platina (V) para

a cisplatina (11) (adaptado das referéncias [76, 78, 81]).
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Por conseguinte, os complexos de platina (IV) tém uma geometria octaédrica e apresentam
diversas vantagens relativamente aos complexos de platina (I1), tais como:

i. elevada inércia cinética a substituicdo dos ligandos contribuindo para uma baixa reactividade
do complexo;

ii. efeitos secundarios reduzidos devido a elevada estabilidade do complexo;

iii. maior possibilidade de modificacbes estruturais devido a presenca de dois ligandos
adicionais nas posigdes axiais (e.g. lipofilicidade) [81-85];

I.v. novas propriedades farmacodinamicas tais como toxicidade adicional conferida pela
possibilidade de incorporar dois ligandos axiais biologicamente activos (e.g. farmacos, inibidores
enzimaticos), que podem ser libertados apds a reducdo do complexo. Os ligandos libertados e o
complexo reduzido resultante podem actuar em conjunto para eliminar as células cancerigenas [40,
82-84].

De acordo com a natureza dos ligandos coordenados ao metal, a reducdo quimica dos
complexos de platina (IV) pode ser desencadeada por diversos vias, como por exemplo, através de
enzimas ou de factores especificos presentes em determinadas areas do organismo (e.g. o baixo pH
presente nos tumores) [81].

No entanto, a reducdo quimica dos complexos Pt(IV) podera ocorrer em qualquer parte do
organismo que apresente um ambiente redutor, pois estes compostos apresentam uma baixa
selectividade para as células cancerigenas. Uma das estratégias para aumentar a selectividade dos
complexos de Pt(IV) é através da incorporacdo, na sua estrutura, de ligandos sensiveis a luz
(fotoactivacao). Deste modo, a incidéncia de luz (e.g. por laser) na zona dos tumores permite que
apenas os complexos de Pt(IV) presentes neste local sejam activados [81, 86]. A classe de composto
de platina (IV) em estudo susceptiveis de sofrer fotoactivacdo assenta em complexos diodoplatina (1V)
e diazidoplatina (1V), figura 23 [81].
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Figura 23 - Estrutura geral dos complexos de platina activados pela luz: a) diiodoplatina (1V)
e b) diazidoplatina (1V) (adaptado da referéncia [81]).
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1.2.2. Complexos de ruténio - Modo de actuacéo dos complexos de ruténio

As propriedades anticancerigenas dos complexos de ruténio foram primeiramente reconhecidas
pela investigacdo conduzida por Dwyer e colaboradores na década de 50 do século XX [87-89]. No
entanto, so ap0ds a descoberta do efeito terapéutico da cisplatina é que os estudos se aprofundaram para
complexos com outros metais, tais como o ruténio [87].

O ruténio é um metal de transicao localizado, como a platina, no grupo 8 da tabela periddica.
Os complexos de ruténio representam uma classe de compostos com um grande potencial para o
desenvolvimento de agentes anticancerigenos [90]. As principais propriedades que parecem estar

associadas com a actividade bioldgica do ruténio séo as seguintes:

v" Cinética de permuta dos ligandos lenta, semelhante a dos complexos de platina. No geral,

para os ides metalicos Pt(11), Ru(ll) e Ru(lll), a substituicdo dos pequenos ligandos demora varias
horas imitando a escala de tempo para muitos processos celulares (figura 24). Deste modo, estes metais
apresentam uma elevada estabilidade cinética. A escala de tempo para ocorrer a substituicdo dos
ligandos do complexo metélico € determinante na sua actividade bioldgica visto que este processo
devera ser suficientemente longo para permitir que o medicamento atinja o alvo bioldgico antes de ser
activado. No entanto, a activacdo do complexo metalico devera ocorrer antes da sua excrecao pelo
organismo. E de mencionar que existem poucos medicamentos metalicos que alcancem o alvo
biol6gico sem sofrerem modificacBes. Apesar de algumas reaccBes de permutas serem fundamentais
para induzir as propriedades terapéuticas pretendidas, outras conduzem a desactivacao e eliminacédo
do medicamento. Para além das caracteristicas do metal, a natureza e a disposi¢ado espacial dos ligandos
coordenados ao metal afectam as taxas de permuta dos ligandos e podem ser utilizados para optimizar
as propriedades do complexo metalico [90-92].

pt4+ Pt2+ ng¢
Taxa de divisdo celul:
axa e(a::rlji;) celular — Cu2¢
Ru*Ru® Fe**

Ca®

10° 10° 10°EEER 10 100 10' 10° 10°ss

Figura 24 - Taxas de permuta de ligandos, por segundo, de diversos metais (adaptado da

referéncia [93]).
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v" Multiplos estados de oxidacdo acessiveis no meio fisiol6gico, nomeadamente II, 11l e 1V,

onde o ruténio é predominantemente hexacoordenado com geometria octaédrica. Além disso, a energia
necessaria para ocorrer a interconversao entre estes estados de oxidacgao é relativamente baixa, o que
facilita a sua ocorréncia nos fluidos fisiolégicos. No entanto, a natureza da esfera de coordenacdo do
ruténio € fundamental para a estabilizacdo do estado de oxidacdo do metal, determinando as suas
propriedades redox. Deste modo, apesar da acessibilidade dos estados de oxidacdo, os complexos de

ruténio possuem ligandos com taxas de substituicao relativamente baixas em meio aquoso [90, 93].

v" Activacdo por reducdo é uma hipdtese demonstrada apenas in vitro que assenta na activacao

do complexo de ruténio através da modificacdo do seu potencial redox promovido pelo ambiente
redutor dos tumores sélidos. Isto contribui para o aumento da selectividade do medicamento e
minimiza os possiveis efeitos negativos nas células normais. O ambiente extremamente redutor
presente nas células cancerigenas surge devido a elevada taxa metabolica que estas células exibem
que, associado com o fornecimento insuficiente de oxigénio, conduz a uma maior dependéncia da via
metabdlica da glicélise para a obtencdo de energia (em vez do ciclo de Krebs). A utilizacdo preferencial
da glicdlise conduz a formag&o de um excesso de &cido lactico, ocorrendo a diminuicéo do pH do meio
nos tecidos circundantes. Para além disso, a presenca dos agentes redutores nas células (e.g. glutationa)
favorece a reducdo dos complexos de ruténio. Deste modo, teoricamente, os farmacos de ruténio
administrados, por exemplo, no estado de oxidacdo Ill, relativamente inertes, poderdo ser activados
por reducdo em ruténio (I1) nos tecidos malignos. Se no caso dos complexos reactivos de Ru(ll)
deixarem de estar sob exposi¢do do ambiente hipoxico, estes serdo novamente convertidos em Ru(lll)

por uma diversidade de agentes oxidantes bioldgicos (i.e. tornando-se menos activo) [90, 93, 94].

v' Mimetizacdo da ligacdo do ferro a moléculas biol6gicas como as proteinas séricas

transferrina e albumina. Estas proteinas sdo as responsaveis pelo transporte e solubiliza¢éo do ferro no
plasma [90, 95]. O ferro € um micronutriente essencial para as funcdes celulares sendo requerido em
diversos processos metabdlicos, tais como no transporte de oxigénio, na sintese do ADN (como
co-factor da ribonucleotide reductase), na producdo de energia e na proliferacao celular [96]. Contudo,
0 excesso de ferro é toxico devido a sua capacidade de catalisar a formacao de radicais livres que, por
sua vez, conduzem a danificacdo quimica da maioria dos componentes celulares [97].

As células que apresentam uma taxa de divisdo rapida, incluindo as células cancerigenas,
requerem grandes quantidades de ferro pelo que expressam um maior numero de receptores de
transferrina na membrana celular permitindo uma maior captacdo de transferrina. De acordo com o

tipo celular, estudos in vivo demonstram que nas células cancerigenas podera ocorrer um aumento na
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concentracdo de ruténio de duas a doze vezes mais comparativamente as células normais. O ruténio
pode ser transportado para as celulas por mecanismos dependentes de transferrina e independentes da
transferrina [90]. Nos humanos, a transferrina encontra-se a uma concentracdo de 3 mg/mL no sangue
e, normalmente, a cerca de 30% de saturacéo de ferro (111), o qual permite a ligacéo e o transporte de
outros ides metalicos [98].

Os complexos de ruténio ligam-se a apotransferrina formando conjugados estaveis que nédo
alteram as interacgdes da proteina com o receptor da transferrina (figura 25). No entanto, apenas a
transferrina com ferro coordenado (holotransferrina) é captada pela célula. Embora seja um assunto
em discussdo, pensa-se que apenas o ruténio coordenado a holotransferrina é efectivamente captado
pelas células. Porém, apo6s a entrada do ruténio na célula, mediada pela transferrina, o destino dos
conjugados de ruténio ainda é desconhecido. Contudo, os complexos de ruténio que ndo estdo
fortemente ligados a holotransferrina podem dissociar-se desta. Esta dissocia¢do poderé ser favorecida
atraves da alteracao das condicdes fisiologicas como, por exemplo, atraves da reducédo do pH que por

sua vez tera um efeito sobre o estado de oxidacao do ruténio [97].

Corrente sanguinea (pH 7,4)
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Citoplasma transferrina
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Figura 25 - Mecanismo geral a partir do qual os complexos de ruténio podem ser transportados,

via transferrina, para o interior das células (adaptado da referéncia [93]).

Uma grande diversidade de complexos de ruténio tém sido alvo de estudo para o tratamento do
cancro. Actualmente, o composto NAMI-A (New Anti-tumour Metastasis Inhibitor-A,
trans-[tetracloro(dimetilsulfoxido) rutenato(lll) de imidazol]) e o composto KP1019 ou FFC14A
(trans-[tetracloro-bis(1H-indazol)rutenato(111)]) encontram-se em ensaios clinicos [40, 62, 99].
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Nos pontos seguintes serdo abordados os complexos de ruténio (I11), nomeadamente 0s
complexos NAMI-A e 0 KP1019, e a familia de compostos de ruténio (I1) com ligandos areno e de

ciclopentadienilo como potenciais farmacos anticancerigenos.

1.2.2.1. Complexos de ruténio(lll) presentes nos ensaios clinicos: NAMI-A e KP1019

O NAMI-A, com férmula geral [ImH][trans-RuCl4(DMSQO)(Im)] (Im = imidazole e DMSO =
dimetilsulfoxido), foi o primeiro farmaco de ruténio a ser testado em humanos (figura 26), tendo ja
completado a fase | dos ensaios clinicos para o tratamento de metastases [40, 62].
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Figura 26 - Estrutura quimica do trans-[tetracloro(dimetilsulféxido)rutenato(I11) de imidazol]
(NAMI-A) [100].

Apesar do complexo NAMI-A reduzir a formacdo de metastases e aparentar inibir o seu
crescimento, este composto detém um efeito menos pronunciado nos tumores primarios em modelos

animais (figura 27).
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Figura 27 - Representacdo esquematica do tratamento selectivo das metastases com o farmaco
NAMI-A, onde se visualiza a remocdo quase total das células metastizadas com impacto reduzido no

tumor primario (adaptado da referéncia [101]).
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Todavia, tem sido sugerida a hipotese do composto NAMI-A eliminar selectivamente as
células cancerigenas com capacidade de metastizacdo presentes no tumor primario permitindo a
reducdo do seu tamanho e, consequentemente, possibilitando a sua remocdo cirdrgica [40, 62, 100].

O composto NAMI-A apresenta caracteristicas quimicas e bioldgicas promissoras, tais como
uma boa actividade antimetastica, baixa toxicidade, uma preparacdo facil e reprodutivel e uma boa
estabilidade no estado solido [40]. Contudo, este composto apresenta uma estabilidade hidrolitica
reduzida em tampéo fosfato a um pH de 7,4 e a 37°C, o que limita a sua administragao [102].

O mecanismo exacto pelo qual o NAMI-A exibe o seu efeito antimetastico permanece
desconhecido. Contudo a sua actividade tem sido maioritariamente atribuida as mdaltiplas interac¢fes
que estabelece com os componentes presentes no exterior e interior das células [99, 100]. Algumas das
caracteristicas relevantes para a actividade terapéutica do NAMI-A sdo:

i.capacidade de alterar as interac¢des que as células cancerigenas estabelecem com a matriz
extracelular, promovendo o aumento da adesdo celular dependente de actina, a inibicdo da degradacao
da matriz por metaloproteinases e, consequentemente, inibindo a invaséo e migracgéo celular [95, 100];

ii. efeitos anti-angiogénicos [40, 99];

iii.forte interaccdo com proteinas, incluindo albumina, transferrina e integrinas [95];

iv. capacidade de bloquear a progressao do ciclo celular na fase pré-mitotica (fase G2) [40];

V. entre outros.

E de salientar que o complexo NAMI-A estabelece ligagdes com o ADN mais fracas do que 0s
derivados de platina pelo que a sua actividade anticancerigena deve-se, provavelmente, a forte
interaccdo com as proteinas [59].

O composto KP1019, [InH][trans-RuCls(In)2] (In = indazole), foi sintetizado por Keppler e
colaboradores (figura 28). Este composto é um analogo do NAMI-A que utiliza bases de indazole em
vez de imidazole e é extremamente activo contra certos tipos de cancro (e.g. colorrectal), tendo

recentemente completado a fase | dos ensaios clinicos [62, 99, 103, 104].

Figura 28 - Estrutura quimica do trans-[tetracloro-bis(1H-indazol)rutenato(l11)]
(KP1019) [100].
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O modo exacto de ac¢do do complexo KP1019 nas células cancerigenas também € pouco
conhecido (figura 29) [97].
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Figura 29 - Representacdo esquematica do modo de ac¢do hipotético do KP1019 (adaptado da
referéncia [94]).

Seguindo o perfil dos metais de transicdo, 0 KP1019 exibe uma elevada afinidade para os
atomos doadores de electrdes presentes nas estruturas celulares (e.g. proteinas e 0 ADN) [40]. Deste
modo, o complexo KP1019 liga-se a proteina transferrina sendo transportado para o interior das células
cancerigenas [40, 97, 100]. Uma vez no interior das células, pensa-se que a libertacdo das unidades de
ruténio do complexo KP1019 ocorre essencialmente nos endossomas, onde os reduzidos valores de
pH favorecem a sua dissocia¢do [100]. Além disso, os complexos de KP1019 podem ser activados por
reducdo promovida, por exemplo, pela glutationa (0,5 - 10 mM na celula) ou pelo acido ascérbico
(11 - 79 uM no plasma sanguineo) originando as espécies reactivas correspondentes de Ru(ll) [40].

Ao contrario do composto NAMI-A, especula-se que o complexo KP1019 exibe uma
citotoxicidade directa nas células cancerigenas através da inducdo da apoptose. Esta podera ser
induzida por uma via intrinseca das mitocondrias ou podera ser despoleta pela ligacdo do ruténio ao
ADN [62, 100]. As interaccdes entre o composto KP1019 e o ADN s&o semelhantes as que a cisplatina
estabelece com esta biomolécula. Contudo, este complexo de ruténio apresenta uma menor intensidade
e eficiéncia na formacéo de aductos com o ADN e com um menor grau de distor¢do da sua estrutura
secundaria [99]. De qualquer forma, o complexo KP1019 apresenta um comportamento terapéutico
diferente ao da cisplatina, o qual podera trazer algumas vantagens terapéuticas no futuro,
especialmente para certos tipos de cancro [40].
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1.2.2.2. Complexos de ruténio (I1) com ligandos areno

A instabilidade quimica e 0 mecanismo complicado de permuta de ligandos nos complexos de
coordenagdo de ruténio (I1l) constituem um dos problemas principais nos ensaios clinicos. Por
conseguinte, 0 aumento da estabilidade dos complexos organometalicos de ruténio podera melhorar o
perfil terapéutico destes como agentes anticancerigenos [105].

Os complexos de ruténio(ll)-areno sdo muito atractivos para este efeito uma vez que possuem
um ligando aromatico normalmente inerte as reac¢des de substituicdo nas condicdes fisiologicas. Deste
modo, este ligando confere estabilidade e proteccdo ao ruténio (Il), prevenindo a sua oxidagdo para
ruténio (111) [62, 106-108].

A ideia de utilizar os compostos ruténio(ll)-areno como agentes anticancerigenos foi
primeiramente introduzida por Tocher et al. em 1992. Este grupo de investigacdo observou que a
coordenacao do agente anticancerigeno 1-B-(hidroxietil)-2-metil-5-nitro-imidazole (metronidazolo) ao
fragmento (n°®-CsHs)RUCI. (figura 30) aumentou a sua citotoxicidade comparativamente a exibida pelo
ligando livre [108-110]. O estudo da actividade antineoplasica e antimetastatica desta classe de
complexos tem sido principalmente desenvolvido nos grupos de investigacdo liderados por Dyson e
Sadler [105, 109, 111, 112].

NO,

Figura 30 - Estrutura do primeiro composto organometalico de ruténio com ligando areno a
ser testado pelas suas propriedades anticancerigenas [110].

Os complexos de ruténio(ll)-areno sdo conhecidos como complexos em “meia sandwich” com
a formula geral [(n®-areno)Ru(X)(Y)(Z)]"*. Estes complexos apresentam uma estrutura caracteristica
em “banco piano” onde o ligando areno ocupa trés locais de coordenacdo do complexo (formando o
assento) e os ligandos X,Y e Z ocupam as restantes posicOes (representando as pernas do banco de
piano) [40, 47, 113]. De acordo com as ligagdes estabelecidas entre os ligandos X,Y e Z e o ruténio
poderemos ter apenas ligandos monodentados (X=Y=Z), um monodentado (X) e um bidentado (Y-2)
ou um ligando tridentado (X-Y-Z), figura 31[114].
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Figura 31 - Estrutura geral dos complexos ruténio(ll)-areno “meia sandwich” (adaptado da

referéncia [114]).

A estrutura geral dos complexos organometéalicos de ruténio(ll)-areno permite a modificacao
do estado de oxidacdo do metal e da natureza dos ligandos que o comp&e de modo a controlar a sua
reactividade quimica (e.g. reaccdes redox, substituicdo do ligando, solubilidade em agua) [40, 47, 113].

Por conseguinte, uma grande variedade de ligandos podem ser incorporados nesta classe de
compostos de ruténio (I1) para optimizar as suas propriedades farmacoldgicas tais como a captacao
celular, distribuicdo, interacgdo com biomoléculas e os efeitos secundarios toxicos [113].

Existem diversas familias de complexos de ruténio com o fragmento [(n®-areno)Ru(I1)] em
estudo para o0 combate do cancro, onde as que possuem o0s ligandos
1,3,5-triaza-7-fosfatriciclo[3.3.1.1]decano (pta) ou etilenodiamina (en) tém sido mais
especificamente explorados [115]. Os complexos [(n®-bifenil)Ru(en)][PFs] (RM175) e o
[(n®-p-cimeno)RuCly(pta)] (RAPTA-C) representam alguns dos exemplos com propriedades anti-

tumorais promissoras (figura 32) [40, 116].
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Figura 32 - Estrutura dos complexos organometalicos de ruténio: a) RM175 e

b) RAPTA-C [116].
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1.2.2.2.1. Reactividade quimica dos complexos de areno

A compreensdo do modo como os constituintes (e.g. areno, ligandos e carga) dos complexos
ruténio(ll)-areno afectam a sua actividade bioldgica, € importante para o desenho de farmacos mais
eficazes e com poucos efeitos secundarios [113].

v Hidrofobicidade do ligando areno

A hidrofobicidade € uma caracteristica farmacoldgica importante nos complexos metalicos
uma vez que esta condiciona fortemente o fluxo dos farmacos, através das membranas celulares, para
o interior e o exterior da célula. Além disso, as interac¢des hidrofobicas sdo importantes no
estabelecimento de ligagdes com certas biomoléculas (e.g. ADN e proteinas) [62, 91, 113].

