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RESUMO

RIOS, Rafaella Rebecchi. Complexos de ruténio como agentes doadores de 6xido
nitrico: estudos de uma interface entre a quimica inorganica e a biologia. 2022, 333
p. Tese (Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto/SP.

O comportamento do oxido nitrico (NO) em sistemas biologicos tem despertado o
interesse do meio cientifico desde a descoberta de sua importancia em processos
fisiologicos e patolégicos. O grande desafio se encontra no direcionamento e controle de
sua liberagao no sitio de interesse. Complexos nitrosilos de ruténio sao estaveis e podem
liberar NO através de diferentes estimulos como em processos redutimétricos ou por
fotdlise, tornando-os bastante promissores para essa finalidade. Juntamente com essa
classe de complexos, compostos organicos como os diazeniodiolatos (NONOatos)
também sao capazes de liberar NO, e suas estruturas podem ser modificadas garantindo
diferentes cinéticas de liberagdo. O NO também é capaz de atuar de forma sinérgica com
outras moléculas bioativas, favorecendo suas atividades por diferentes mecanismos de
acao, como por exemplo modificando o ambiente de atuacdo dessa substancia ou
reagindo com essa, podendo gerar espécies mais ativas. Neste sentido, o trabalho em
questdo visou a exploracdo de modificacbes estruturais de complexos de ruténio
doadores de 6xido nitrico juntamente com ligantes organicos como bpy, NONOatos e
curcumina, a fim de se avaliar uma possivel relagao estrutura-atividade em cada uma
dessas séries em relagao a atividade antitumoral desempenhada por esses complexos.
Para tal, os complexos foram sintetizados; caracterizados por técnicas espectroscopicas
(RMN, UV-Vis, FTIR), espectrométricas e por analise elementar; tiveram sua capacidade
de liberagao de NO avaliadas; foram encapsulados em nanoparticulas e avaliados quanto
a suas atividades antitumorais e antimetastaticas frente a diferentes linhagens tumorais
e nao-tumorais. Os complexos de formula geral cis-[Ru(bpy)2(L)(NO)](PFs)s tiveram
aspectos cinéticos avaliados e mostraram-se bastante promissores quanto a sua
capacidade de inibicao da migracao celular (até 60 %), além de apresentarem um efeito
protetivo de células saudaveis quando testados juntamente a cisplatina, aumentando sua
seletividade. Os complexos de ruténio contendo os ligantes NONOato se mostraram
capazes de liberar NO em diferentes pHs de acordo com os co-ligantes presentes na
estrutura dos complexos, além de poderem ser coordenados a complexos nitrosilos de
ruténio permitindo assim a liberagao de trés mols de NO por cada mol de complexo sob
diferentes estimulos. Por fim, os complexos contendo o ligante curcumina também foram
influenciados pelos co-ligantes presentes na estrutura, apresentando uma importante
capacidade de interagdo com o DNA (kapp de 2,0 x 10° M e ICso de 14,3 + 0,3 uM) e uma
atividade antitumoral mais pronunciada (ICso< 10,0 JM) quando com os co-ligantes bpy,
na férmula cis-[Ru(bpy)z(curc)](PFs), em relagdo aos seus analogos
[Ru(curc)(NO)(terpy)ICl2 e cis-[RuCl(curc)(terpy)], a curcumina livre e a cisplatina nas
linhagens tumorais estudadas (MDA-MB-231 e MCF-7), tanto na forma livre quanto
encapsulado em lipossomas.

Palavras-chave: ruténio, cancer, NONOato, curcumina, 6xido nitrico, metastase,
nitrosilo de ruténio, lipossoma.



ABSTRACT

RIOS, Rafaella Rebecchi. Ruthenium complexes as nitric oxide releasing agents:
studies of an interface between inorganic chemistry and biology. 2022, 333 p.
Dissertation (PhD in Pharmaceutical Sciences) — Faculty of Pharmaceutical Sciences of
Ribeirao Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto/SP.