A actividade bioldgica dos complexos de ruténio(ll)-areno, nomeadamente 0s que possuem a
formula geral [(n°-areno)Ru(en)CI]*, tem demonstrado ser condicionada pela natureza do areno. Nesta
familia de complexos, o aumento da hidrofobicidade do areno coordenado através, por exemplo, do
aumento do seu tamanho com substituintes apolares contribui para o aumento da citotoxicidade destes
compostos [113]. Deste modo, complexos de ruténio (I1) com hidrocarbonetos aromaticos policiclicos,
como o tetrahidroantraceno, tém demonstrado uma boa actividade anticancerigena [91, 117].

O aumento da actividade biolégica com o aumento da hidrofobicidade pensa-se que esteja
relacionado com a capacidade do areno substituido intercalar no ADN, provocando maior distor¢ao na
estrutura desta molécula. Além disso, estudos revelaram que os complexos contendo este tipo de
arenos ligam-se mais rapidamente a guanosina monofosfato ciclico (cGMP) do que os complexos que
possuem um areno ndo substituido (e.g. benzeno). Isto sugere que a ligacdo é promovida pelas

interaccdes hidrofdbicas entre o areno e a purina [113].

v Hidrdlise do grupo abandonante (X)

O grupo abandonante ocupa a posigéo a partir da qual o metal central estabelece a ligagdo com
as biomoléculas. Deste modo, pensa-se que a hidrolise do grupo abandonante seja o passo de activagédo
para a classe dos complexos de ruténio (I1) em “meia sandwich” [109, 113].

Na familia de complexos com foérmula geral [(n®-areno)Ru(YZ)X ]™, a taxa de hidrélise do
grupo abandonante (X) afecta a citotoxidade destes complexos nas células cancerigenas na medida em
que os complexos que hidrolisam mais rapidamente apresentam uma actividade superior
(e.g. X = haleto) enquanto os que néo hidrolisam (e.g. X = piridina) apresentam uma baixa actividade
ou encontram-se inactivos [91, 113, 118]. A substituicdo do grupo abandonante (normalmente é um

cloreto) por uma molécula de 4gua conduz a formagao de um complexo mais reactivo (figura 33). Esta
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espécie reage mais rapidamente com as biomoléculas (e.g. ADN) do que o seu percursor pelo que é a
responsavel pelo efeito farmacoldgico do complexo [91].

Todavia, a reactividade quimica dos complexos [n®-areno)Ru(YZ)X]™ por hidrolise é
condicionada ndo s6 pela natureza do grupo abandonante mas também pelas caracteristicas dos
restantes ligandos coordenados ao metal, sendo que a presenca de grupos electroextractores diminui
a taxa de hidrolise do grupo abandonante [91].

Para além da taxa de hidrdlise do grupo abandonante, o valor do pKa da molécula de agua
coordenada ao complexo resultante da hidrolise representa outro pardmetro importante. Esta
informacdo permite determinar a presenca das espécies aquosas [(n®-areno)Ru(en)(OH2)]* ou
[(nB-areno)Ru(en)(OH)]** que possuem reactividades variaveis em pH fisiologico (figura 33). De
salientar que o complexo [(n®-areno)Ru(en)(OH)]** é menos susceptivel de sofrer substituicio pelo
que provavelmente sera menos reactivo perante alvos biomoleculares [109, 113].
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Figura 33 - Reactividade geral dos complexos ruténio(ll)-areno, onde a hidrélise da ligacdo
Ru-X origina espécies aquosas mais reactivas. As diferentes estruturas estdo exemplificadas para a
reactividade do [Ru(n®-bip)Cl(en)]* com X = ClI, onde bip = bifenil e en = etilenodiamina (adaptado

da referéncia [91]).

Normalmente, os complexos com valores de pKa (da molécula de dgua coordenada) superior a
7 sdo activos enquanto os que apresentam o pKa inferior ao pH fisiol6gico sdo inactivos uma vez que
a forma hidroxo predomina no meio celular. Na maioria dos complexos rutenio(ll)-areno, os valores
de pKa (da agua coordenada) situam-se por volta dos 8. O pKa é condicionado pela natureza dos
ligandos presentes no complexo, uma vez que, por exemplo, grupos electroextractores removem
densidade electronica ao metal, tornando-o deficiente em carga negativa e a molécula de agua
coordenada adquire um caracter mais acidico (diminuicdo do pKa) [119]. Por conseguinte, através da

natureza dos trés blocos de construgdo do complexo (e.g. areno coordenado, grupo abandonante e o
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ligando quelante), a sua reactividade quimica pode ser controlada de modo a que o farmaco alcance e

reaja com alvo terapéutico, minimizando interac¢6es com outros componentes celulares [91].

v Ligando quelante (YZ2)

O ligando quelante pode auxiliar no controlo da estabilidade e cinética da permuta de ligandos
nos complexos [(n®-areno)Ru(YZ)CI]™ afectando a sua reactividade [113, 120]. Isto porque os
complexos quelantes sdo, normalmente, mais estaveis as reac¢des de substituicdo comparativamente
aos ligandos monodentados. Estes Gltimos, por sua vez, reagem presumivelmente mais rapidamente
com os componentes celulares sendo desactivados antes de alcancar o seu alvo [59, 118].

Para além do ligando quelante afectar a taxa de hidrélise do grupo abandonante, também afecta
a taxa de ligacdo e selectividade dos complexos as bases nucleotidicas do ADN. Deste modo, quando
o ligando quelante € um doador de hidrogénio como a etilenodiamina, a ligagdo do complexo de ruténio
ao ADN ocorre preferencialmente na posicdo do azoto N7 da guanina ou N3 da timina. Este
comportamento parece estar relacionado com as ligacGes de hidrogénio favoraveis entre os protes
NH da etilenodiamina com o atomo de oxigénio exociclico C60 da guanina. Por outro lado, a ligacéo
dos atdbmos NH da etilenodiamina nas posi¢cGes N3 da citosina ou N7 da adenina sdo desfavorecidas
devido ao efeito estérico entre o grupo C6NH- da adenina e o grupo NH da etilenodiamina (figura
34) [118, 120].
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Figura 34 - InteracgBes entre o complexo {(n®-areno)Ru(en)}?* com o nucleétido guanina (G)
e com o nucle6tido adenina (A). Na estrutura da direita, o areno e o anel de etilenodiamina foram
omitidos para simplificacdo (adaptado da referéncia [120]).

v’ Carga
A carga geral nos complexos [(n®-areno)Ru(YZ)CI]™ ¢é determinada pelo ligando quelante YZ

e pelo grupo abandonante X. Os complexos carregados positivamente serdo provavelmente atraidos
electrostaticamente pela carga negativa do ADN. Contudo, uma elevada carga negativa pode dificultar

a passagem através das membranas celulares (repulsdo). Os complexos de ruténio(ll)-areno neutros
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podem atravessar a membrana celular mais rapidamente e adquirirem carga positiva no interior da
célula, através da substituicao do ligando cloreto, carregado negativamente, por uma molécula de dgua

neutra. O complexo resultante é atraido electrostaticamente para o ADN [113].

v" Modo de actuacdo/alvo dos compostos

Os mecanismos de accao de que resultam efeitos antitumorais nos compostos areno de ruténio
ainda estdo, na sua totalidade, por clarificar. No entanto, até agora os esforcos para investigar a accao
destes compostos tém-se focado essencialmente na interacgdo com o ADN e as proteinas [62].

Deste modo, a activacdo dos complexos de ruténio em “banco piano” in vivo parece estar
relacionada com a rapida hidrdlise da ligacdo Ru-Cl e subsequente formacao do metabdlito activo Ru-
OH2 (figura 33). Esta hidrdlise pensa-se que, tal como para a cisplatina, seja maioritariamente
suprimida pela elevada concentracdo de cloro extracelular, mas torna-se possivel no interior das
células, onde a concentracdo de i6es Cl" € muito mais baixa [40, 42].

O principal alvo dos complexos Ru-OH> especula-se que seja 0 ADN das células, onde se liga
preferencialmente a posicdo N7 da base nucleotidica guanina. Apesar do complexo apresentar um
unico sitio reactivo, local de saida do grupo abandonante, o composto pode formar ligacGes nao
covalentes adicionais resultante da intercalacdo do areno com as bases nucleotidicas do ADN, bem
como através do estabelecimento de ligacGes de hidrogénio entre o ligando quelante do complexo e o
grupo C60 da guanina. A existéncia destas ligacdes foi demonstrada experimentalmente, por exemplo,
para a coordenacdo dos complexo [Ru(n®-areno)Cl(en)]* (areno =dha, dihidroantraceno) com a

9-etilguanina (9-EtG, derivado da guanina), conforme ilustrada na figura 35 [40, 91].

Figura 35 - Complexo [Ru(n®-dha)(en)(9-EtG)]* onde se observa a) uma forte ligagdo
estereoespecifica de hidrogénio entre o grupo carbonilo (C6=0) do ligando 9-EtG e o NH da
etilenodiamina e b) uma forte interac¢do n-n areno-guanina responsavel pela elevada preferéncia por

esta base sobre a adenina nestes complexos ruténio com ligandos areno [91].
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As interaccdes adicionais entre o complexo metélico e 0 ADN resultam em modos de ligacdo
anicos, conduzindo a distorcdes estruturais desta biomolécula, diferentes daquelas provocadas pela
cisplatina [40, 42, 62]. Para além disso, a possivel formacdo dos aductos monofuncionais e as
interac¢cOes ndo covalentes (i.e. intercalacdo e ligacéo de hidrogenio estereoespecifica) dos complexos
de ruténio(ll)-areno poderdo ser fundamentais para optimizar o reconhecimento do ADN e,
consequentemente, o seu potencial anticancerigeno [40, 91].

De um modo geral, comparativamente ao ADN, os aminoacidos e as proteinas parecem ter uma
baixa afinidade com os complexos areno de ruténio [120]. No entanto, a ac¢do destas biomoléculas
tem vindo a ser estudada uma vez que poderdo desempenhar um papel importante na farmacocinética
desta classe de complexos [62, 120]. Particularmente, as reac¢fes dos complexos de Ru(ll)-areno com
0s aminoacidos cisteina e metionina contendo enxofre sdo de grande interesse devido a forte influéncia
destes aminoécidos na quimica intracelular dos complexos de platina (e.g. mecanismos de resisténcia

e destoxicacéo) [120].

1.2.2.3. Complexos de ruténio (11) com ligandos ciclopentadienilo

A actividade anticancerigena da familia de complexos derivados do fragmento [(n°-CsHs)Rul]
encontra-se ainda pouco estudada. No entanto, nesta familia de compostos, resultados promissores tém

vindo a ser observados. Alguns potenciais do fragmento (n°-CsHs)Ru s&o 0s seguintes [121, 122]:

v" Complexos de ruténio coordenados com inibidores de proteina cinases

As cinases catalisam a transferéncia de grupos fosfatos (e.g. adenosina trifosfato, ATP) para
diversos substratos, controlando assim diversos processos celulares importantes. A mutacdo e
desregulacéo das cinases estdo na base de muitas doencas, incluindo o cancro, pelo que constituem um
dos alvos dos farmacos [40, 123, 124]. Estas enzimas possuem mais de 500 membros de proteinas com
dominios de ligacdo ao ATP altamente conservados [125].

A staurosporina é uma biomolécula que apresenta uma elevada afinidade para o local de ligagéo
do ATP nas proteinas cinases, impedindo a ligagdo do ATP e inibindo a fungéo da cinase [123, 124].
Todavia, esta biomolécula apresenta uma selectividade limitada [124] e uma estrutura tridimensional
com uma conformacdo e orientacdo espacial especifica que séo dificeis de sintetizar [123].

Eric Meggers explorou a facilidade de sintetizar compostos organometalicos de ruténio com
uma conformacéo especifica para mimetizar a staurosporina [123, 126]. Deste modo, a substitui¢cdo do
acucar presente na estrutura da staurosporina pelo ruténio coordenado com substituintes resultou numa

familia de produtos com uma elevada afinidade para as enzimas cinases (figura 36). Para além disso,
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ao contrario da staurosporina, através da variacdo do tamanho e da forma do complexo metalico, uma

especificidade acrescida para determinadas cinases podera ser observada [99, 124, 127, 128].
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Figura 36 - Estrutura quimica da staurosporina e dos compostos de ruténio baseados nesta

molécula (adaptado da referéncia [46]).

Os complexos de ruténio com ligandos ciclopentadienilo tém demonstrado resultados
promissores como inibidores das enzimas cinases [126, 129-131], como é o caso do composto (R,S)-
DW12. Na figura 37 encontra-se ilustrado a ligacdo do enantiomero (R)-DW12 no local de ligagédo do
ATP na cinase PAK-1[125, 126, 132].

Figura 37 - Estruturas de raios-X da co-cristalizacdo do composto (R)-DW12 com a cinase
PAK-1 (a); e correspondéncia da estrutura molecular entre o sitio activo da proteina cinase PAK-1e a
esfera de coordenacéo do complexo (R)-DW12 (b) (adaptado da referéncia [125]).

O composto (S,R)-DW12 tem-se revelado um potencial agente anticancerigeno uma vez que
demonstrou exibir actividade contra as linhas celulares de melanoma na ordem de grandeza do
nanomolar [114]. Além disso, este composto € um inibidor eficaz da cinase Pim-1, a qual se encontra

sobreexpressa nas células cancerigenas humanas da préstata [123, 124]. Estudos indicaram que o
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composto (S,R)-DW12 ndo interage com o ADN e o seu efeito citotoxico deve-se a sua capacidade de
inibir as enzimas cinases [133];

De referir que a derivatizacdo do ligando ciclopentadienilo do complexo de ruténio também
tem sido explorada com o intuito de aumentar a sua eficiéncia de inibicao e selectividade para com as
enzimas cinases [131, 134]. Esta estratégia conduziu, por exemplo, a obtencdo dos compostos (Sru)-1
e (Rru)-2 (figura 38), os quais demonstraram n&o s6 uma efeito inibitorio acrescido bem como uma

maior selectividade para com as cinases Pim-1 e GSK-3, respectivamente [134].

(Rgy)-2

Figura 38 - Estrutura dos complexos organometalicos (Sru)-1 e (Rru)-2 [134].

v Complexos de ruténio com formula geral [(n°-CsHs)Ru(P-P)L]*

Recentemente, o grupo de Quimica Organometalica da Faculdade de Ciéncias da Universidade
de Lisboa (CCMM/FCUL) desenvolveu complexos de monociclopentadienilo de ruténio com
propriedades anticancerigenas muito interessantes [71, 121, 128, 135-140]. Um exemplo € a classe de
compostos com formula geral [(n°-CsHs)Ru(P-P)L]*, onde P-P= 1,2-bis(difenilfosfino)etano (dppe)
ou trifenilfosfina (PPhs) e L= ligando monodentado ou bidentado. Segundo a natureza do ligando L,
os complexos pertencentes a familia [(n>-CsHs)Ru(P-P)L]* podem ser agrupados em:

a) complexos com ligandos baseados em heterociclos monodentados (doador de um atomo de
azoto) ou bidentado (doador de dois &tomos de azoto) ou com ligandos ciano (doador de um atomo
de azoto)

No geral, estes complexos (figura 39) demonstraram actividades anticancerigenas de relevo
contra diversas linhas celulares tumorais com um efeito na ordem de grandeza do nanomolar e com
valores de ICso (concentracdo requerida para inibir 50% do crescimento celular) inferiores ao da
cisplatina [128, 135, 137, 138, 141].
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Figura 39 - Estrutura de alguns complexos com férmula geral [(n°-CsHs)Ru(PP)L], onde
PP =2 PPhz ou dppe (adaptado das referéncias [128, 135-138]).

De entre os complexos mais potentes, destaca-se 0s que o possuem o ligando bipiridil (bipy)
como 0 [(n°-CsHs)Ru(2,2’-bipy)(PPhs)][CFsSOs], conhecido também por TM34 (figura 39,
estrutura 6) [71, 121]. Este complexo apresenta um vasto espectro de actividade contra as células
cancerigenas, ultrapassando consideravelmente a eficiéncia da cisplatina. Algumas das propriedades
fisico-quimicas observadas para este complexo foram:

I. capacidade de estabelecer ligacdo com a albumina, indicando que podera ser transportado
na corrente sanguinea por esta proteina. Além disso, esta interac¢do nao parece afectar a actividade
citotoxica do composto [121];

ii. estavel em meio aquoso e apresenta uma toxicidade reduzida para com as linhas celulares
ndo cancerigenas [121];

iii. forte inibidor da poli(ADP-ribose)polimerase 1 (PARP-1), a qual se encontra envolvida nos
mecanismos de repara¢do do ADN e nas vias da apoptose [121];

iv. ensaios realizados nas linhas celulares humanas provenientes de adenocarcinoma do ovario
(A2780) e da glandula mamaria (MDA-MB-231, independente de estrogénio) revelaram que o
composto apresenta [71]:

e répido efeito anti-proliferativo (mesmo em tempos de incubagéo curtos);
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o localizacdo preferencial na membrana celular e no citosol, sendo que apenas uma
pequena percentagem de composto foi observado no nucleo;

e actividade celular por um processo dependente de temperatura, provavelmente o
complexo entra na célula por um mecanismo dependente de energia (e.g. endocitose,
macropinocitose);

e capacidade de inibir a enzima fosfatase acida dos lisossomas.

Estes resultados foram essenciais para elucidar os mecanismos de accdo dos complexos
baseados no fragmento [(n°-CsHs)Ru] [74].

Recentemente, com o intuito de aumentar a selectividade do complexo TM34 para as células
cancerigenas foi reportado, pelo mesmo grupo de investigacdo, a preparacdo do composto
[CpRu(PPh3)(bpyPLA)]*, onde bpyPLA = 2,2-bipyridine-4,4’-D-glucose end-capped polylactide
(RUPMC, figura 40) [139].

oBnOM¢

Figura 40 - Estrutura do compexo organometalico de ruténio RuPMC [139].

O composto RUPMC apresentou actividade contra duas linhas celulares de adenocarcinoma
humano da mama, nomeadamente a MDA-MB-231 e a MCF-7, e a linha celular A2780. Apesar do
complexo de ruténio ter apresentado uma maior citotoxicidade na linha celular MCF-7
comparativamente a cisplatina, o composto revelou uma menor toxicidade relativamente ao complexo
de ruténio TM34 para todas as linhas celulares testadas. No entanto, o tempo de permanéncia superior
do complexo RuPMC no local do tumor podera melhorar consideravelmente a sua eficacia terapéutica
reduzindo a dose necessaria para o tratamento. Além disso, o composto RUPMC apresentou uma maior

actividade anti-proliferativa relativamente a alguns polimeros de cisplatina e ruténio reportados [139].

b) Complexos coordenados com ligandos N,O-heterociclicos
Os complexos cationicos de rutenio (11) com ligandos N,O-heteroaromaticos bidentados (figura
41) apresentam uma boa estabilidade ao ar e a humidade. Recentemente, um estudo demonstrou que

estes complexos organometalicos possuem uma excelente actividade anti-proliferativa em diversas
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linhas celulares cancerigenas humanas com valores de ICso significativamente inferiores ao da
cisplatina [128].
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Figura 41 - Estrutura de alguns complexos de monociclopentadienilo de ruténio (I1) com

ligandos N,O-heterociclicos (adaptado da referéncia [128]).

1.2.2.4. Complexos polinucleares de ruténio(ll)-areno

De modo a melhorar as propriedades fisico-quimicas e biolégicas dos complexos metalicos
como agentes anticancerigenos, tém sido adoptadas diversas estratégias. Uma delas baseia-se na
preparacdo de compostos polinucleares, ou seja, complexos que possuem mais do que um metal na sua
constituicdo [114, 142]. A incorporacdo de metais afecta a carga geral, propriedades redox, cinética de
hidrolise e a reactividade especifica do composto final [142].

Os primeiros complexos polinucleares com actividade anticancerigena a serem desenvolvidos
basearam-se no metal platina, posteriormente o conceito da multinuclearidade também foi aplicado
para outros metais, incluindo o ruténio [109].

Os complexos polinucleares de ruténio(ll)-areno tém surgido como possiveis candidatos a
farmacos anticancerigenos e apresentam, em geral, actividade bioldgica superior aos analogos
mononucleares [109]. Deste modo, derivados dinucleares, trinucleares, tetranucleares, hexanucleares
e octanucleares (figura 42) encontram-se reportados na literatura com diferentes perfis de actividade e

selectividade em diversas células cancerigenas [109, 114].
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Figura 42 - Exemplos de complexos polinucleares de ruténio(ll)-areno [109].

1.3. Metalodendrimeros como agentes anticancerigenos

O interesse crescente no desenho dos farmacos com metais na sua composicao é acompanhado
por certas limitagBes tais como a baixa solubilidade em &gua, toxicidade sistémica e entrega ndo
especifica nos tumores devido a reduzida selectividade [44].

Apesar dos grandes avangos no desenho de pro-farmacos e ligandos, alguns inconvenientes
subsistem [44]. De modo a fazer face a estas limitacdes, novos sistemas de entrega de farmacos tém
vindo a ser desenvolvidos e implementados [44]. Idealmente, 0s sistemas de entrega ndo sao toxicos e
apresentam caracteristicas (e.g. propriedades de solubilizacdo) que asseguram o transporte do farmaco
ao local desejado. Esta estratégia previne uma antecipada eliminacéo e degradacdo in vivo do farmaco,
que podera ser desencadeada por interac¢des nao especificas a medida que este circula no organismo.
Até a data, os transportadores a escala nano (nanotransportadores, 10° m) parecem ser o0s sistemas
mais avangados capazes de preencher estes requisitos [44].

Ao longo das ultimas décadas, com o grande progresso da nanotecnologia, tém sido
desenvolvidos diversos tipos de nanotransportadores, como € o caso dos lipossomas e dos dendrimeros
[44, 143].
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1.3.1. Dendrimeros como sistemas de entrega de farmacos

Os dendrimeros (do grego “dendron” que significa “arvore ou ramo” e “meros” de “parte de”)
sdo macromoléculas poliméricas sintéticas que apresentam uma estrutura hiperamificada, globular e
bem definida com dimensdes a escala nanométrica (10 ~° m) [144-146].

O primeiro composto semelhante a um dendrimero foi sintetizado em 1978 por Voglet et al.
[147] tendo ficado conhecido como “moléculas em cascata” [145, 148]. No entanto, dificuldades nos
procedimentos experimentais resultaram apenas em compostos de baixa geracdo. Apenas nos anos 80
[148], dendrimeros de geracdo superior com estruturas bem definidas foram preparados por Newkome
et al. [149] e Tomalia et al. [150].

A estrutura dendritica baseia-se em trés componentes basicos (figura 43) [151], nomeadamente
um nucleo central multifuncional [151, 152], as camadas interiores (denominadas de “geragdes”)
constituidas por unidades repetidas que emanam do nucleo central [151, 152] e os grupos periféricos
funcionais [148, 153]. Estes blocos de construcdo do dendrimero encontram-se ligados e interligados
afectando a sua estrutura (e.g. tamanho, forma, flexibilidade e funcionalidade da periferia) pelo que
podem ser optimizados para serem aplicados em diferentes campos, tais como na medicina, na
electronica e na biologia [151, 152, 154, 155].
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Figura 43 - Estrutura geral dos dendrimeros (adaptado da referéncia [144]).

Apesar da existéncia de uma grande diversidade de dendrimeros, 0s mais comumente
referenciados para possiveis aplicacbes biomédicas sdo os: poli(amidoamina) (PAMAM), &cido
poli(2,2-bis(hidroximetil)propandico (bis-MPA), poli(propilenoimina) (PPI), poliéster (PGLSA-OH)
e poli( L-lisina) (PLL) (figura 44) [148, 156].
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Figura 44 - Estruturas quimicas de alguns dos dendrimeros mais comumente utilizados na

medicina (adaptado da referéncia [148]).

A construcdo dos dendrimeros pode ser efectuada através de duas estratégias principais
(figura 45), nomeadamente o método convergente (processa-se da periferia para o centro) e 0 método

divergente (inicia-se do centro para a periferia) [36, 148, 153].
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Figura 45 - Representacdo esquematica das metodologias mais utilizadas para a preparacao

dos dendrimeros, nomeadamente a divergente e a convergente (adaptado da referéncia [144]).
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1.3.1.1. Propriedades dos dendrimeros como sistemas de entrega

Os dendrimeros tém demonstrado ser excelentes transportadores de farmacos devido as suas
propriedades peculiares [146], a saber:

i. capacidade de transportar quantidades superiores de farmaco através do seu encapsulamento
nas cavidades internas ou atraves da conjugacdo covalente dos agentes terapéuticos a sua
superficie [143, 156, 157];

ii. possibilidade de prepara-los com ndmero pré-definido de monomeros, ramos poliméricos e
grupos funcionais [143, 154];

iii.possuem um grande numero de grupos funcionais a superficie que aumentam
exponencialmente em cada geracdo. Esta propriedade fornece uma superficie multifuncional, o que
permite ndo s6 a rapida fixacdo de maultiplos agentes anticancerigenos como também aumenta as
interaccBes entre o conjugado dendrimero-farmaco e os multiplos receptores do alvo terapéutico,
melhorando a sua selectividade [36, 158-160];

iv. possuem uma baixa polidispersidade, ou seja, todos 0s dendrimeros apresentam uma massa
molecular dentro de um intervalo estreito, 0 que torna o Seu comportamento extremamente
reprodutivel [36];

v. capacidade de aumentar a solubilidade dos farmacos em meio aquoso [145], através do seu
encapsulamento, contribuindo para uma maior eficiéncia do seu transporte e para a prevencao de
interac¢Oes ndo especificas, reduzindo os efeitos secundarios negativos do farmaco [143, 146].

A entrega dos farmacos mediada pelos dendrimeros pode ser efectuada de forma passiva ou
activa. A estratégia passiva explora a acumulacdo preferencial dos dendrimeros nas células
cancerigenas comparativamente as células saudaveis, o qual é promovido pelo efeito de
“permeabilidade e retencdo aumentada” (EPR sigla inglesa, Enhanced Permeability and
Retention) [139, 158, 161]. Este fendmeno baseia-se no padréo patofisioldgico da maioria dos tumores
solidos, os quais apresentam uma neovasculatura anormal com vasos finos permeéaveis (constituido
por poros com diametros compreendidos entre 100 a 1200 nm). Esta caracteristica resulta de uma
angiogenese intensiva nestas celulas, bem como na presenca de um sistema de drenagem linfatica
ineficiente [36, 145, 162, 163]. Por conseguinte, nestes locais, podera ocorrer um aumento na
permeabilidade vascular, resultando na difusdo passiva de moléculas de grandes dimensdes (> 40 kDa)
e favorecendo a sua retencdo por periodos de tempo superiores [158, 164]. Nos tecidos saudaveis, a
camada endotelial dos vasos sanguineos possui poros com diametros tipicamente inferiores a 2 nm, 0s
quais restringem a difuséo das moléculas de maiores dimensdes presentes no sistema circulatério [158,

161, 164]. Deste modo, a concentragdo do farmaco no tumor pode ser 10 a 100 vezes superior a
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quantidade presente no sangue, aumentado assim a disponibilidade do medicamento no local
necessario e reduzindo os seus efeitos secundarios [139, 159].

Contudo, esta estratégia tem limitacGes significativas uma vez que o efeito EPR podera ndo ser
homogéneo em todos os casos [117, 163]. O microambiente do tecido cancerigeno (e.g. presenca de
uma matriz extensiva a circundar os tumores, elevada pressao de fluido intra tumoral [117]) podera
afectar a permeabilidade vascular de certas macromoléculas limitando deste modo a sua acumulacao
no local do tumor [165].

Por outro lado, a estratégia de entrega activa do conjugado dendrimero-farmaco consiste na
colocagdo a periferia da estrutura dendritica de ligandos com afinidade especifica (e.g. proteinas,
acidos nucleicos, vitaminas) para receptores sobreexpressos a superficie das células cancerigenas. Esta
abordagem resulta na endocitose e internalizacdo de todo o conjunto, favorecendo assim uma entrega
mais direccionada do farmaco [157, 165].

Todavia, a combinagdo destas abordagens de entrega, passiva e activa, permite ndo s6 um

aumento na eficacia terapéutica mas também uma reducéo dos efeitos secundarios [36].

1.3.2. Metalodendrimeros

Os metalodendrimeros resultam da incorporacao de metais na estrutura dos dendrimeros, a qual
pode ser realizada em diferentes locais como ilustrado na figura 46 [159, 166]. Estas macromoléculas
possuem propriedades que as tornam atractivas em diversas areas como seja por exemplo na catalise,

na medicina e na biologia [158].

RS
. s 13 P,
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Figura 46 - Representacdo esquematica de metalodendrimeros com fragmentos metalicos

(representado pela letra M) em diversas posi¢cOes [166].
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O desenvolvimento de farmacos baseados em metalodendrimeros permite usufruir das
vantagens dos dendrimeros puramente organicos como nanotransportadores e, das propriedades
anticancerigenas dos complexos com metais de transicdo e dos compostos organometalicos [167].

Todavia, e como a seguir se refere existem poucos exemplos de metalodendrimeros reportados
na literatura para o combate dos diferentes tipos de cancro [158, 159].

Os primeiros metalodendrimeros avaliados pelas suas propriedades anticancerigenas foram os
funcionalizados com complexos de platina [159, 167], como é o caso do composto tetranuclear
DAB(PA-trans-Pt-Cl)s. Este composto, sintetizado por Jansen et al. [168], consistiu no dendrimero de
primeira geracdo [1,4-diaminobutanopoli(propilenoimina)] substituido perifericamente com
fragmentos de trans-diaminocloroplatina [159, 167, 168] (figura 47a). O composto DAB(PA-trans-
Pt-Cl)s demonstrou uma acc¢do anti-proliferativa moderada em duas linhas celulares leucémicas do
rato, nomeadamente a L1210/0 (ICso = 12,4 uM) e a L1210/2 (ICso = 9,3 puM) e em diversas linhas
celulares cancerigenas humanas, nomeadamente nas linhas celulares provenientes de adenocarcinoma
da mama (MCF-7 e EVSA-T), de adenocarcinoma do c6lon (WIDR), de adenocarcinoma do ovario
(IGROV), de melanoma (M19) e de carcinoma renal (A498) com valores de ICso>9 uM [167, 168].

Um outro exemplo é o metalodendrimero tetranuclear (m-4F-PtDMSO)4sDAB(PA)4, 0 qual se
baseia na primeira geracdo do dendrimero PPI funcionalizado perifericamente com fragmentos
metalicos de {1,2-bis(4-fluorofenil)etilenodiamina}platina(ll) (figura 47b). Este composto
demonstrou uma citotoxicade (ICso = 5 uM) comparavel com a cisplatina (ICso = 2 pM) na linha
celular de adenocarcinoma humano da mama (MCF-7) [158, 167].
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Figura 47 - Metalodendrimeros com férmula geral a) DAB(PA-trans-Pt-Cl)a e b)
(m-4F-PtDMSO)4sDAB(PA)4 [167].

Zhao et al. prepararam dois metalodendrimeros baseados na primeira geracdo de dendrimeros
PAMAM, nomeadamente um composto tetranuclear de platina e um composto polinuclear de cobre
(figura 48) [160, 167]. O metalodendrimero de platina apresentou um ICso superior a 100 uM na linha
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celular de leucemia linfoblastica aguda de células T (MOLT-4) e foi essencialmente inerte para a linha
celular MCF-7. Os autores defenderam que esta eficacia mais reduzida deveu-se essencialmente a
baixa solubilidade do composto. Por outro lado, o metalodendrimero de cobre apresentou um melhor
perfil de citotoxicidade com valores de ICso de 11,1 e 10,2 uM para as linhas celulares MOLT-4 e
MCF-7, respectivamente. Este comportamento deveu-se ao aumento do numero de complexos
metalicos com CuCl> coordenados ao dendrimero ou ao aumento das ligagBes cruzadas intercadeia

entre 0 ADN e os fragmentos de cobre [167].
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Figura 48 - Metalodendrimeros funcionalizados com fragmentos metalicos de platina (a) e

com entidades metalicas de cobre (b) [167].

Metalodendrimeros de platina (1) e paladio (I1) baseados em dendrimeros de primeira (G1) e
segunda (G2) geracdo de poliamida com termina¢des aminas aromaticas, [PAD-(NH2)n] (n = 6 para
G1 e 12 para Gy), foram também avaliados como possiveis agentes terapéuticos (figura 49a). Estes
metalodendrimeros revelaram um efeito citotoxico moderado (complexo de PtGi, ICso = 30 uM e
complexo de PdG., ICso =50 M) comparativamente a cisplatina (1Cso = 2 uM) na linha celular MCF-7
[167, 169].

Robilotto et al. descreveram a sintese de metalodendrimeros funcionalizados a superficie com
ouro (I). O metalodendrimero com apenas dois atomos de ouro (figura 49b) demonstrou ser citotoxico
contra a linha celular fibroblastica de rato (3T3) e induzir apoptose a uma concentracdo de 1-10 pM
num periodo de exposi¢do de 6 horas [167, 170].

Metalodendrimeros funcionalizados com tricarbonilciclopentadienilmetiltungsténio (figura
49c¢) com formula geral [CpW(CO):CHz].-DAB-Am-n, onde n = 4, 8, 16
(DAB-Am-n = diaminobutano-amina) revelaram capacidade para clivar a dupla cadeia do ADN
plasmidico [158, 171].
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Figura 49 - Metalodendrimeros funcionalizados com fragmentos metalicos de (a) M = platina
ou paladio, (b) ouro e (c) tungsténio (c) [167].

Relativamente aos metalodendrimeros de ruténio, alguns exemplos baseados na estrutura
dendritica 1,4-diaminobutanopoli(propilenoimina) (DAB(PA)4) funcionalizada perifericamente com
complexos organometalicos de ruténio(ll)-areno foram publicados por Govender et al.,
nomeadamente:

a) metalodendrimeros funcionalizados nas terminagdes da estrutura dendritica com complexos
de ruténio(ll)-areno (areno = p-cimeno ou hexametilbenzeno) monodentados (figura 50) [106, 158,
167]. Estes metalodendrimeros demonstraram uma actividade anticancerigena moderada (entre
20 - 40 uM) relativamente a cisplatina (1,5 uM) contra a linha celular do cancro do ovario (A2780)
[167]. Alem disso foi observado uma correlacéo entre o tamanho do complexo e a citotoxicidade na
linha celular A2780 [106, 158], sendo que os metalodendrimeros cationicos com oito fragmentos

metalicos foram os mais citotoxicos [158];
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Figura 50 - Estruturas dendriticas tetra e octonuclear funcionalizadas com quatro ou oito

complexos ruténio(ll)-areno, respectivamente [158].

b) dendrimeros coordenados perifericamente com complexos de N,N- e N,O-ruténio(ll)-areno
quelantes (areno = p-cimeno ou hexametilbenzeno) (figura 51) foram testados nas linhas celulares do
cancro do ovario A2780 e A2780cisR (resistente a cisplatina) [106]. Estes dendrimeros também

apresentaram uma correlagdo entre o tamanho do metalodendrimero e a sua citotoxicidade [106, 167].
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Figura 51 -  Metalodendrimeros  baseados na  estrutura  dendritica de
diaminobutanopoli(propilenoimina) funcionalizada com fragmentos N,N- ou N,O-ruténio(ll)-areno

(areno = p-cimeno ou hexametilbenzeno) [159].
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Para além disso, no geral, os metalodendrimeros funcionalizados com complexos quelantes de ruténio
demonstraram uma actividade anticancerigena superior a dos metalodendrimeros com complexos
monodentados de ruténio [106];

c) metalodendrimeros catidnicos da primeira a quarta geracdo com complexos metalicos
quelantes de N,O-ruténio(ll)-areno-PTA (PTA=1,3,5-triaza-7-fosfatriciclo[3.3.1.1]decano), os quais
encontram-se representados na figura 52. O perfil de citotoxicidade destes compostos nas células
A2780 e A2780cisR demonstrou uma excelente correlacdo entre o tamanho do metalodendrimero e a
actividade anti-proliferativa, onde os metalodendrimeros de 42 geracdo foram os mais toxicos. O

ligando PTA parece melhorar as propriedades farmacoldgicas dos metalodendrimeros, conduzindo a

n P F(
dend ;

uma maior citotoxicidade [159].

/Ru g =4,8,16 ou 32
N P
(> )
\/
Figura 52 - Metalodendrimeros baseados no dendrimero
1,4-diaminobutanopoli(propilenoimina) funcionalizado com fragmentos

N,O-ruténio(ll)-areno-PTA [159].

Apesar dos resultados promissores dos metalodendrimeros como agentes anticancerigenos,
estudos sobre o mecanismo de ac¢do destas nanoestruturas Sdo necessarios, pois permitirdo
eventualmente melhorar as suas propriedades farmacoldgicas [44]. Deste modo, € importante
esclarecer, por exemplo, se o fragmento organometélico tem de se dissociar do dendrimero para ser
activo ou se o metalodendrimero actua como Unica entidade terapéutica. Além disso, é importante
prever o perfil de biodistribuicdo do metalodendrimero, ou seja, as interac¢des que este composto
estabelece com os Orgdos responsaveis pela eliminacdo de agentes estranhos uma vez que estas

poderdo comprometer a eficacia do agente terapéutico [44].

1.4. Objectivos do trabalho

No presente trabalho pretendeu-se explorar o potencial anticancerigeno de metalodendrimeros
cationicos com complexos de ruténio (1) baseados em dendrimeros da primeira geracdo de

poli(alquilideno imina) funcionalizados perifericamente com grupos nitrilo (figura 53). A presenca dos
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grupos nitrilo na estrutura dendritica permite a estabilizacdo de diferentes estados de oxidacéo de uma

grande diversidade de metais de transicao, incluindo o ruténio [172, 173].
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Figura 53 - Estrutura geral dos metalodendrimeros em estudo.