The behavior of nitric oxide (NO) in biological systems has aroused the interest of the
scientific community since the discovery of its importance in physiological and
pathological processes. The great challenge lies in directing and controlling its release at
the site of interest. Ruthenium- nitrosyl complexes are stable and can release NO through
different stimuli such as reductimetric processes or photolysis, making them very
promising for this purpose. Along with this class of complexes, organic compounds such
as diazeniodiolates (NONOates) are also capable of releasing NO, and their structures
can be modified ensuring different release kinetics. NO is also able to act synergistically
with other bioactive molecules, favoring their activities through different mechanisms of
action, such as modifying the environment in which this substance operates or reacting
with it, which can generate more active species. In this sense, this work aimed to explore
structural modifications of ruthenium complexes that donate nitric oxide together with
organic ligands such as bpy, NONOates and curcumin, in order to evaluate a possible
structure-activity relationship in each of these series in relation to those antitumor
activities. For this, the complexes were synthesized; characterized by spectroscopic
techniques (NMR, UV-Vis, FTIR), spectrometric and elemental analysis; had their NO
release capacity evaluated; were encapsulated in nanoparticles and evaluated for their
antitumor and antimetastatic activities against different tumor and non-tumor cell lines.
The complexes of general formula cis-[Ru(bpy)2(L)(NO)](PFs)s had their kinetic aspects
evaluated and showed to be very promising in terms of their ability to inhibit cell migration
(up to 60 %), in addition to having a protective effect on healthy cells when tested together
with cisplatin, increasing your selectivity. The ruthenium complexes containing NONOate
ligands were able to release NO at different pHs according to the co-ligands present in
the structure of the complexes, in addition to being able to be coordinated to Ru-nitrosyl
complexes, thus allowing the release of three mols of NO per each mole of complex under
different stimuli. Finally, the complexes containing the ligand curcumin were also
influenced by the co-ligands present in the structure, showing an important ability to
interact with DNA ( kapp of 2.0 x 10°M and ICso of 14.3 + 0,3 uM) and a more pronounced
antitumor activity ( ICso < 10.0 UM ) when with the co-ligands bpy in the formula cis-
[Ru(bpy)z(curc)](PFs), relative to its analogues [Ru(curc)(NO)(terpy)]Cl2 and cis-
[RuCl(curc)(terpy)], free curcumin and cisplatin in the studied tumor lines (MDA MB 231
and MCF-7), both in free form and encapsulated in liposomes.

Keywords: ruthenium, cancer, NONOate, curcumin, nitric oxide, metastasis,
ruthenium-nitrosyl, liposome.



1. INTRODUGAO GERAL

Neste trabalho estdo dispostos aspectos relacionados a estrutura-atividade de
séries de compostos baseados no ion metalico de ruténio(ll). Considerando a
multidisciplinaridade e ampla variedade estrutural dos complexos estudados, bem como
as diversas abordagens cientificas pertinentes a esses, esta tese encontra-se dividida
em capitulos. Cada capitulo apresenta uma breve introducédo do contexto em que a série
de compostos estudada se encontra inserida, juntamente com objetivos, metodologias,
resultados e discussodes relacionadas com cada uma dessas series.

O Capitulo | compreende a introducéo dessa tese. Inicialmente € apresentada uma
breve revisdo da literatura sobre questdes gerais que permeiam todos os capitulos que
serdo abordados em sequéncia, como atividades de complexos de ruténio, do 6xido
nitrico e aspectos relacionados ao cancer. Também se encontram presentes nesse
capitulo o objetivo geral da tese, assim como a hipotese que a direciona e a listagem dos
materiais e instrumentos utilizados nos estudos.

O Capitulo Il discorre de forma mais profunda sobre aspectos quimicos, biofisicos
e biolodgicos de complexos {Ru-NO*}, especialmente quanto a sua capacidade de atuar
como inibidores da migragao celular através de interacdo com glicosaminoglicanos. Parte
desse trabalho foi desenvolvido no Departamento de Quimica e no “Massey Cancer
Center’ da Virginia Commonwealth University (VCU) sob orientagdo do Prof. Dr. Nicholas
P. Farrell.

O Capitulo Il é focado no desenvolvimento e avaliagao da capacidade doadora de
oxido nitrico (NO) de complexos de ruténio com ligantes NONOato, assim como na
modificagdo estrutural desses complexos visando um aprimoramento dessa atividade e
possiveis aplicagdes bioldgicas.

O Capitulo IV dispbe sobre a sintese, caracterizacdo, desenvolvimento de
nanoparticulas, interagdo com biomoléculas e aplicagcdes bioldégicas de complexos de
ruténio utilizando-se a curcumina como ligante bioativo. Discute-se também a influéncia
da estrutura do complexo sobre a atividade citotoxica da curcumina coordenada e a
possibilidade de se obter um efeito sinérgico quando se inclui o ligante nitrosilo (NO*) em

sua estrutura.