Este tema surge na sequéncia do trabalho [172-175] desenvolvido pelo grupo de Investigacédo
em Materiais Moleculares do Centro de Quimica da Madeira na preparacdo e caracterizacdo
fisico-quimica deste tipo de metalodendrimeros associado com as seguintes caracteristicas atractivas
no campo medicina:

i. devido a sua carga positiva, possuem a capacidade de interagir facilmente com a superficie
da membrana celular, onde sdo captados por endocitose e alcangam o citoplasma e o ndcleo num
periodo de tempo reduzido [176];

ii. apresentam diversas vantagens relativamente aos dendrimeros de geracdo superiores tais
como: a) requerem a utilizacdo de técnicas de sintese e purificagdo menos exigentes com baixos custos
de producdo; b) apresentam um baixo nivel de defeitos estruturais, mantendo o elevado grau de
funcionalidade; c) possuem um tempo de circulagdo na corrente sanguinea reduzido e d) sdo facilmente
eliminados por excregéo renal [172];

De modo a alcancar a meta proposta tragaram-se 0s seguintes objectivos especificos:

I. preparar e caracterizar as estruturas dendriticas de poli(alquilideno imina) com grupos nitrilos
periféricos;

ii. sintetizar e caracterizar os complexos organometalicos de ruténio (l1);

iii. funcionalizar os dendrimeros com o0s compostos de ruténio (Il) e proceder a sua
caracterizacao;

iv. avaliar a citotoxicidade in vitro dos metalodendrimeros em diversas linhas celulares

cancerigenas através do teste do brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT).
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Capitulo 2 — Resultados e discussao

O primeiro ponto do presente capitulo debruca-se sobre a preparacdo e caracterizacdo dos
complexos organometélicos de ruténio (I1), das estruturas dendriticas e dos metalodendrimeros. O
comportamento do complexo organometalico [(n°>-CsHs)Ru(PPhs).Cl] e da trifenilfosfina em
DMSO-ds e numa mistura de 4gua deuterada (D>0) e DMSO-ds é abordada no ponto 2.2.

Por fim, o ponto 2.3 foca-se no efeito da exposi¢do in vitro dos metalodendrimeros
[{(n°-CsHs)(PPhs)2Ru}4(3)][CF3SOs]s € [{(>-CsHs)(PPhs).Ru}4(6)][CFsSOs]s em diversas linhas

celulares.

2.1. Preparacao e caracterizacdo dos compostos

Na caracterizacdo dos compostos foram utilizadas as seguintes técnicas: espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN), a espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

(FT-IR), espectrometria de massa de tempo de voo (TOF-MS) e a analise elementar (AE).

2.1.1. Preparacao dos complexos organometalicos

Os complexos de ruténio (II) que se pretenderam sintetizar foram o
[(n®-p-cimeno)Ru(en)CI][PFe] e o [(m®-p-cimeno)Ru(dppe)CI][PFs]. No entanto, apenas o primeiro
composto foi preparado com sucesso e em quantidade suficiente para ser utilizado na funcionalizagéo
dos dendrimeros de poli(alquilideno imina). Nos pontos seguintes sdo discutidos as metodologias

adoptadas para a obtencdo dos complexos organometalicos.

2.1.1.1. Preparacéo do [(n®-p-cimeno)Ru(en)CI][PFe] (1)

A preparacdo do complexo [(n®-p-cimeno)Ru(en)CI][PFs] (1) baseou-se nos procedimentos
descritos por Morris et al. [177] e Smith et al. [178], os quais consistem na reac¢do do dimero
[(n®-p-cimeno)RuCl2]. com o ligando etilenodiamina e o abstractor de cloreto hexafluorofosfato de

sodio (NaPFe) em metanol (figura 54).
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Figura 54 - Esquema geral da preparacéo do complexo [(n®-p-cimeno)Ru(en)CI][PFe] (1).

Esta reaccdo baseia-se no facto dos dimeros [(n®-areno)RuCl.]. reagirem rapidamente com
outros ligandos originando produtos mononucleares que retém o ligando areno e incorporam 0 novo
ligando na sua estrutura. A variacdo ndo s6 do ligando areno presente no dimero de Ru(ll) bem como
da natureza do ligando que iré ser introduzido permite a obtencdo de diversos complexos mono arenos
de Ru(ll) [62, 178]. Esta reaccdo também é promovida pela polaridade do metanol que facilita a
dissociacdo do ligando cloro [179]. A formacdo do complexo pretendido foi confirmada pelo espectro
de 'H-RMN, o qual se encontra de acordo com o reportado na literatura [177, 178].

Deste modo, no espectro de *H-RMN do complexo [(n®-p-cimeno)Ru(en)CI][PFs] (figura 55)
observa-se a presenca de dois dupletos localizados por volta dos 5,5 ppm, os quais confirmam a
coordenacdo do anel aromatico na estrutura do complexo uma vez que estes protdes surgem a 7,0 ppm
no ligando livre. Esta diferenca no desvio quimico entre o ligando coordenado e o livre deve-se a
reducdo do efeito de desblindagem no anel aromatico promovida pelo aumento da sua densidade
electronica devido as interac¢des do tipo © que estabelece com o ruténio (IT) [178, 180].

No caso da etilenodiamina, o padrao de divisao dos protdes dos grupos metilo (NH2(CH2)2NH>)
é indicativo da sua coordenagdo ao centro metalico. Deste modo, os dois multipletos que surgem por
volta dos 2,3 ppm referem-se aos protdes dos grupos metilo da etilenodiamina coordenada uma vez
que estes quatro protdes ocorrem na forma de um unico singuleto no ligando livre. A etilenodiamina
coordena-se ao ruténio sob a forma de quelato e sob o efeito de um ambiente assimétrico, pelo que a
rotagdo da ligacdo C-C é impedida conduzindo a dois protdes com orientagdes diferentes no complexo
[178].
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Figura 55 - Espectro de H-RMN do complexo [(n®-p-cimeno)Ru(en)CI][PFs] (1) em
DMSO-ds ((CD3)2S0).

2.1.1.2. Preparacéo do [(n®-p-cimeno)Ru(dppe)CI][PFs] (2)

Para obter o complexo 2 seguiu-se as duas estratégias que se encontram esquematizadas na

figura 56.

Estratégia 1:
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Figura 56 - Esquematizacdo das estratégias adoptadas para preparar 0 complexo

[(n®-p-cimeno)Ru(dppe)CI][PF¢] (2) ou o [(n®-p-cimeno)Ru(dppe)CI][CI] (2b).
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a) Estratégia 1

Esta estratégia visou a preparacdo do composto [(n®-p-cimeno)Ru(dppe)CI][PFs] segundo a
metodologia reportada por Jensen et al. [181], a qual consiste na obtencdo do intermediario
[(n®-p-cimeno)Ru(NCCHa).CI][PFs] (2a) através da substituicio dos ligandos de cloro presentes na
ponte do dimero [(n®-p-cimeno)RuCl;]z pelo acetonitrilo. Posteriormente, procede-se & substituicdo
dos ligandos acetonitrilo do intermedidrio pelo composto 1,2-bis(difenilfosfino)etano (dppe)
obtendo-se o complexo pretendido.

No entanto, apenas foi possivel ensaiar o primeiro passo reaccional uma vez que, segundo o
espectro de H-RMN (figura 57), obteve-se uma mistura com o material de partida
[(n®-p-cimeno)RuCl2]. (presente em grande quantidade) e um outro composto. Pensa-se que este
altimo seja o [(n®-p-cimeno)Ru(NCCHa).CI][PFs] uma vez que, segundo o espectro de FT-IR
(figura 1.1 - anexo 1), visualiza-se a presenca de duas bandas a 2325 e 2304 cm™ que poderdo
corresponder a vibragdo do nitrilo (CN) [181]. Além disso, a banda presente aos 836 cm™ podera advir

da vibracéo do [PFs]" como contra-i&o.
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Figura 57 - Espectro de H-RMN da mistura obtida na preparacdo do complexo
[(n®-p-cimeno)Ru(NCCH3)-CI][PFe] (2a) em CDCls.
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De modo a isolar 0 novo composto, ensaiou-se uma precipitacdo em diclorometano e éter. No
entanto, o espectro de *H-RMN (figura 58) do produto precipitado indicou a presenca do material de
partida em excesso pelo que podera ter ocorrido a reversdo da reaccao promovida pelo diclorometano,
0 qual constitui uma boa fonte de cloro. Por conseguinte, sugere-se a repeticdo da reaccdo com um

abstractor de cloreto mais forte.

7.260

5.654
L5638
_ 5.485
\'5.470

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

1

1

1

1

1

—
—

0.48 x;
0.48 <
4.03 1

[
o 4.00 1
0
2,
1
0
6

5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0
ppm

®
°
N
n
N
°
)
n
o
°

Figura 58 - Espectro de *H-RMN do produto resultante da precipitagdo com o sistema de

solventes diclorometano/éter, em CDCls.

b) Estratégia 2

Face aos resultados obtidos na estratégia anterior optou-se por ensaiar a sintese do complexo
[(n®-p-cimeno)Ru(dppe)ClI] com o contra-ido [CI]". Para o efeito, utilizou-se o procedimento descrito
por Daguenet e Dyson [182], o qual envolve a clivagem da ponte de hidrogénio do composto
[(n®-p-cimeno)RuCly], directamente com a bis(difenilfosfino)etano (dppe) em etanol e sob refluxo
(estratégia 2, figura 56).

No espectro de H-RMN do composto [(n8-p-cimeno)Ru(dppe)CI][CI] (2b, figura 59),
evidencia-se a presenca de trés multipletos entre os 7,7 e 7,3 ppm correspondentes aos protdes dos
anéis da dppe coordenada. No caso dos protdes metilénicos da dppe, estes surgem como dois sinais

largos situados a 2,96 e 2,49 ppm.
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E de notar que ap6s a coordenagio da dppe ao centro metalico de ruténio, os sinais dos protdes
no anel p-cimeno surgem como dois conjuntos de dupletos a 6,23 e a 6,08 ppm, encontrando-se

desblindados comparativamente com os do [(n°-p-cimeno)RuClz]..
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Figura 59 - Espectro de H-RMN do composto [(n®-p-cimeno)Ru(dppe)CIJ[CI] (2b) em
CDCla.

Relativamente ao espectro de *'P-RMN, a presenca de um unico singuleto, a 70,91 ppm, é

atribuido aos dois atomos de fosforo equivalentes do ligando dppe (figura 60).
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Figura 60 - Espectro de 31P-RMN do complexo [(n°-p-cimeno)Ru(dppe)CI]CI (2b) em CDCls.
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Apesar de se ter obtido o complexo [(n®-p-cimeno)Ru(dppe)CI][CI], a quantidade obtida de
produto ndo foi suficiente para a continuacdo do trabalho. Segundo o reportado na literatura, o
procedimento adoptado conduz a formacgéo do produto secundario [RuClz(dppe)2], conduzindo a um
rendimento de 50%. Assim, sugere-se a repeticdo deste procedimento com a alteracdo da temperatura
da mistura reaccional, ou seja, optar por utilizar 50°C ao invés do refluxo de modo a prevenir a perda
do anel de p-cimeno como proposto por Daguenet et al. na referéncia [183], onde o rendimento
reportado € de 73%. Uma outra sugestdo seria a preparacéo do [(n°-p-cimeno)Ru(dppe)CI][PFs], num
unico passo, atraves do procedimento publicado por Hodson e Simpson [184].

2.1.2. Preparacao dos dendrimeros

Os dendrimeros utilizados foram o N,N,N’,N -[tetraquis(cianoetil)hexametilenodiamina] (3), o
N,N,N’,N’-[tetraquis(terc-butilpropanoato)hexametilenodiamina] (4), 0
N,N,N’,N’-[tetraquis(propanol)hexametilenodiamina] (5) e 0
N,N,N’,N’-[tetraquis(cianoetoxipropil)hexametilenodiamina] (6). A construcdo destes dendrimeros
foi baseada na metodologia desenvolvida no grupo de investigacdo em Materiais Moleculares do
Centro de Quimica da Madeira (MMRG) [172, 174, 175]. No desenvolvimento do presente projecto

apenas as sinteses dos compostos 5 e 6 foram ensaiadas, as quais se encontram seguidamente descritas.

2.1.2.1. Preparacdo do [N=C(CH2)20(CH?2)3]2N(CH2)sN[(CH2)3O(CH2)2C=N]: (6)

A preparacdo do dendrimero 6 foi baseada em duas reac¢des, nomeadamente a reducdo de um

éster e a O-alquilacédo do tetrol por adi¢do de Michael (figura 61).
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e 0°C P ; eat, NaC ~—~~—
N N N N acrilomtrilo; cat al N N
O'\(_’ }O HO_/_I “OH 1 4-dioxano O-/-J 0
O 4 i AN
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Figura 61 - Esquema geral para a  preparagdio do  dendrimero

[N=C(CH2)20(CH3)3]2N(CH2)sN[(CH2)3O(CH2).C=N]. (6), onde a) reducdo do éster 4 e b)
O-alquilacdo do tetrol 5.
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2.1.2.1.1. Redugdo do éster [OtBu(C=0)(CH2)2]2N(CH2)éN[(CH2)2(C=0)OtBu]2 (4) a
[OH(CH2)3]2N(CH2)sN[(CH2)3OH]2 (5)

A reducdo do eéster [OtBu(C=0)(CH2)2]2N(CH2)sN[(CH2)2(C=0)OtBu]. no alcool
[OH(CH2)3]aN(CH2)sN[(CH2)30H]. (figura 61a) foi executada com o agente redutor hidreto de
aluminio e litio (LiAIH4).

Esta reaccdo consiste numa substituicdo acilica nucleofilica sequida de uma adi¢éo nucleofilica
(figura 62). Deste modo, primeiramente ocorre a adicdo de um ido hidreto, proveniente do agente
redutor LiAIH4, no grupo carbonilo do éster com formacéo de um intermediério aniénico tetraédrico.
Este intermediario complexa com o hidreto de aluminio, na forma AlH3, conduzindo a perda do grupo
abandonante sob a forma de alcoxido (OR"), e a regeneracdo do grupo carbonilo com formacéo de um
aldeido [185]. Atendendo que o aldeido é extremamente instavel, este reage rapidamente com o
alcoxido de aluminio AIH3ORLI, resultante da complexacdo do LiAIH3 com o grupo OR", ou com 0
agente redutor LiAlHs. Por conseguinte, ocorre uma adi¢do nucleofilica de um segundo ido hidreto no
carbonilo do aldeido, originando-se um composto tetraédrico. Por fim, o tratamento deste
intermediario com uma fonte de prot@es (e.g. H-O) gera dois alcoois, resultante da protonacéo do grupo

acilo e do grupo abandonante [185-187].
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Figura 62 - Mecanismo da reducéo de um éster em dois alcoois (adaptado das referéncias [185,
188]).

O espectro de H-RMN do tetrol [OH(CH2)s]aN(CH2)sN[(CH2)sOH].  (figura 63)
comparativamente ao éster 4 apresenta, como esperado, alteracbes nos protdes das terminacGes

dendriticas [175]. Deste modo, observa-se o surgimento de um singuleto largo referente ao grupo
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funcional OH e um tripleto a 3,71 ppm relativo aos protées do CH.CH>CH>OH bem como a blindagem

dos protbes dos carbonos adjacentes.
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Figura 63 - Espectro do 'H-RMN do composto [OH(CH2)3]oN(CH2)sN[(CH2)3sOH]2 (5), em
CDCls.

2.1.2.1.2. O-alquilacdo, por adicdo de Michael, do [OH(CH?:)3]2N(CH2)sN[(CH2)30OH]2 (5) a
[N=C(CH2)20(CH?2)3]2N(CH2)sN[(CH2)3O(CH2)2C=N]2 (6)

A segunda reaccdo para a obtencdo da estrutura dendritica 6 foi processada através de uma
O-alquilacdo, por reaccdo de Michael, dos grupos hidroxilo do composto 5 com o acrilonitrilo, na
presenca da base NaOH. A reaccdo de Michael consiste na adigdo de um nucledfilo, denominado de
“doador de Michael”, num alceno activado por um grupo electroextractor forte, o “aceitador de
Michael” (electrofilo), originando o “aducto de Michael” [189, 190]. Neste caso o “doador de Michael”
é o tetrol e o acrilonitrilo é o “aceitador de Michael”. E de referir que o grupo nitrilo é um extractor de
electrdes forte, pelo que o carbono B do acrilonitrilo € relativamente positivo e a por¢ao do nitrilo da
molécula ¢ relativamente negativa. Por esta razdo, o nucleofilo ataca a posi¢do f da molécula do
acrilonitrilo [191]. O mecanismo geral simplificado da O-alquilagdo do alcool com acrilonitrilo

encontra-se esquematizado na figura 64.
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Figura 64 - Mecanismo geral da adicdo de Michael (adaptado da referéncia [192]).

Deste modo, a reaccao inicia-se com remocao dos hidrogénios labeis do dendrimero 5 pela base
NaOH (catalisador), formando-se um intermediario, o anido alcoxido (agente nucleofilico, “doador de
Michael”) [193]. Este, por sua vez, ataca a dupla ligacdo do acrilonitrilo produzindo um anido
diferente. A protonacdo deste anido origina o dendrimero 6 e a regeneracdo da base (NaOH) [190].

Pela analise do espectro de *H-RMN do composto bruto (figura 65) observa-se o aparecimento
de dois novos picos, nomeadamente um tripleto a 3,63 ppm relativo aos protdes OCH>CH2CN e um
outro tripleto a 2,47 ppm atribuido aos protdes OCH2CH2CN, confirmando o crescimento do
dendrimero. No entanto, a completa purificacdo do composto ainda ndo foi atingida no presente
trabalho (figura 65).
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Figura 65 - Espectros de 'H-RMN do produto
[N=C(CH2)20(CH3)3]2N(CH2)sN[(CH2)3O(CH2)2C=N] (6) antes e apds purificagdo em CDCls.

Sugere-se a purificacdo da mistura bruta através da cromatografia em coluna, utilizando para o

efeito alumina neutra com a eluicdo em CHCIs/MeOH como reportado nas referéncias [194, 195]. De
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referir que alguns dos produtos secundarios surgem devido ao excesso de acrilonitrilo, tais como o
composto 2-cianoetil éter (N=C(CH2)20(CH3)2C=N) e polimeros intractaveis [194].

Por conseguinte, dendrimero 6 utilizado na preparacdo dos metalodendrimeros e nos ensaios
de citotoxicidade corresponde ao preparado pelo aluno de doutoramento Manuel Jardim, elemento do
Grupo de Materiais do CQM.

2.1.3. Preparacdo dos metalodendrimeros

A sintese dos metalodendrimeros com formula [{(n°-CsHs)(PPhs)2Ru}4(3 ou 6)][PFe]a
encontram-se reportados na literatura por Jardim et al. [175]. No entanto, é importante salientar que,
no corrente trabalho, uma estratégia alternativa foi seguida para a preparacdo destes
metalodendrimeros. Deste modo, aqui reporta-se a utilizacdo do agente abstractor de cloreto
trifluorometanosulfonato de prata (AgCFsSOz) em vez do hexafluorofosfato de talio (TIPFe) utilizado
no procedimento publicado na literatura. Esta estratégia é mais indicada uma vez que a presenca de
residuos de talio, apds o processo de purificagdo, no metalodendrimero limita a avaliacdo
anticancerigena deste durante os ensaios biolégicos.

Para além da funcionalizagdo dos dendrimeros [N=C(CH2)2]2N(CH2)sN[(CH2)2C=N]2 (3) e
[N=C(CH2)20(CH2)3]2N(CH2)6N[(CH2)30(CH2)2C=N]2 (6) com 0 complexo
[(n®-CsHs)Ru(PPhs)Cl], ensaiou-se a coordenacio destas estruturas dendriticas com o complexo
[(n®-p-cimeno)Ru(en)CI][PFe].

Os resultados da funcionalizacdo dos dendrimeros de poli(alquilideno imina) com os
complexos organometalicos de ruténio sao referidos nos pontos seguintes, sendo que o0s procedimentos
seguidos assentam no trabalho desenvolvido pelo grupo de MMRG do CQM [172, 174, 175].

De salientar que os metalodendrimero 7 e 8 apresentam uma estabilidade moderada em
solventes organicos, a qual é acentuada nos solventes halogenados, impossibilitando a aquisicdo do

espectro de 3C-RMN para estes compostos.

2.1.3.1. Preparacéo do [{(n°-CsHs)(PPhz)2Ru}4(3)][CF3SOz3]4 (7)

O metalodendrimero [{(n°-CsHs)(PPhs)2Ru}4(3)][CF3SOs]4 foi obtido através da reacgéo, a
temperatura ambiente, de 1 equivalente do dendrimero [N=C(CH2)2]oN(CH2)sN[(CH2)2C=N]: (3),
com 4,1 equivalentes do complexo organometalico [(n°-CsHs)Ru(PPhs).Cl] e 5,4 equivalentes de
AgCF3SO3 em metanol (figura 66). O metalodendrimero resultante foi isolado por precipitacdo em
diclorometano/éter etilico, obtendo-se um pé verde. O rendimento da reacgdo foi reduzido, cerca de

35%, provavelmente devido & decomposicdo do composto em diclorometano.
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Figura 66 - Esquema geral da  preparagio do  metalodendrimero

[{(°-CsHs)(PPhs)2Ru}4(3)][CF3SOs]4 (7).

De acordo com espectro de *H-RMN (figura 67) observa-se a presenca de um (nico singuleto

a 4,48 ppm relativo a ressonancia dos protdes do ligando ciclopentadienilo, indicando que estes séo

equivalentes.
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Figura 67 - Espectro de *H-RMN do metalodendrimero [{(n°-CsHs)(PPhs).Ru}4(3)][CF3SOs]4
(7) em CDCls.

Além disso, o sinal a 4,48 ppm surge desblindado relativamente ao sinal resultante da

ressonancia dos protdes do ciclopentadienilo do produto de partida [(n°-CsHs)Ru(PPhs).CI] com um
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desvio quimico de 0,38 ppm. Por outro lado, os protes dos anéis aromaticos da trifenilfosfina bem
como os protdes alifaticos do dendrimero sofreram um efeito de blindagem comparativamente aos
respectivos analogos livres (antes da coordenacao).

O espectro de 3'P-RMN (figura 68) também apresenta um Unico singuleto a 41,89 ppm
confirmando a equivaléncia dos atomos de fosforo do ligando fosfina, surgindo desblindado

relativamente ao complexo de ruténio descoordenado que surge a 38,83 ppm.
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Figura 68 - Espectro de $IP-.RMN do metalodendrimero
[{(n°-CsHs)(PPhs)2Ru}4(3)][CF3S03]4 (7) em CDCls.

Deste modo, a presenca de um Unico sinal do protéo para o ligando ciclopentadienilo e de um
Unico pico para os atomos de fésforo do ligando PPhs indica que os fragmentos de ruténio
encontram-se coordenados de forma simétrica (equivalente) nas terminagdes dendriticas, confirmando
a tetracoordenagao.

O espectro de °F-RMN (figura 69) apresenta um singuleto a - 81,78 ppm atribuido ao 4&tomos
de fludr provenientes do [CF3SOs]" como contra-ido.

\CF3803
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ppm
Figura 69 - Espectro de ¥F-RMN do metalodendrimero

[{(n°-CsHs)(PPhs)2Ru}4(3)][CF3SO3]4 (7) em CDCls.
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Relativamente ao espectro de FT-IR do metalodendrimero 7 (figura 1.1l do anexo 1), observa-se
a presenca da banda a 2271 cm™ relativa ao nitrilo coordenado confirmando a funcionalizagio
completa do dendrimero 3. Neste espectro também se visualiza a banda de vibragao caracteristica do
contra-ido [CF3SO3] -, nomeadamente a 1274 cm™L,

O estudo do metalodendrimero 7 por espectrometria de massa, também confirmou a
tetracoordenacdo do dendrimero 3 devido a presenca do padrdo de fragmentacao consistente com a
perda de dois contra-ides, a m/z = 1694,5096 ([M-2CFsSO3]**) e de trés contra-ides, a
m/z =1081,0131 ([M-3CF3SOs]**), figura L.111 do anexo I.

Os dados obtidos da analise elementar encontram-se registados na tabela 2. Note-se que 0s
valores teoricos foram calculados tendo em conta a adi¢cdo de moléculas de diclorometano uma vez
que se observa a sua presenca no espectro de *H-RMN do composto (figura 67). Esta situagio surge
devido ao isolamento do composto por precipitacdo ocorrendo a inclusdo de moléculas de solvente na

sua estrutura dendritica.

Tabela 2 - Valores tedricos e experimentais das percentagens de C, H e N obtidos para o

metalodendrimero 7.

Atomos C H N
Teorico (%) 59,23 4,53 2,21
Experimental (%) 59,21 4,54 2,20

Pela andlise elementar observa-se que os valores tedricos apresentam uma excelente

concordancia com os valores experimentais, confirmando a pureza do composto 7.

2.1.3.2. Preparacéo do [{(n°-CsHs)(PPhz)2Ru}4(6)][CF3SOz]4 (8)

A mistura de um 1 equivalente de dendrimero 6 com 4,7 -equivalentes de
[(n°-CsHs)Ru(PPhs):Cl] e 4,9 equivalentes de AgCFsSOs, em metanol, permitiu obter o
metalodendrimero 8 (figura 70). O produto foi purificado por precipitacdo em diclorometano/éter
obtendo-se um po6 verde com cerca de 25% de rendimento. O rendimento reduzido encontra-se

associado a sua instabilidade em solventes halogenados, decompondo-se rapidamente.
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Figura 70 - Esquema  geral da  preparagdo  do metalodendrimero

[{(n®-CsHs)(PPhs)2Ru}4(6)][CF3SO3]a (8).

No espectro de *H-RMN do metalodendrimero 8, os protdes do ciclopentadienilo coordenado
surgem como um singuleto a 4,44 ppm e desblindado comparativamente aos protdes do complexo de
ruténio [{(n°-CsHs)Ru(PPhs).Cl]. Os protdes alifaticos do core dendritico encontram-se como picos

largos e desblindados comparativamente ao composto inicial (figura 71).
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Figura 71 - Espectro de 'H-RMN do metalodendrimero
[{(n®>-CsHs)(PPhs)2Ru}4(6)][CF3SOs]4 (8) em CDCls.
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De acordo com o espectro de 3P-RMN (figura 72), o pico a 41,60 ppm refere-se aos atomos

de fosforo dos ligandos PPhs, surgindo desblindado relativamente ao complexo analogo de partida.
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de 31Ip_.RMN do metalodendrimero

[{(n>-CsHs)(PPhs)2Ru}4(6)][CF3S03]4 (8) em CDCls.

Deste modo, os dados de 'H- e 3P-RM

ruténio coordenadas ao dendrimero 6 pelo que a

N indicam a equivaléncia de todas as entidades de

funcionalizacdo completa foi alcangada. No caso do

espectro de ®F-RMN (figura 73) do composto 8, visualiza-se um singuleto a - 81,95 ppm

correspondente ao contra-ido [CF3SOz3]".
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Figura 73

Espectro

de BE.RMN do metalodendrimero

[{(n>-CsHs)(PPhs)2Ru}4(6)][CF3SO03]4 (8) em CDCls.
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No espectro de FT-IR para o composto 8 (figura I.IV - anexo 1), observa-se uma banda a 2269
cm™ relativo & vibragdo do nitrilo coordenado ao centro metalico, confimando a funcionalizagdo
completa uma vez que ndo se visualiza a vibragéo do nitrilo livre. As bandas de vibracao caracteristicas
do contra-ido [CFsSOs] foram identificadas a 1286 e 697 cm™.

A funcionalizacdo completa do dendrimero 6 com as entidades de ruténio também foi suportada
pela espectrometria de massa. Deste modo, no espectro de MS (figura 1.V - anexo 1) detectou-se a
distribuicéo isotopica esperada para o [M-2CF3SOs]* a m/z = 1810,9692 e para 0 [M-3CF3SO3]*" a
m/z = 1157,9568.

Relativamente a analise elementar do metalodendrimero, foi necessario também determinar os
valores teoricos tendo em conta a presenca de diclorometano. Este é visivel atraves do espectro de
'H-RMN a 5,30 ppm (figura 71).

Tabela 3 - Valores tedricos e experimentais das percentagens de C, H e N obtidos para o

metalodendrimero 8.

Atomos C H N
Tedrico (%) 57,83 4,78 2,01
Experimental (%) 57,79 4,79 2,04

Por conseguinte, observa-se na tabela 3 que os valores tedricos (incluindo 3 moléculas de
DCM) e os valores experimentais das percentagens atomicas do comporto 8 apresentam uma

concordancia elevada indicativo da pureza da amostra.

2.1.3.3. Preparacéo do [{(n®-p-cimeno)(en)Ru}s(3)][PFs]s (9)

A sintese do composto 9 foi ensaiada através da mistura de 1 equivalente de dendrimero 3, 4,1

equivalentes de [(n°-p-cimeno)Ru(en)CI][PFs] e 10,2 equivalentes de NH4PFs em metanol (figura 74).
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Figura 74 - Esquema geral da preparacio do  metalodendrimero
[{(m®8-p-cimeno)(en)Ru}4(3)][PFs]s (9).
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De acordo com o espectro de *H-RMN obtido (figura 75), apds a reac¢do de funcionalizagao,
ndo se observa alteracfes nos desvios quimicos dos protdes do complexo de ruténio. No caso da
ressonancia dos protdes do dendrimero 3, estes surgem como picos de baixa intensidade dificultando
a sua identificacdo. No espectro de 3'P-RMN (figura 76) visualiza-se um multipleto a -144,19 ppm
referente ao atomo de fosforo do contra-ido [PFe]". No entanto, tais dados ndo foram suficientes para
confirmar a funcionalizacdo completa por RMN.

Por outro lado, de acordo com o espectro de FT-IR (figura 1.VI - anexo 1), observou-se uma
banda a 2244 cm relativa a vibragéo do ligando livre e uma outra banda a 835 cm™ correspondente a
vibracédo do [PFe]".

Por fim, os dados obtidos por espectrometria de massa (MS) confirmaram a funcionalizacéo
incompleta do dendrimero 3. Assim, no espectro de MS apenas identificou-se o padrdo isotdpico
referente a coordenacdo de um dos bracos do dendrimero com um complexo organometalico
(figura 77).
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Figura 75 - Espectro de 'H-RMN do composto obtido na tentativa de preparacdo do
metalodendrimero [{(n®-p-cimeno)(en)Ru}4(3)][PFe]s (9) em DMSO-ds ((CD3)2S0).
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Figura 76 - Espectro de 3'P-RMN do composto obtido na tentativa de preparagdo do composto
[{(n®-p-cimeno)(en)Ru}4(3)]1[PFe]s (9) em DMSO-ds ((CD3)2S0).
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Figura 77 - Espectro de massa do dendrimero 3 com apenas um grupo nitrilo funcionalizado

com o complexo [(n5-p-cimeno)Ru(en)]*.

2.1.3.4. Preparacéo do [{(n®-p-cimeno)(en)Ru}(6)][PFs]s (10)

A sintese do composto 10 foi ensaiada através da mistura de 1 equivalente do composto 6 com
4.5 equivalentes do complexo [(n®-p-cimeno)Ru(en)CI][PFe] e 4,5 equivalente de NH4PFs em metanol
(figura 78).
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Figura 78 - Esquema geral da  preparacdo  do

[{(n®-p-cimeno)(en)Ru}4(6)][PFs]s (10).

metalodendrimero

Desta reaccdo obteve-se uns cristais laranja que foram caracterizados por RMN e FT-IR. De

acordo com o *H-RMN (figura 79), ndo se observaram diferencas no desvio quimico dos protdes do

produto relativamente aos protdes do complexo de partida, sugerindo a ndo coordenacao do complexo.
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Figura 79 - Espectro de *H-RMN obtido do composto proveniente da tentativa de preparacgéo

do metalodendrimero [{(n®-p-cimeno)(en)Ru}4(6)][PFs]s (10) em DMSO-ds ((CD3)2SO).
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A anélise por FT-IR (figura 1.VII - anexo ) indicou a presenca de uma banda a 2254 cm™ que
corresponde a zona de vibracdo do nitrilo descoordenado. Deste modo, a funcionalizacdo do

dendrimero 6 com o complexo Ru(n®-p-cimeno)Cl(en)][PFs] no foi alcancada.

2.2. Estabilidade dos metalodendrimeros

O conhecimento da estabilidade dos potenciais farmacos e da identidade dos produtos
resultantes da sua degradacéo é fundamental na optimizacdo do seu efeito terapéutico [113, 172, 196].

O grupo MMRG do CQM reportou a estabilidade, ao longo do tempo, dos metalodendrimeros
[{(n°-CsHs)(PPhs)2Ru}4(3)][PFe]s (11) e [{(n°-CsHs)(PPhs)2Ru}4(6)][PFs]a (12) com o contra-ido
[PFe]” em dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds) através da técnica de espectroscopia de 3P-RMN
(figura 80) [172].
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Figura 80 - Espectros de 3P-RMN dos metalodendrimeros [{(1°-CsHs)(PPhs).Ru}4(3 ou
6)][PFs]4 (11 ou 12), em DMSO-ds, a 25°C e sua evolucéo ao longo de diferentes periodos de incubacao
a 37°C [172].
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Para este efeito, solucbes de cada um dos metalodendrimeros foram preparadas em DMSO-ds,
a uma concentracéo de 0,019 mg/uL e a 25°C, e os respectivos espectros de 3'P-RMN foram tragados.
Posteriormente, estas solu¢des foram incubadas num banho de dgua a 37°C e a estabilidade das mesmas
foi monitorizada ao longo de diferentes periodos de tempo por RMN. Segundo os espectros de
3IP-RMN, ap6s 25 minutos de incubagdo a 37°C, ambos os metalodendrimeros demonstraram ser
instaveis em DMSO-ds. Este comportamento foi visivel pela reducdo do pico caracteristico da
ressonancia dos atomos de fosforo provenientes do fragmento [(n°>-CsHs)Ru(PPhs)2]" coordenado e
pelo surgimento de um novo pico, a 37 ppm. Ao fim de cerca de 4 horas, observou-se que a
decomposicdo dos metalodendrimeros ocorreu quase na totalidade.

De modo a identificar, por espectroscopia de RMN, o produto resultante da decomposicao dos
metalodendrimeros funcionalizados com [(n®-CsHs)Ru(PPhs)z]* em DMSO-ds e a prever o seu
comportamento em meio fisioldgico, optou-se por tracar ndo s os espectros de 3P-RMN, a 25°C,
para o complexo organometalico [(n°-CsHs)Ru(PPhs).CI], em DMSO-ds e numa mistura de
DMSO-ds/D-0 (figura 81), bem como da trifenilfosfina, em DMSO-ds/D20 (figura 82).

a) [(m’-CsHg)Ru(PPh;),Cl] em DMSO-d,
b) [(n3-C5sH5)Ru(PPh;),Cl] em DMSO-d; /D,0
¥ 1
0) [(m>-CsHs)Ru(PPh;),Cl] em DMSO-d, /D,0 apds 16 h
‘H
/ \
d) [(n*-CsH;)Ru(PPhy),Cl] em DMSO-d, /D,0 apds 32 h

L B B B L B B e B N A L LA
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Figura 81 - Espectros de *P-RMN do complexo [(n°>-CsHs)Ru(PPhs).Cl] a) em DMSO-ds, b)
numa mistura de DMSO-de/D2O ¢) apds 16 horas numa mistura de DMSO-ds/D20 (0 pico
aos - 0,00 ppm corresponde ao sinal do acido fosforico, HsPOs, utilizado como referéncia externa) e
d) apds 32 horas numa mistura de DMSO-ds/D20.
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No que diz respeito ao espectro de 3P-RMN do complexo [(n°-CsHs)Ru(PPhs).Cl] em
DMSO-ds, observou-se a presenga de um pico localizado a 38,71 ppm referente aos atomos de fosforo
dos ligandos de trifenilfosfina coordenados (figura 81a). A adi¢ao de 4gua deuterada a solugédo anterior
conduziu a formacdo imediata de uma suspensdo, a qual apresentou um pico de baixa intensidade a
38,26 ppm, atribuido ao composto inicial, e um pico novo de maior intensidade a 36,25 ppm indicativo
da decomposicdo do complexo organometalico (figura 81b). Apd6s 16 horas, verificou-se o
desaparecimento da suspensdo inicial e a presenca de um Unico pico no espectro de 3P-RMN a
36,78 ppm (figura 81c). Este pico manteve-se na mesma zona do espectro, a 36,21 ppm, ao fim de
32 horas (figura 81d).

O produto resultante da decomposicdo do complexo organometalico [(n°-CsHs)Ru(PPhs)2Cl]
em DMSO-de/D20 a aproximadamente a 36 ppm (figuras 81b,c,d), ndo corresponde a perda dos
ligandos PPhs uma vez que a ressonancia dos atomos de fésforo da PPhs descoordenada ocorre
a - 6,85 ppm (figura 82).

Figura 82 - Espectro de 3P-RMN da trifenilfosfina numa mistura de DMSO-ds/D-0.
Provavelmente, a decomposicdo do complexo organometalico [(n°-CsHs)Ru(PPhs).Cl] é

mediada pela substituicdo do ligando cloro por uma molécula de dgua ou de DMSO, formando-se
assim os complexos [(n°-CsHs)Ru(PPhs)2(OH2)]Cl ou [(n°-CsHs)Ru(PPhs)2(DMSO)]CI.
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Face aos resultados obtidos para o complexo [(n°-CsHs)Ru(PPhs).Cl] em DMSO-ds/D20O
(figura 81b,c,d), defende-se que o produto resultante da degradacdo dos metalodendrimeros
[{(n°-CsHs)(PPhs)2Ru}4(3 ou 6)][PFs]s (11 ou 12) em DMSO-ds (figura 80) podera corresponder a
libertagdo do fragmento organometalico [(n°>-CsHs)Ru(PPhs)2]*, o qual podera ter sido mediado pela
introducédo de uma molécula de DMSO ou de H2O (presente em quantidade residual no solvente
DMSO).

De referir que estudos espectroscopicos de *H-RMN demonstraram que os complexos de
ruténio, com formula geral [(n®-areno)RuClz(L)] (onde L = diferentes ligandos N-heterociclicos),
quando dissolvidos em DMSO, ocorre a permuta do ligando L com o DMSO (figura 83) [197].
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Figura 83 - Esquematizac&o da dissocia¢do do complexo [(n®-p-cimeno)RuClz(L)] em DMSO,

onde L = diferentes ligandos N-heterociclicos [197].

Dado que os metalodendrimeros em estudo decompdem-se num curto periodo de tempo, é
critico o estudo do seu mecanismo de degradacdo e o isolamento e caracterizacdo dos produtos
resultantes deste processo visto que estas entidades poderdo estar envolvidas na actividade
biol6gica/anticancerigena. Por conseguinte, sugere-se um estudo mais aprofundado do comportamento
dos metalodendrimeros [{(n°-CsHs)(PPhs).Ru}s(3 ou 6)] e do complexo monometalico de
[(n®-CsHs)Ru(PPhs)2Cl] ndo sé nas condigdes analisadas (100% de DMSO-ds € em DMSO-ds/D20),
bem como em solucdes representativas das condi¢Ges presentes nos fluidos bioldgicos (e.g. diferentes
concentragdes de NaCl e de valores de pH). Estes estudos irdo permitir o conhecimento da(s)
identidade(s) que alcanga(m) as celulas e a optimizacdo da reactividade quimica dos

metalodendrimeros em solucéo.