1.1 Estatisticas do Cancer

O cancer é considerado o principal problema de saude publica mundial, sendo o
lider dentre as causas de morte e uma importante barreira em relacdo ao aumento da
expectativa de vida. Atualmente, o cancer se encontra entre as quatro principais causas
de morte prematura (antes dos 70 anos de idade). (BRAY et al., 2018; SANTOS, 2020).
Observa-se um aumento mundial de sua incidéncia e mortalidade que pode ser justificado
por fatores como envelhecimento, crescimento populacional e desenvolvimento
socioecondmico. Em paises em desenvolvimento, é possivel verificar uma transi¢ao dos
principais tipos de cancer observados, com um declinio dos tipos de cancer associados
a infeccbes e o0 aumento daqueles associados a melhoria das condi¢des
socioecondmicas, com a incorporacdo de habitos e atitudes associados a urbanizacao
como o sedentarismo, alimentagcédo inadequada e outros (BRAY ef al., 2018; SANTOS,
2020).

De acordo com dados da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) (WHO, 2020),
uma em cada seis mortes sdo ocasionadas por cancer atualmente. As estimativas
apontaram que, no mesmo ano do relatério, 2020, uma em cada cinco pessoas em todo
o0 mundo enfrentariam um diagndstico de cancer em algum momento durante sua vida.
Nesse mesmo ano estimou-se uma incidéncia de 19,3 milhdes de novos casos e
aproximadamente 10,0 milhées de mortes por cancer. A previsdo € de que, até 2040, a
incidéncia deva chegar a 29,4 milhdes de novos casos, um aumento de quase 50% em
relagdo ao ano de 2020, sendo esse mais significativo em paises de baixa e média renda,

como o caso do Brasil.

Mundialmente, os 10 principais tipos de cancer (excluindo cancer de pele ndo-
melanoma) séo responsaveis por mais de 60% dos novos diagndsticos e mais de 70%
das mortes relacionadas com essa classe de doencgas. Atualmente (SUNG et al., 2021),
o cancer de mama feminino é o cancer mais comumente diagnosticado (11,7% do total
de casos), seguido pelo cancer de pulmao (11,4%), colorretal (10,0%), préstata (7,3%) e
estébmago (5,6%). O cancer de pulmao representa a principal causa de morte por cancer
(18,0%) no mundo, além de ser o mais incidente e a principal causa de morte por cancer
em homens. Ja em mulheres, o cancer de mama € o mais comumente diagnosticado e a

principal causa de morte por cancer. (SUNG et al., 2021).



Figura 1. Incidéncia global estimada de cancer em 2018 e em 2040 de acordo com as

projecdes populacionais da OMS (2020).
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Figura 2. Incidéncia e mortalidade observadas no ano de 2018 de acordo com os tipos

de cancer mais prevalentes na populagao mundial.
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No Brasil, estimativas do Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da
Silva (INCA) (SANTOS, 2020) para o triénio 2020-2022 apontam um aumento de casos

de cancer em relacdo aos anos anteriores, com uma incidéncia de 625 mil casos novos

por ano durante esse periodo. Dentre os diferentes tipos de cancer destacam-se o de



pele ndo melanoma como mais incidente entre homens e mulheres, o cancer de mama
entre as mulheres e o de prostata entre os homens.

Tanto os dados mundiais quanto os nacionais em relagao ao cancer apresentam
um cenario bastante preocupante em que sua incidéncia ndo s6 continua aumentando
como tende a apresentar-se principalmente em paises com em desenvolvimento como é
0 caso do Brasil. Assim, torna-se urgente investir-se em pesquisas direcionadas para o
desenvolvimento de novos medicamentos capazes de tratar e/ou controlar a progressao

desta doenga.

1.2 Desenvolvimento do Cancer

Cancer é o termo designado para discriminar um conjunto de mais de 100 doencgas
malignas resultantes de uma proliferagdo exacerbada e descontrolada de células
modificadas que podem invadir tecidos adjacentes ou a distdncia em um processo
conhecido como metastase (INCA, 2011).