2.3. Avaliagdo da actividade bioldgica in vitro

O potencial anticancerigeno dos metalodendrimeros [{(n°-CsHs)(PPhs)2Ru}4(3)][CF3sSO4] e
[{(n°-CsHs)(PPhs)2Ru}4(6)][CF3SO4] foi avaliado in vitro nas linhas cancerigenas humanas Caco-2
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(adenocarcinoma colorrectal), CAL-72 (osteossarcoma), MCF-7 (adenocarcinoma da mama), A2780
(carcinoma do ovario) e A2780cisR (carcinoma do ovario, resistente a cisplatina). Para além destas
celulas, estudou-se também a citotoxicidade dos compostos em células saudaveis, nomeadamente em
celulas estaminais mesenquimais humanas (MSCs).

Na determinacdo do efeito da exposicdo dos compostos nas linhas celulares referidas,
utilizou-se o ensaio do brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Este teste
colorimétrico € utilizado frequentemente na determinacdo da viabilidade celular e baseia-se na redugéo
do sal amarelo de tetrazdlio (MTT), pela enzima mitocondrial desidrogenase succinica das células
viaveis, em cristais de formazano de cor azul-purpura (figura 84). Estes cristais sdo solubilizados
(e.g. DMSO) e quantificados por espectrofotometria, onde a absorvancia registada é directamente
proporcional a concentracdo de formazano produzida e que, por sua vez, é directamente proporcional

ao numero de células metabolicamente activas [198, 199].

+2H
(€]
Br HBr

MTT formazano

Figura 84 - Representacdo esquematica da conversdo do MTT em formazano (adaptado da
referéncia [200]).

Para fins comparativos, para além da exposicdo dos metalodendrimeros 7 e 8 determinou-se,
também, o efeito da exposicdo in vitro dos dendrimeros 3 e 6, do complexo monometalico
[(n°-CsHs)Ru(PPhs):Cl], da trifenilfosfina e da cisplatina na proliferacio das linhas celulares
anteriormente referidas. Assim, na tabela 4 encontram-se discriminados 0s compostos testados e as

respectivas designacdes adoptadas nos resultados de citoxicidade.
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Tabela 4 - Férmula molecular dos compostos testados e respectivas identificacfes usadas nos
ensaios de citotoxicidade. As concentracOes testadas para cada composto nos diferentes tipos celulares

também se encontram discriminidas (n.d. = ndo determinado).

Compostos Designacio Concentracdes Células
(nM)

[N=C(CH,),],N(CH,)sN[(CH,),C=N], 3 0,05 - 500 Caco-2, CAL-72, MCF-7,
A2780, A2780cisR e MSCs

[N=C(CH,),0(CH,);],N(CH,)(N[(CH,);0(CH,),C=N], 6 0,05 - 500 Caco-2, CAL-72, MCF-7,
A2780, A2780cisR e MSCs

[(m3-CsHs)Ru(PPh,),Cl] RuCp 0,05-5e >5and. Caco-2, CAL-72, MCF-7,
A2780, A2780cisR e MSCs

PPh, PPh, 0,05 - 500 Caco-2, CAL-72, MCF-7,
A2780, A2780cisR e MSCs

[{(m3-CsH5)(PPh;),Ru},(3)][CF,S0;], 7 0,05 - 50 Caco-2, CAL-72, MCF-7,
A2780, A2780cisR e MSCs

8 0,05 - 50 A2780, A2780cisR, MSCs

S,
[{('1 'CSHS)(PPhs)ZRu}4(6)][CFSSOS]4 0)05 - 500 Caco—Z, CAL—72, MCE-7
Cis-[Pt(NH;),CL)] CisPt 0,05 - 500 A2780, A2780cisR, MSCs

Como apresentado na tabela 4, todos os compostos foram incubados com os diferentes tipos
celulares num intervalo de concentragdes entre 0,05 a 500 uM ou 0,05 a 50 puM. No entanto, devido a
baixa solubilidade do composto monometalico [(n°-CsHs)Ru(PPhs).Cl] (RuCp) em DMSO, as
concentragdes absolutas pretendidas acima de 5 pM néo puderam ser exactamente determinadas.

Para além disso, desconhece-se também as concentracfes testadas nas células superiores a
5 uM dos metalodendrimeros 7 e 8 uma vez que as solu¢des em DMSO destes compostos precipitaram
em meio de cultura.

Ao fim de 72 horas de exposi¢do continua dos compostos nas células, fotografou-se
primeiramente um pogo representativo de cada condicdo testada com um microscopio de campo claro
e, de seguida, realizou-se o0 ensaio do MTT. As observacdes registadas no microscépio (figuras 11.1 a
[1.XI1 - anexo Il) mostraram a reducéo drastica do numero de células bem como a perda da morfologia
caracteristica das células para algumas das condi¢des analisadas (e.g. em concentracdes superiores a
0,05 uM para os metalodendrimeros 7 e 8). Além disso, nas situa¢cBes onde 0s compostos ndo se
dissolveram na totalidade visualizou-se 0 composto insolGvel nas imagens recolhidas.

No que concerne ao ensaio do MTT, a partir dos valores de absorvancia obtidos determinou-se
as percentagens da viabilidade celular em funcéo das respectivas concentracfes para os diferentes
compostos. De modo a realcar a baixa toxicidade observada para os dendrimeros 3 e 6 na maioria das
linhas celulares testadas, agrupou-se as diferentes linhas celulares em funcéo da exposic¢éo de cada um

destes compostos (figura 85).
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Figura 85 - Representagdo gréfica do efeito dos dendrimeros 3 e 6 sobre a viabilidade das
linhas celulares Caco-2, CAL-72, MCF-7, A2780, A2780cisR e das MSCs, onde o controlo

corresponde as células em meio de cultura completo com 0,5% de DMSO. Cada coluna representa a

média de seis replicatas de um ensaio independente e a barra de erro corresponde ao desvio padrdo

relativo respectivo.

Por outro lado, de modo a visualizar em simultdneo, o possivel efeito anticancerigeno do RuCp,

da PPhs, da CisPt e dos metalodendrimeros 7 e 8, optou-se por agrupar os referidos compostos por

linha celular avaliada (figura 86).
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Figura 86 - Representacdo grafica da accdo dos compostos RuCp, PPhsz, dos
metalodendrimeros 7 e 8 e da CisPt na viabilidade das linhas celulares Caco-2, Cal-72, MCF-7, A2780,
A2780cisR e nas MSCs. O controlo corresponde as células em meio de cultura completo com 0,5% de
DMSO e cada coluna representa a média de seis réplicas com a barra de erro a corresponder ao desvio
padrdo relativo. As concentragdes > 25 uM do composto RuCp e dos metalodendrimeros 7 e 8 séo
desconhecidas.
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Os gréficos ilustrados na figura 86 apresentam valores de desvio padrdo relativo acentuados,
indicando que ha uma variabiliadade significativa entre as replicatas realizadas. Este fenémeno é
principalmente visivel nas células A2780, A2780cisR e nas MSCs. Deste modo, sugere-se que a
discrepancia verificada poderd estar associada a algum problema de caracter experimental
(e.g. distribuicdo variavel do nimero de células por pogo). Em funcdo dos dados apresentados,
propde-se a repeticdo destes ensaios de forma a se obter dados mais consistentes entre replicatas.

Dado que também se observaram valores de absorvancia inferiores a 0,75 nos po¢os com
apenas células e meio de cultura completo (controlo do crescimento celular) e, sendo o intervalo de
absorvancia recomendado de 0,72 a 1,25 [201, 202], propde-se também o aumento do nimero de
celulas semeadas.

Para além disso, um outro aspecto a destacar sdo as percentagens de viabilidade celular
superiores a 100% (figuras 85 e 86). Este fendmero est4d normalmente associado a mecanismos de
defesa celular que ocorrem quando as células sdo expostas a baixas concentracdes de substancias
toxicas. Sabe-se que estes mecanismos poderdo envolver um aumento da actividade
enzimatica/metabdlica das células resultando numa reducdo do MTT superior. Este aumento da
actividade enzimatica contribui para 0 aumento da absorvancia registada provocando percentagens de
viabilidade celular superior em relacdo ao controlo sem qualquer tipo de composto [203].

Todavia, a partir dos graficos da viabilidade celular estimou-se para 0s compostos testados a
concentracdo requerida para inibir 50% da viabilidade celular (ICso) contra os diversos tipos de células

analisadas, onde os resultados encontram-se sumarizados na tabela 5.

Tabela 5 - Valores de 1Cso (em M) dos dendrimeros 3 e 6, do complexo monometalico RuCp,
da PPhs, dos metalodendrimeros 7 e 8 e da cisplatina nas linhas celulares Caco-2, CAL-72, MCF-7,
A2780, A2780cisR e nas MSCs ap0s 72 horas de exposi¢do (n.d. = ndo detectado dentro do intervalo
de concentragdes testado).

Caco-2 CAL-72 MCF-7 A2780 A2780cisR MSCs
Compostos iila  coro molowla oo moweda  cate  mosmls oo moeds  came  moeda oo
metélico metdlico metilico metélico metélico metdlico
3 n.d. n.d. n.d. nd. n.d. n.d. n.d. n.d. nd. n.d. n.d. n.d.
6 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 423,1 - n.d. n.d. 0,2 -
RuCp 14,7 14,7 2.4 2.4 4.4 4.4 0,3 0,3 23 23 n.d. n.d.
PPh, n.d. n.d. n.d. n.d. - - 39,2 - 149,2 - 02 -
7 3.4 13,6 0,6 2.4 2,5 10,0 0,1 0,4 0,3 1,2 n.d. n.d
8 32 12,8 1.4 5.6 3.0 12,0 02 0.8 03 12 nd nd
CisPt 8.9" 8,97 - - 13* 13* 1,1 1,1 633 63,3 2.5 2,5

“reportado no artigo [204]; ““reportado no artigo [205].
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Note-se que para alguns compostos nao foi possivel determinar o ICso uma vez que, no intervalo
de concentracgdes de trabalho, a percentagem de viabilidade celular ndo atingiu ou foi sempre superior
a 50%.

De acordo com os resultados obtidos (figura 85 e tabela 5), observou-se que os dendrimeros 3
e 6 apresentaram uma baixa actividade citotoxica na maioria das linhas celulares estudadas. Apenas o
dendrimero 6 apresentou valores de ICsp, nomeadamente 423,1 e 0,2 UM nas células A2780 e nas
MSCs, respectivamente.

No que diz respeito aos ensaios com o complexo organometalico [(n°-CsHs)Ru(PPhs):Cl],
verificou-se que este composto exibiu uma accdo inibitdria significativa no crescimento de todas as
células testadas, tendo apresentando uma maior citotoxicidade nas MSCs, figura 86 e tabela 5.
Comparativamente aos resultados da cisplatina, evidenciou-se que, a excepcao das células Caco-2, o
complexo monometélico de ruténio (RuCp) apresentou uma actividade antiproliferativa superior.

Relativamente ao perfil citotoxico da trifenilfosfina (PPhs), constatou-se que, dentro da gama
de concentracGes de trabalho, este composto apresentou um potencial citotoxico reduzido nas linhas
celulares Caco-2, CAL-72 e MCF-7. Para as restantes linhas celulares, verificou-se que a trifenilfosfina
exibiu um efeito citotoxico moderado nas células A2780 (ICso = 39,2 pM) e A2780cisR
(ICs0 = 49,2 uM) e uma elevada citotoxicidade nas MSCs (ICso = 0,2 uM). De focar que o complexo
[(n®-CsHs)Ru(PPhs).Cl] mostrou uma actividade inibitoria da proliferacdo das células muito superior
a da PPhs.

No caso dos metalodendrimeros 7 e 8, evidenciou-se que a citotoxicidade por molécula nestes
compostos foi superior a do fragmento monometalico [(n°-CsHs)Ru(PPhs).Cl] (RuCp, tabela 5). Estes
metalodendrimeros revelaram perfis de citotoxicidade muito similares, com uma forte actividade
citotoxica contra o painel de células estudado comparativamente ao efeito inibitério da cisplatina.
Contudo, as células menos afectadas pela actividade dos metalodendrimeros estudados foram as
Caco-2 e as MCF-7, com valores de ICso de 2,5 a 3,4 UM, respectivamente. As MSCs foram as mais
afectadas por estes compostos com uma percentagem de viabilidade celular inferior a 35% para a
concentragdo mais baixa testada (0,05 uM), seguido das linhas celulares provenientes do cancro dos
ovarios (A2780 e A2780 cis) com valores de ICs situados entre 0,1 a 0,3 uM, inclusive.

Em termos de citotoxicidade por centro metalico, observou-se que os metalodendrimeros 7 e 8
apresentaram um potencial inibitorio superior a do complexo [(1>-CsHs)Ru(PPhs).Cl] (RuCp) para as
ceélulas Caco-2 e A2780cisR. Em comparacdo com a cisplatina, os metalodendrimeros exibiram uma
toxicidade por centro metalico superior nas células MCF-7, A2780, A2780cisR e nas MSCs, sendo

que ndo foi possivel estabelecer esta comparacdo para a linha celular CAL-72, uma vez que a
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citotoxicidade da cisplatina para estas células ainda nao foi determinada e ndo se encontra reportada
na literatura consultada.

Em suma, os metalodendrimeros 7 e 8 preparados demonstraram um potencial citotoxico
promissor, o qual foi superior ao registado para as estruturas dendriticas dos compostos 3 e 6 e para 0
complexo [(1°-CsHs)Ru(PPhs)2Cl]. No entanto, com a excepgéo do dendrimero 3, todos os restantes
compostos testados inibiram significativamente o crescimento das células estaminais mesenquimais
(MSCs). Por conseguinte, torna-se imprescindivel a optimizacao da estrutura dos metalodendrimeros
para os direccionar selectivamente para as células cancerigenas.

Para além disso, na repeticdo dos ensaios sugere-se a selec¢éo de um intervalo de concentracdes
mais proximo dos valores de ICso registados com vista a obtencdo de uma melhor relagéo entre o
crescimento celular em funcdo do aumento da concentracdo, permitindo assim uma melhor
compreenséo dos dados e a determinagdo mais precisa do valor de 1Cso.

Relativamente a actividade citotoxica dos metalodendrimeros reportados na literatura [106,

158, 159, 167-169, 206, 207], os valores de ICso de alguns compostos sdo mencionados na tabela 6.
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Tabela 6 - Valores de ICso (UM) reportados na literatura para diversos metalodendrimeros em diferentes linhas celulares.

N

Metalodendrimeros Linha ICso Metalodendrimeros Linha ICso Metalodendrimeros Linha I1Cso
[ref] celular (uM) [ref] celular (uM) [ref] celular (UM)
DAB(PA-trans-Pt-Cl)4 [168] Poli(amidoamina) de cobre Poli(propilenoimina) com
A [160] O complexos quelantes de N,N- >32
Gy~ NHy HaN, o Cl L1210/0 12,4 G £ MOLT-4 11,1 o
H,NQ @NHJ pNQN = Q- ruténio(ll)-areno [106] (n=4)
\ / PN el b A2780
= o L :‘ E’L ‘0\@\0 n Pl I: e
= el TN . B 2N Y ~_ A2780cisR
JCI@NHa H3N/®C| Cl-é‘ ﬂ ZO,,’\'O \ /"‘ n . CIS S 4
L1210/2 9,3 N o MCF-7 10,2 ’ A
~ (n=8)
m-4F-(PtDMSQ)sDAB(PA)4 Poliamida de platina (II) e Poli(propilenoimina) com
[206] paladio (11) [167, 169] complexos quelantes de N,O- > 25
a—é ruténio(ll)-areno [159] (n=4)
) f;JY \/Efi? A2780
k v \S /%/ ﬁi rf
N”xa )N@Nig MCF-7 5 i MCF-7 > 30 / e
F Ha zN\ / 2 Hy F . @ N\ )
fN«/\,N\\ ?/MI = : YCL | Ru—0 A A2780cisR >1,6
e - il % e (n>4)
F O Ha ,S% 0”\ H; F E
Poli(amidoamina) de platina Poli(propilenoimina)  com Poli(propilenoimina) com
[160] complexos monodentados de > 40 | complexos quelantes de N,O- >89
MOLT-4 > 100 o o
(Q ruténio(ll)-areno[158] (n=4) ruténio(ll)-areno-PTA[159] (n=4)
‘C‘@CK #?C R [* _ A2780
C 2 jo B A2780 a PF, ]
A . N N A > 20 @ >0,8
=t N 7L ) ) .C H Cww. | A2780cisR
59 ks C(ﬁg"‘ MCF-7 = inerte e (n=18) /) @R (n>4)
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Conforme os dados apresentados na tabela 6, é possivel verificar que os metalodendrimeros
preparados no corrente trabalho, demonstraram valores de ICso inferiores relativamente a outros
compostos similares independentemente da geracdo. De salientar que os valores de 1Csg obtidos para
os metalodendrimeros 7 e 8 sdo mais baixos do que os valores reportados para compostos semelhantes
de geracGes superiores.

No entanto, € de frisar que esta comparacdo ndo pode ser efectuada de forma directa uma vez
que existem diversos parametros que contribuem para a variabilidade de resultados entre trabalhos
experimentais (e.g. diferencas no nimero de células semeadas, tempo de exposi¢cdo dos compostos,
tipo e condicbGes do ensaio de citotoxicidade utilizado). Recomenda-se deste modo, uma futura
avaliacdo dos diversos metalodendrimeros sob condi¢cdes semelhantes de forma a se compreender o

seu verdadeiro potencial.
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Capitulo 3 — Conclusdes e perspectivas futuras

No presente trabalho, ensaiou-se a incorporacdo de complexos organometalicos de ruténio (I1)
na periferia dos dendrimeros de poli(alquilideno imina) com terminais nitrilo. Na preparacdo destes
metalodendrimeros utilizaram-se os dendrimeros [N=C(CH2)2]oN(CH2)sN[(CH2).C=N]. (3) e
[N=C(CH2)20(CH2)3]2N(CH2)sN[(CH2)30(CH2)2C=N]. (6) e o0s complexos organometalicos
[(n®-CsHs)Ru(PPhs)2Cl] e o [(n®-p-cimeno)Ru(en)CI][PFe].

Da reacgdo dos dendrimeros 3 e 6 com o [(n°-CsHs)Ru(PPhs)2Cl], na presenca do AgCF3sSOs,
obteve-se 0S metalodendrimeros [{(n°-CsHs)(PPhs)2Ru}4(3)][CF3SO04]4 (7 e
[{(°-CsHs)(PPhs)2Ru}4(6)][CF3S04]4 (8). De acordo com os dados obtidos da espectroscopia de RMN
(*H,3'P,1°F) e de infravermelho, da espectrometria de massa e da analise elementar, constatou-se a
funcionalizagdo completa dos dendrimeros 3 e 6 com fragmentos de Ru(ll).

No entanto, os metalodendrimeros 7 e 8 foram obtidos com baixos rendimentos, nomeadamente
35 e 25%, respectivamente. Provavelmente, tais rendimentos deveram-se aos processos de purificacao
utilizados (extraccéo e precipitacdo), pois na presenca de diclorometano os compostos apresentam uma
estabilidade reduzida. Deste modo, sugere-se o aperfeicoamento dos métodos de purificacdo de forma
a aumentar os rendimentos finais. Para o efeito, algumas sugestdes passam por a) adaptar determinados
parametros reaccionais (e.g. colocar primeiramente o complexo de ruténio a agitar com o abstractor
de cloreto e depois adicionar o dendrimero gota-a-gota); e b) estudar outros sistemas de solventes para
extrair e precipitar o composto.

No caso da reac¢do do dendrimero 3 com o complexo [(n®-p-cimeno)Ru(en)CI][PFe], segundo
0 RMN, o FT-IR e a espectrometria de massa, ocorreu a funcionalizacdo de apenas um dos bracos do
dendrimero. A funcionalizagdo do dendrimero 6 com o complexo [(n®-p-cimeno)Ru(en)CI][PFe]
também néo foi alcangada, a qual foi confirmada por RMN e FT-IR.

Nos estudos de estabilidade do complexo [(n°-CsHs)Ru(PPhs).Cl], observou-se que este
complexo decompde-se em DMSO-ds/D2O, onde o produto resultante propde-se que seja um dos
seguintes complexos  [(n°-CsHs)Ru(PPhs)2(OH2)]Cl/[(n°-CsHs)Ru(PPhs)(DMSO)]CI. Para além
disso, especula-se que uma destas espécies corresponda ao produto resultante da degradacdo dos
metalodendrimeros [{(n°-CsHs)(PPhs):Ru}s(3 ou 6)] em DMSO-ds. Todavia, mais estudos s&o
requeridos para isolar e caracterizar 0s compostos resultantes da decomposicdo destes
metalodendrimeros. Por essa razdo, propde-se um estudo mais detalhado das propriedades
fisico-quimicas destes compostos em condicdes fisiolégicas de forma a se compreender a sua

reactividade quimica e estabelecer uma relacdo entre a estrutura quimica e a actividade bioldgica.
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Nos ensaios bioldgicos in vitro, observou-se que os metalodendrimeros 7 e 8 apresentaram uma
citotoxicidade por molécula significativa nas linhas celulares cancerigenas Caco-2, CAL-72, MCF-7,
A2780, A2780cisR, com valores de 1Cso compreendidos entre 0,1 e 3,4 puM. Estes valores foram
superiores aos registados para os dendrimeros 3 e 6 e para os complexos [(n°-CsHs)Ru(PPhs).Cl] e
cis-[Pt(NHs)2Cl] (cisplatina). Em termos da citoxicidade por centro metélico, os metalodendrimeros
foram mais citotoxicos do que o complexo [(n°-CsHs)Ru(PPhs).Cl] para as células Caco-2 e
A2780cisR do que a cisplatina para as células MCF-7, A2780, A2780cisR e nas MSCs.

Deste modo, verificou-se que os metalodendrimeros 7 e 8 apresentaram valores de 1Cso mais
baixos, 0 que podera ser indicativo de um potencial anticancerigeno superior quando comparado com
outras drogas convencionais (e.g. cisplatina).

De uma forma geral, os estudos preliminares de citotoxicidade apresentaram resultados
satisfatorios, no entando, diversos aspectos deverdo ser tidos em consideragdo futuramente:

i. a variabilidade acentuada entre as réplicas para algumas situacdes, resultou em desvios
padrdo relativos acentuados. E assim recomendado o aprimoramento de alguns parametros
experimentais de forma a se obter resultados mais consistentes;

ii. as células estaminais mesenquimais humanas (MSCs) foram as mais afectadas pelos
metalodendrimeros 7 e 8, pelo que é importante investigar formas de aumentar a selectividade destes
compostos para as células cancerigenas. Tal estratégia podera passar por:

e utilizar fragmentos organometalicos de ruténio com ligandos que interajam com
proteinas exclusivas das células cancerigenas ou que actuem exclusivamente nas
principais vias de sinalizagdo do desenvolvimento do cancro;

e modificar e aplicar os compostos na forma inerte para que sejam apenas activados nos
tumores;

e determinar para estes metalodendrimeros as entidades quimicas associadas ao seu efeito
citotoxico e explorar formas de atingir uma activacao selectiva dos agentes bioactivos
nas células alvo;

e explorar uma possivel acumulacgdo preferencial nos tumores através do efeito EPR.

e maximizar a solubilidade dos metalodendrimeros 7 e 8 em dgua explorando a utilizacao
de diferentes contra-ides.

Para além da importancia dos pontos anteriores, uma analise mais completa da citotoxicidade
destes metalodendrimeros é requerida, de modo a conhecer e compreender a sua captagdo e
distribuicéo celular; alvos de ac¢édo e os mecanismos de acc¢do. De forma a se atingir conclusdes mais

concretas relativamente a estas quest(”)es, sugere-se:
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i. 0 estudo dos mecanismos de internalizacdo celular e o possivel efeito sobre as vias
metabolicas. Desta forma, a monitorizacdo do percurso e o destino bioldgico sdo elementos
importantes de modo a identificar os possiveis mecanismos de acc¢ao destes metalodendrimeros;

ii. a identificacdo e quantificacdo das interacgdes com biomoléculas relevantes (e.g. ADN,
albumina, transferrina); torna-se assim importante a investigacdo dos genes que sdo silenciados ou
activados na presenca do farmaco e o respectivo efeito sobre a sobrevivéncia e proliferacéo celular;

iii. uma anélise conjunta de diversos ensaios bioquimicos que permitam elucidar o efeito dos
metalodendrimeros sobre a protedbmica e mecanismos de morte celular (i.e. apoptose vs necrose). Tais
estudos poderdo fornecer informacGes importantes relativamente ao efeito dos metalodendrimeros
sobre proteinas intervenientes em processos bioldgicos chave e assim elucidar possiveis mecanismos
de accdo (e.g. identificar possiveis mecanismos de resisténcia e citotoxicidade).

A elucidacdo do alvo ou alvos de acgdo dos farmacos, o conhecimento dos mecanismos
moleculares envolvidos nesta actividade bem como o estabelecimento de uma relacdo entre a estrutura
e a sua accdo definem-se como elementos importantes a considerar para o desenvolvimento de
farmacos mais eficazes. Torna-se claro que a descoberta de tais pardmetros poderd conduzir ao
desenvolvimento de farmacos mais especificos e selectivos para o cancro, minimizando assim 0s
possiveis efeitos secundarios e permitindo uma possivel previsdo dos mecanismos de resisténcia
celular que se possam vir a manifestar.

Assim sendo, avista-se um longo mas promissor caminho para a optimizagédo da estrutura dos
metalodendrimeros assim como na investigacdo das suas propriedades farmacoldgicas para 0 combate

ao cancro.
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Capitulo 4 — Componente experimental

4.1. Solventes e reagentes

A excepcdo da  preparagido do  composto  [N=C(CH2)20(CHz)s]2N(CHa2)eN
[(CH2)30(CH2)2.C=N]2, todas as reac¢des foram efectuadas sob atmosfera inerte, recorrendo a técnicas
de Schlenk usuais [208, 209].

Para as reaccdes e purificacdes executadas sob atmosfera inerte, os solventes foram sujeitos a
agentes de secagem ou desarejados sob fluxo de azoto (tabela 7). E de referir que o sistema de
purificacdo de solventes mnBRAUN MB SPS-800 também foi utilizado na secagem do diclorometano,

do éter etilico e do tetrahidrofurano.

Tabela 7 - Processos de secagem ou desarejamento dos solventes utilizados.

Solvente Pré-secagem Refluxo Outro
Metanol CaH, Destilagao -
Eter etilico Fio de sodio Fio de sodio/Benzofenona mBRAUN MB SPS-800
Diclorometano CaH, CaH, mBRAUN MB SPS-800
Tetrahidrofurano Cal, Fio de sodio/Benzofenona mBRAUN MB SPS-800
Acetonitrilo Desarajamento com N,
Etanol - - Desarajamento com N,

- - mBRAUN MB SPS-800
Eter Petroleo ou
Desarajamento com N,

Benzeno - - Desarajamento com N,

Os reagentes foram adquiridos a Acros Organics ([(n®-p-cimeno)RuCl;], , NaPFs, NH4PFes,
LiAIH4, H2,C=CHCN e 0 AgCF3S0:s), a Fisher Scientific (NaOH e o HCI), a Lab-Scan (CH3CN) e a
Merck-Schuchardt (NH2.CH2CH2NH.). Apenas o NaPFs e a NH,CH>CH2NH, foram previamente

purificados, respectivamente, por recristalizacdo em acetonitrilo e por destilacéo.
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4.2. Equipamentos

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H, 3P e °F foram obtidos num
espectrometro Bruker Avance 11" 400 a 299 + 5 K (temperatura da sonda). O desvio quimico foi
reportado em partes por milhdo (ppm), utilizando como referéncia interna os sinais dos solventes
residuais para o protdo (CDCls: *H 6 7,26; DMSO-ds: H 6 2,50 ppm). Nos espectros de RMN de 3!P
e 1°F utilizaram-se respectivamente solucdes aquosas de HsPOs a 85% e de KF a 0,5 M como
referéncias externas.

Os espectros de infravermelho foram obtidos nos espectrometros Nicolet Avatar 360 ou Bruker
Alfa em pastilhas de KBr, sendo que apenas as bandas significativas sao referidas ao longo do texto.

Os espectros de massa (TOF-MS) foram registados num espectrometro Micro-mass LCT na
Universidade de Jyvaskyla, Finlandia, pela técnica Mirja Lahtipera.

As analises elementares foram realizadas com o equipamento Variol El da Elementar na

Universidade de Jyvaskyla, Finlandia.

4.3. Sinteses

Os procedimentos adoptados na preparagdo dos compostos em estudo encontram-se
subdivididos em trés categorias, a saber: sintese dos compostos organometalicos, sintese dos

dendrimeros e sintese dos metalodendrimeros.

4.3.1. Sintese dos compostos organometalicos
4.3.1.1. Sintese do [(n®-p-cimeno)Ru(en)CI][PFs] (1)

Primeiramente, dissolveu-se o dimero [(n®-p-cimeno)RuCl], (0,52 g, 0,85 mmol, 1 eq) em
77 mL de metanol desarejado. Seguidamente, adicionou-se a etilenodiamina (0,18 mL, 2,69 mmol,
3,2 eq) verificando-se a alteracdo da cor da solucdo de vermelho para laranja. Deixou-se a mistura
reaccional sob agitacdo, protegida da luz e a temperatura ambiente durante 5 horas. Filtrou-se a solucao
e adicionou-se o NaPF (0,31 g, 1,82 mmol, 2,1 eq). Concentrou-se a solugéo, adicionou-se éter etilico
e colocou-se em repouso a -20°C, ocorrendo a formacéo de cristais laranja. Recolheu-se o produto e
lavou-se varias vezes com éter etilico. Obteve-se cerca de 0,40 g (50% de rendimento) de composto 1.

Caracterizacéo

'H-RMN (400 MHz, DMSO-dg): & = 6,12 (br., 2H), 5,59 (d, Jun = 6 Hz, 2H), 5,43 (d,
JnH=6 Hz, 2H), 4,14 (br., 2H), 2,82 (sept., 1H), 2,33 (br., 2H), 2,22 (br., 2H), 2,15 (s, 3H) e 1,21 (d,
JHH=6,8 Hz, 6H) ppm.
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4.3.1.2. Sintese do [(n®-p-cimeno)Ru(NCCHz)2CI][PFe] (2a)

Inicialmente preparou-se uma suspensao do dimero [(n®-p-cimeno)RuCl] (0,35 g, 0,57 mmol,
1eq) e NH4PFs (0,20 g, 1,22 mmol, 2,1 eq) em 9 mL de acetonitrilo desarejado. Deixou-se a mistura
resultante sob agitacdo e a temperatura ambiente durante 50 horas. Ao fim desse tempo, filtrou-se a
solucdo laranja para remover o sal de NH4Cl formado na reacgéo e evaporou-se o solvente sob vacuo,
obtendo-se um dleo laranja. Este foi arrefecido a -20°C em éter ¢ “triturado”, obtendo-se um sélido
pulverulento de cor laranja. Removeu-se o solvente e lavou-se o residuo repetidas vezes com éter
etilico. Dado que o espectro de *H-RMN do produto resultante apresentava uma mistura de compostos,
nomeadamente o complexo de ruténio de partida e o0 composto pretendido, optou-se por proceder ao
seu isolamento através da precipitacdo em diclorometano e éter. No entanto, o composto precipitado

correspondeu maioritariamente ao dimero [(n®-p-cimeno)RuClz]..

4.3.1.3. Sintese do [(n®-p-cimeno)Ru(dppe)CI][CI] (2b)

Esta sintese foi efectuada de acordo com o trabalho descrito por Daguenet e Dyson [182].
Adicionou-se a suspensio de [(n°-p-cimeno)RuCl2]2 (0,20 g, 0,33 mmol, 1 eq) em 60 mL de etanol &
suspensdo de 1,2-bis(difenilfosfino)etano (dppe, 0,54 g, 1,36 mmol, 4,2 eq) em 60 mL de etanol.
Colocou-se a suspenséo resultante de cor laranja sob refluxo (82°C) durante 17 horas. No tratamento
do produto bruto, inicialmente colocou-se a mistura reaccional a -20°C para precipitar o0 composto
secundario [Ru(dppe)-Cl2], no entanto apenas uma quantidade reduzida de composto amarelo
precipitou. Seguidamente, filtrou-se a solucdo e concentrou-se até ocorrer a precipitacdo de mais
composto amarelo e do excesso de fosfina. Filtrou-se novamente a solucéo, removeu-se o solvente e
lavou-se o solido repetidas vezes com éter etilico. Dado que o espectro de *H-RMN do composto
obtido encontrava-se impuro optou-se por cristalizar o composto em diclorometano/éter
petrdleo, -20°C. Obteve-se uma pequena quantidade de cristais laranja, os quais foram lavados com
éter etilico e secos sob véacuo. Este produto foi caracterizado por 'H-RMN indicando ser o
complexo 2b.

Caracterizacéo:

!H-RMN (400 MHz, CDCls): § = 7,8 - 7,2 (m, 20H, Ph), 6,22 (d, Jun=6,0 Hz, 2H), 6,08 (d,
Ju,n=6,0 Hz, 2H), 2,96 (m, 2H), 2,49 (m, 2H), 2,37 (sept, 1H), 1,22 (s, 3H), 0,83 (d, Ju,H = 6,8 Hz,
2H) ppm. 3P-RMN (161 MHz, CDClz): § = 70,91 (s) ppm.
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4.3.2. Sintese dos dendrimeros

4.3.2.1. Sintese do [OH(CH2)3]2N(CH2)sN[(CH2)sOH]2 (5)

A uma suspenséo de LiAlH4 (1,02 g, 26,96 mmol, 4,8 eq) em THF (20 mL) adicionou-se, a
0°C e gota a gota, 0 composto [OtBu(C=0)(CH2)2]o2N(CH2)sN[(CH2)2(C=0)OtBu]. (4) (3,54 g,
5,63 mmol, 1 eq) dissolvido em THF (16 mL). Deixou-se a mistura resultante sob agitagéo e a 0°C,
durante 1 hora. Seguidamente, colocou-se a mistura anterior a temperatura ambiente, durante 20 horas.
Arrefeceu-se a mistura até aos 0 °C e adicionou-se, gota a gota, agua fria até a obtencéo de um soélido
branco. Apos filtrar a solucdo através de celite, evaporou-se o solvente sob vacuo, obtendo-se 0,94 ¢
de um 6leo incolor (48% de rendimento). A caracterizaco deste composto por *H-RMN indicou ser o
composto 5.

Caracterizacdo

'H-RMN (400 MHz, CDCls): § = 3,71 (t, 8H), 2,59 (t, 8H), 2,40 (t, 4H), 1,70 (m, 8H), 1,49
(br, 4H) e 1,31 (br, 4H).

4.3.2.2. Sintese do [N=C(CH2)20(CH2)3]2N(CH2)sN[(CH2)3O(CH2)2C=N]: (6)

A mistura do composto 5 (0,72 g, 2,03 mmol, 1 eq) com 0,08 mL NaOH (40%) em 2,5 mL de
1,4-dioxano, adicionou-se o acrilonitrilo (0,68 mL, 10,38 mmol, 5,1 eq). Colocou-se a solugédo
resultante sob agitagdo e & temperatura ambiente, durante 22 horas. Removeu-se o solvente sob vacuo,
obtendo-se um liquido castanho. Adicionou-se 14 mL de cloroférmio e 15 mL de HCI (1 M) ao liquido
anterior. Removeu-se a fase aquosa e adicionou-se NaOH a 5%. Dado que nao se obteve 0 composto

puro, decidiu-se repetir o processo de lavagem anterior diversas vezes, sem sucesso.

4.3.3. Sintese dos metalodendrimeros
Os compostos [(n°-CsHs)Ru(PPhs)2Cl] e o dendrimero 6 utilizados nas reaccdes seguintes

foram sintetizados anteriormente no MMRG por Inés Sousa e Manuel Jardim respectivamente.

4.3.3.1. Sintese do [{(n®>-CsHs)(PPhs)2Ru}4(3)][CF3SOs]4 (7)

O metalodendrimero 7 foi preparado por reacgdo de [(n°-CsHs)Ru(PPhs).Cl] (0,32 g,
0,44 mmol, 4,1 eq) com o composto 3 (0,04 g, 0,11 mmol, 1eq) e 0 AgCF3S03(0,15 g, 0,58 mmol, 5,4
eq) em metanol (59 mL). Deixou-se a suspensdo amarela esverdeada a agitar, a temperatura ambiente
e ao abrigo da luz, durante 76 horas. Ao fim desse tempo, filtrou-se a suspensdo castanha e o residuo

da filtracdo foi extraido com diclorometano. Precipitou-se o composto com a adigédo de éter etilico a
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solucdo anterior. Seguidamente, removeu-se 0 solvente e lavou-se o solido varias vezes com éter
etilico. Obteve-se 0,14 g de um p6 com coloracgéo verde palido (35% de rendimento) que, segundo 0s
dados obtidos por RMN (*H, 3!P, 1°F), FT-IR, MS e AE, corresponde ao metalodendrimero 7.

Caracterizacéo:

'H-RMN (400 MHz, CDCls): § = 7,40 - 6,90 (m, 24H + 48H + 48H, PPhs), 4,48 (s, 20H,
CsHs), 2,66 (br, 8H), 2,45 (br., 8H), 2,24 (br., 4H), 1,18 (br, 8H) ppm. 3P RMN (161 MHz, CDCls):
& = 41,89 (s, PPhs) ppm. °F RMN (376 MHz, CDCls): § = - 81,78 ppm.

FT-IR (KBr): & = 2271 (ven) € 1274 (verssos) cm™L.

TOF-MS (ESI+): m/z = 1694,5096 [M-2CF3S03]** e 1081,0131[M-3CF3S03]*".

Anélise elementar: C1gsH168F12N6O12PsRU4S41,3CH,Cl, (3797,7): calculado C 59,23, H 4,53,
N 2,21; experimental C 59,21, H 4,54, N 2,20.

4.3.3.2. Sintese do [{(n®>-CsHs)(PPhs)2Ru}4(6)][CF3SOs]4 (8)

A sintese deste metalodendrimero foi realizada através da reacgdo do [(n°-CsHs)Ru(PPhs)2Cl]
(0,46 g, 0,63 mmol, 4,7 eq) com o dendrimero 6 (0,07 g, 0,13 mmol, 1 eq) e 0 AgCF3SOs (0,17 g,
0,66 mmol, 4,9 eq) em metanol (42 mL). Colocou-se a suspensdo castanha resultante a agitar, a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz, durante 66 horas. Filtrou-se a mistura reaccional e
procedeu-se a evaporacao do solvente. Extraiu-se o sélido com diclorometano, removeu-se o solvente
e lavou-se com éter etilico e benzeno. Redissolveu-se o composto verde-escuro em diclorometano,
filtrou-se a solucdo e procedeu-se a sua concentracdo sob vacuo. Adicionou-se éter verificando-se a
formacdo de um 6leo verde-escuro. Removeu-se a solucdo e lavou-se o 6leo repetidas vezes com éter
seco, originando-se 0,13 g de um pd verde brilhante (25% de rendimento). Este composto foi
caracterizado por RMN (*H, 3!P, 1°F), FT-IR, MS e AE confirmando a pureza do composto 8.

Caracterizacéo:

'H-RMN (400 MHz, CDCls): & = 7,50-7,00 (m, 24H + 48H + 48 H, PPhs), 4,44 (s, 20H, CsHs),
3,31 (br., 8H + 8H), 3,10 (br., 8H), 2,98 (br., 4H), 2,90 (br., 8H), 1,85 (br., 8H), 1,30
(br.,4H + 4H) ppm.*P-RMN (161 MHz, CDCls): & = 41,60 (s, PPhs) ppm.*F-RMN (376 MHz,
CDCls): & = - 81,95 ppm.

FT-IR (KBr): © = 2269 (vcn), 1286 € 697 (verasos) cm™.

TOF-MS (ESI+): m/z=1810,9692 [M-2CF3SO3]** e 1157,9568 [M-3CF3SO3]**.

Analise elementar: Ci9gH102F12N6O16PsRU4S43CH.Cl, (4174,8): calculado C 57,83, H 4,78,
N 2,01; experimental C 57,79, H 4,79, N 2,04.
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4.3.3.3. Sintese do [{(n®-p-cimeno)(en)Ru}4(3)][PFs]s (9)

A funcionalizacdo do dendrimero 3 com o complexo organometalico
[(n®-p-cimeno)Ru(en)CI][PFs] foi ensaiada por reaccdo do [(n®-p-cimeno)Ru(en)CI][PFs] (0,15 g,
0,31 mmol, 4,1 eq) com o composto 3 (0,03 g, 0,08 mmol, 1 eq) e o NH4PFs (0,13 g, 0,77 mmol,
10,2 eq) em metanol (25 mL). Deixou-se a reaccdo sob agitacdo, a temperatura ambiente, durante
10 horas e 30 minutos. Retirou-se uma aliquota da mistura reacional e tragou-se o espectro de RMN
para o protao.

De acordo com o espectro obtido, ndo foi possivel aferir a ocorréncia da funcionalizacdo uma
vez que os desvios quimicos do protdo referentes ao complexo de ruténio permaneceram na mesma
posicdo que a do material de partida e a zona dos picos do tetranitrilo apresentava uma baixa
intensidade dificultando a sua identificacdo. Deste modo, optou-se por tentar extrair 0 composto
pretendido com DCM através de celite. A solucéo filtrada foi levada a secura e o solido resultante foi
lavado varias vezes com éter. Obteve-se uma pequena quantidade de composto, o qual foi analisado
por RMN (*H, 3!P), FT-IR e MS. O espectro de RMN do protdo ndo apresentou alteragbes
significativas comparativamente ao espectro do produto bruto. O espectro 3P-RMN apresentou um
maltipleto a - 144,19 ppm atribuido ao sinal do [PFe]". De acordo com os dados do FT-IR observa-se
a banda correspondente a vibracdo do nitrilo livre (2244 cm™) bem como a banda relativa a um dos
modos de vibragdo do contra-ido [PFs] (835 cm™). No entanto, os valores obtidos por espectrometria

de massa indicam que ocorreu a funcionalizacdo de pelo menos um dos ramos do dendrimero.

4.3.3.4. Sintese do [{(n®-p-cimeno)(en)Ru}4(6)][PFs]s (10)

A sintese deste composto foi ensaiada por reaccio do [(n5-p-cimeno)Ru(en)CI][PFs] (0,20 g,
0,43 mmol, 4,5 eq) com o composto 6 (0,05 g, 0,09 mmol, 1 eq) e o NH4PFes (0,07 g, 0,43 mmol,
4,5 eq) em 45 mL de metanol. Colocou-se a mistura reaccional sob agitacéo e a temperatura ambiente,
durante 94 horas. Filtrou-se a solucdo, adicionou-se éter e colocou-se - 20°C. Observou-se a formacao
de uma pequena quantidade de cristais laranja (0,07 mg), os quais foram lavados repetidas vezes com
éter e secos sob vacuo. A partir da analise do espectro de RMN do protdo do composto obtido nao foi
possivel avaliar a obtencdo deste composto uma vez que ndo se observou diferencas nos desvios
quimicos do produto obtido comparativamente ao complexo de partida. Segundo o espectro de FT-IR,
observa-se uma banda a 2254 cm™ que corresponde a frequéncia de vibragéo do nitrilo livre, indicando

que ndo ocorreu funcionalizagcdo do mesmo.
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4.4. Estudos de estabilidade

O estudo do comportamento do complexo organometalico [(n°-CsHs)Ru(PPhs).CIl] em
DMSO-ds e numa mistura de DMSO-ds/D-0O foi realizada através dos seguintes passos: a) preparou-se
uma suspensao deste composto a 0,033 mg/pL em DMSO-de; b) filtrou-se a suspensdo anterior e
tragou-se o espectro de *!P-RMN, a 25°C; ¢) adicionou-se 400 pL de 4gua deuterada a solugéo anterior
de [(n®-CsHs)Ru(PPhs).Cl] e analisou-se 0 seu espectro de 3P-RMN ao fim de varios periodos de
tempo (0, 16 e 32 horas).

4.5. Estudos de citotoxicidade

4.5.1. Linhas celulares e cultura de céelulas

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados em células cancerigenas provenientes de cinco
linhas celulares humanas diferentes e em células estaminais mesenquimais humanas (MSCs).

As linhagens celulares tumorais testadas foram a linha celular de adenocarcinoma colorrectal
(Caco-2), a linha celular de osteossarcoma (CAL-72), a linha celular de adenocarcinoma da mama
(MCF-7) adquiridas a German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ) e as linhas
celulares de carcinoma do ovario (A2780 e A2780cisR) obtidas da European Collection of Cell
Cultures. As células estaminais mesenquimais (MSCs) utilizadas foram obtidas a partir de amostras de
0sso trabecular humano recolhidas em cirurgias realizadas no Hospital Dr Nélio Mendonca (Funchal,
Madeira), apos eventos traumaticos. Note-se que, apenas com a aprovacdo da Comisséo de Etica do
Hospital, utilizou-se apenas o tecido dsseo que seria descartado. De referir que o isolamento das MSCs
foi realizado pelos investigadores do laboratério de Bioquimica e Cultura Celular do CQM, os quais
seguiram 0s seguintes passos: a) colocaram e mantiveram o 0sso trabecular, rico em medula 6ssea, em
tubos esterilizados e refrigerados com meio a-MEM suplementado com 10% de soro bovino fetal
(SBF) e 1% de antibidtico-antimicotico (AA), durante 3 a 4 horas; b) prepararam as culturas primarias
atraves da agitacédo gentil dos tubos anteriores, obtendo uma suspenséo de celulas que foi distribuida
por placas de cultura celular; ¢) apds 1 dia, mudaram o meio de cultura destas placas de modo a
remover as células hematopoéticas ndo aderentes, sendo que continuaram a mudar o meio de cultura
duas vezes por semana até as células alcancarem a confluéncia e d) sub-cultivaram e/ou
criopreservaram as culturas celulares.

O cultivo e manutencdo das linhas celulares criopreservadas foram efectuados nos seguintes

meios:
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e Caco-2: meio essencial minimo de Eagle (MEM, GIBCO) suplementado com 20% de soro
bovino fetal, 1% de aminoacidos ndo essenciais e 1% de antibiotico-antimicotico.

e CAL-72: meio Eagle com modificagfes Dulbecco (DMEM, GIBCO) enriquecido com 10%
de soro bovino fetal, 1% de insulina-transferrina-sodio selenite, 2 mM de L-glutamina e 1% de
antibidtico-antimicotico (AA).

¢ MCF-7: meio Roswell Park Memorial Park Institute (RPMI) 1640 suplementado com 20%
de soro bovino fetal, 1% de aminoacidos ndo essenciais, 1 mM de piruvato de sédio, 3,3 pg/mL de
insulina humana e 1% de antibiotico-antimicotico.

¢ A2780 e A2780cisR: meio RPMI 1640 enriquecido com 10% de soro bovino fetal, 2 mM de
L-glutamina e 1% de antibi6tico-antimicético. Na linha celular A2780cisR, para que as células
mantivessem a resisténcia a cisplatina, adicionou-se 1uM deste complexo metalico a cada 2 passagens.

eMSCs: meio a-MEM suplementado com 10% de soro bovino e 1% de
antibiotico-antimicotico.

Todas as linhas celulares foram mantidas a 37°C numa incubadora sob uma atmosfera
humidificada com 5% de CO:..

4.5.2. Ensaio da viabilidade celular com o teste do MTT

O efeito da exposi¢do dos dendrimeros 3 e 6, do RuCp, da PPhs, dos metalodendrimeros 7 e 8
e da cisplatina no crescimento das células foi determinado pelo ensaio colorimétrico do brometo de
3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT).

De modo a aplicar o ensaio de MTT, semeou-se as células em placas de 96 pocos através da
adico de 100 pL/pogo de uma suspensdo de células nas seguintes concentragdes: 2 x 10% (Caco-2 e
CAL-72) e 4,2 x 10° (MCF-7), 5 x 10°® (A2780 e A2780cisR) e 4,8 x 10° (MSCs) por poco. As placas
foram pré-incubadas durante 24 horas a 37°C e 5% de CO2. Os compostos testados foram preparados
em solucBes stock de DMSO e diluidos em série no mesmo solvente. Por fim, as solucGes anteriores
foram diluidas em meio de cultura completo, obtendo-se as concentracdes apropriadas em 0,5% (v/v)
de DMSO.

Aspirou-se 0 meio de cultura e adicionou-se 100 pL/pogo de cada uma das solugdes preparadas
para cada composto. Em todos os ensaios efectuou-se um controlo do crescimento celular contendo
meio de cultura completo e um controlo do solvente constituido por meio de cultura completo com
0,5% (v/v) de DMSO. Todas as condi¢Oes testadas foram efectuadas em réplicas de oito. Incubou-se
as placas durante 72 horas a 37°C e 5% de CO2. Ao fim desse tempo, primeiramente seleccionou-se
um pogo representativo de cada condigédo testada, sendo as culturas observadas por microscopia de
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campo claro (Nikon Eclipse TE2000-E). Por fim, aspirou-se 0 meio de cultura e adicionou-se as células
100 pL/poco de uma solugéo de meio de cultura com 10% (v/v) de MTT (de solucdo stock a5 mg/mL).
Ap0s 3 a 4 horas de incubacdo das placas com o MTT, aspirou-se 0 meio de cultura e adicionou-se
DMSO para dissolver os cristais de formazano formados. Procedeu-se a leitura da absorvancia num
leitor de microplacas (modelo Victor® 1420, Perkin Elmer). A viabilidade celular foi calculada com a

equacdo seguinte, onde o branco corresponde a absorvancia do DMSO ou do meio de cultura:

Viabilidade celular (%) = (Abs (amostra) = Abs (branco)) 4 gy,
iabilidade celular (%) = (Abs (controlo solvente) — Abs (branco)) ’

A partir dos valores da viabilidade celular determinou-se a concentracéo de composto que inibe
o crescimento celular em 50% (1Cso). Este parametro foi calculado por interpolagao linear entre os dois
pontos experimentais mais proximos do ponto com viabilidade celular de 50%, o qual corresponde a
concentragdo x (ICso). Este calculo encontra-se exemplificado na figura 87 para o metalodendrimero
7 nas células Caco-2. Conforme a figura 87, dado que 50% de inibicéo é observado entre 0,5 e 5 uM,

calculou-se o valor de ICso tendo em conta os valores de viabilidade celular para cada uma destas

concentragoes.
Concentragio (uM) viabilidade (%)

150 - 0,5 82
g x 50
= 5 32
= 100
3 05-5 = 82-32
-;.!; 0,5-x = 82 - 50
S 50
"I; -45 = 50
S 0,5-x = 32

0 T T T !
Controlo 0,05 0,5 5 25 50 25 - 50x = - 144
Concentragéo (uM) x (IC5y) = 3.4 uM

Figura 87 - Determinacdo do ICso (valor do x), exemplificado para o metalodendrimero 7 nas

células Caco-2.
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|. Dados espectroscopicos






LI.I. Composto [(n°-p-cimeno)Ru(NCCHj3).Cl][PFe] (2a)
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Figura 1.1 - Espectro de FT-IR obtido na preparacdo do
[(n®-p-cimeno)Ru(NCCH3)-CI][PF¢] (2a) em KBr.
I.11. Composto [{(n°-CsHs)(PPhs)2Ru}4(3)][CFsSOs]4 (7)
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Figura 1.1l - Espectro de FT-IR do metalodendrimero [{(n>-CsHs)(PPhs)2Ru}4(3)][CF3SOs]4

(7) em KBr.
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Figura I.111 - Espectros de massa do metalodendrimero [{(n°-CsHs)(PPhs)2Ru}4(3)][CF3SOs]4



I.111. Composto [{(n°-CsHs)(PPhs)2Ru}4(6)][CFsSOs]4 (8)
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Figura 1.1V - Espectro de FT-IR do metalodendrimero [{(n°-CsHs)(PPhs)2Ru}4(6)][CF3sSOs]4

(8) em KBr.
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Figura 1.V - Espectros de massa do metalodendrimero [{(n°-CsHs)(PPhs)2Ru}4(6)][CF3SOs]4

(8).
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I.1V. Composto [{(n°-CsHs)(PPhs).Ru}4(3)][CF3SOs]4 (9)

a0 -
g0 - E
1 o
w
7=
i) 1
[}
2  B0- @
] i o
£
s | [l W 2
= a0 o B o1 — @
c 1 = @ =] =
o H - o — I~ a5
= s ™ o g
1 o [} - = [ =
ES 40 - e e o= = =
A R s
1 o [y o™ el —
1 -~ o 2 e} !
g oo s} —
- = R = -
i | . [xx)
3 w &3 25 o ™
H & = o 0 e [T}
1 % [ m o [z}
H =] oW
0=
! . . . )
4000 2000
Wavenumbers (cm-1)

Figura LVI - Espectro de FT-IR obtido na preparacdo do composto
[{(n®-p-cimeno)(en)Ru}4(3)]1[PFe]s (9), em KBr.

1.V. Composto [{(n°-p-cimeno)(en)Ru}(6)][PFe]s (10)
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Figura L.VII - Espectro de FT-IR obtido na preparagdo do composto
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Anexo |1

I1. Microfotografias das células






I1.1. Linha celular Caco-2

Controlo do meio

Controlo do solvente

|

Figura 11.1 - Micrografias em campo claro das células Caco-2 ap6s 72 horas de incubacdo com os dendrimeros 3 e 6 e 0 complexo RuCp a

diferentes concentracdes, com uma ampliacdo de 200x (*concentracfes > 25 UM do RuCp sdo desconhecidas).
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PPh,

Figura I1.11 - Micrografias de campo claro das células Caco-2 ap06s 72 horas de incubagdo com a PPhz e os metalodendrimeros 7 e 8 a diferentes

concentragdes, com uma ampliagdo de 200x (*para concentragdes > 25 UM 0s compostos 7 e 8 precipitaram).
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I1.11. Linha celular CAL-72

Controlo do meio

Controlo do solvente

25 uM 50 pM 250 pM 500 pM

E

0,05 nM 0,5 nM

RuCp*

Figura IL111 - Micrografias de campo claro das células CAL-72 apds 72 horas de incubacdo com os dendrimeros 3 e 6 e 0 complexo RuCp a

diferentes concentragdes, com uma ampliacdo de 200x (*concentragdes > 25 uM do RuCp sdo desconhecidas).
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Figura 1.1V - Micrografias de campo claro das células CAL-72 ap06s 72 horas de incubagdo com a PPhs e os metalodendrimeros 7 e 8 a diferentes

concentragdes (*para concentragdes > 25 uM os compostos 7 € 8 precipitaram).
p n p
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I1.111. Linha celular MCF-7

Controlo do solvente

</ »n  Controlo do meio

M 25 uM S0 pM 250 pM 500 pM

0,05 uM 0,5 uM

RuCp#*

Figura 1.V - Micrografias de campo claro das células MCF-7 ap6s 72 horas de incubacdo com os dendrimeros 3 e 6 e 0 complexo RuCp a

diferentes concentragdes, com uma ampliacdo de 200x (*concentragdes > 25 uM do RuCp sdo desconhecidas).
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PPh,

Figura I1.VI - Micrografias de campo claro das células MCF-7 ap6s 72 horas de incubagdo com a PPhs e os metalodendrimeros 7 e 8 a diferentes

concentragdes (*para concentragdes > 25 uM os compostos 7 e 8 precipitaram).
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I1.1V. Linha celular A2780

Controlo do solvente

tn Controlo do meio

Figura IL.VII - Micrografias de campo claro das células A2780 apds 72 horas de incubacdo com os dendrimeros 3 e 6 € 0 complexo RuCp a

diferentes concentragdes, com uma ampliagdo de 200x (*concentragdes > 25 uM do RuCp sdo desconhecidas).
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PPh,

CisPt

Figura IL.VIII - Micrografias de campo claro das células A2780 ap6s 72 horas de incubacdo com a PPhs e 0os metalodendrimeros 7 e 8 a diferentes

concentragdes (*para concentragdes > 25 uM os compostos 7 € 8 precipitaram).
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11.V. Linha celular A2780cisR

Controlo do meio

Controlo do solvente

0,05 pnM 0,5 uM S M

[ 3]
h
=
=

50 pM 250 pM 500 pM

RuCp*

Figura I1.1X - Micrografias de campo claro das células A2780cisR ap0ds 72 horas de incubacdo com os dendrimeros 3 e 6 e 0 complexo RuCp a

diferentes concentragdes, com uma ampliacdo de 200x (*concentragdes > 25 uM do RuCp sdo desconhecidas).
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PPh,

CisPt

Figura I1.X - Micrografias de campo claro das células A2780cisR ap6s 72 horas de incubagdo com a PPhs e os metalodendrimeros 7 e 8 a diferentes
concentragdes (*para concentragdes > 25 uM os compostos 7 e 8 precipitaram).
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11.VI. MSCs

o Controlo do meio
Controlo do solvente

0,05 pM 0,5 pM

E
3
E

50 M 250 pM 500 pM

RuCp*

Figura Il. XI - Micrografias de campo claro das MSCs ap6s 72 horas de incubacdo com os dendrimeros 3 e 6 e 0 complexo RuCp a diferentes
concentragdes, com uma ampliagdo de 200x (*concentragdes > 25 uM do RuCp sdo desconhecidas).
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Figura 11.XI1 - Micrografias de campo claro das MSCs apds 72 horas de incubagdo com a PPhs e 0s metalodendrimeros 7 e 8 a diferentes
concentragdes (*para concentragdes > 25 uM os compostos 7 € 8 precipitaram).
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