O desenvolvimento do cancer, conhecido como oncogénese ou carcinogénese,
ocorre em quatro diferentes etapas: iniciagdo, promogao, progressdo e metastase. A
iniciacdo envolve a ocorréncia de modificagbes genéticas que podem surgir
espontaneamente ou serem induzidas pela exposicao a agentes cancerigenos (INCA,
2011). Essas alteragdes podem resultar na desregulacdo de vias de sinalizagao
bioquimicas associadas a proliferacao, sobrevivéncia e diferenciacdo celular. A etapa
seguinte, conhecida como estagio de promogdo, € considerada um processo
relativamente longo e reversivel no qual ha o acumulo de células pré-neoplasicas em
proliferacao ativa (INCA, 2011). Ainda na fase de promocao pode haver a formacao de
um tumor localizado, em um tecido especifico e com propor¢des definidas. Quando o
diagnodstico é realizado até essa etapa o progndstico tende a ser positivo, havendo a
possibilidade de tratamentos com quimioterapicos, radioterapia e até a possibilidade de
remogao cirurgica, que podem conter o avanco e/ou erradicar o tumor. Na fase de
progressao, € onde ha a formagao do tumor maligno, também conhecido como cancer.
Nesse estagio da transformagao neoplasica ocorrem mudangas genéticas e fenotipicas
e uma intensa proliferagcao celular, levando a um rapido aumento do tamanho do tumor,
que tende a invadir tecidos adjacentes. Ao alcancgar a circulagdo sanguinea ou o sistema

linfatico, as células tumorais tendem entdo a se disseminar do local primario para outras



partes do corpo, gerando o processo conhecido como metastase. (BOTELHO; TEIXEIRA;
OLIVEIRA, 2014; PITOT, 1993) Nesse estagio, em que a maior parte dos tumores sao
detectados por apresentarem sintomas, o controle e erradicacdo do cancer é muito dificil,
representando um progndstico bastante negativo, uma vez que ainda ndo ha tratamentos

disponiveis para combater a doenca.

Figura 3. Esquema representativo dos estagios do processo de carcinogénese.
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Figura 4. Esquema simplificado da carcinogénese.
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FONTE: adaptado de (SIDDIQUI et al., 2015).

As células tumorais apresentam caracteristicas em comum que as diferenciam das
células saudaveis (ndo-tumorais), favorecendo sua imortalidade replicativa, capacidade
de invadir outros tecidos e se espalhar pelo organismo através da metastase. Ha duas
décadas, Hanahan e Weinberg (HANAHAN; WEINBERG, 2000) tentaram simplificar a

complexidade e diversidade dos tumores malignos propondo a existéncia de seis



caracteristicas comuns entre eles. Essas similaridades foram denominadas hallmarks of

cancer (marcas registradas do cancer, em traducgao livre) e se referiam a sinalizagéao

proliferativa sustentada; resisténcia a apoptose; evasao de supressores de crescimento;

induc&o de angiogénese; ativacdo de mecanismos de invasédo e metastase e imortalidade

replicativa.

Em 2011, os mesmos autores Hanahan e Weinberg (HANAHAN; WEINBERG,

2011) publicaram uma revisao incluindo uma nova geragao de hallmarks of cancer, sendo

essas: a reprogramacdo do metabolismo celular; a evasdo do sistema imune,

particularmente linfécitos T e B, células natural killer e macrofagos; a instabilidade

genbmica e a sustentagdo de sinais inflamatérios por células imunes inatas que
promovem a progresséo tumoral (FOUAD; AANEI, 2017; HANAHAN; WEINBERG, 2011,
2000; MEIRSON; GIL-HENN; SAMSON, 2020; SAMIR AL-BEDEARY; AL-SHARAFI,

2020).

Figura 5. Principais marcadores do cancer.
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FONTE: Adaptado de (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

1.3 Metalofarmacos antitumorais

A descoberta acidental

da

atividade

antitumoral

da

cisplatina

(cis-

diaminodicloroplatina(ll); cis-[PtCl2(NHs)z]) por Rosenberg em 1965 (HOESCHELE, 2014;



ROSENBERG, 1973) e sua aprovacgao pelo Food and Drug Administration (FDA) para
tratamento de cancer de testiculo em 1978, sendo o primeiro metalofarmaco antitumoral
aprovado por este o6rgdo regulatorio, despertou um grande interesse pelo
desenvolvimento de compostos de coordenacdo com finalidades terapéuticas
impulsionando as pesquisas na area da quimica que conhecemos como Quimica
Inorganica Medicinal.

O potencial terapéutico dos compostos de coordenacio na terapia do cancer tem
atraido muito interesse, principalmente devido as caracteristicas exclusivas que os
metais apresentam como: possibilidade de apresentar diferentes estados de oxidacao e
consequentemente atividade redox; geometrias e modos de coordenagao variaveis
permitindo coordenar ligantes em uma configuragao tridimensional especifica para alvos
moleculares definidos, ou ainda desenvolver um complexo multitarget com ligantes e
metais de atividades complementares; reatividade em relagdo ao meio e a substratos
organicos especificos como biomacromoléculas alvo; carrear ligantes de forma
direcionada para libera-los no local de interesse a partir de um estimulo externo como
por exemplo radiagdo luminosa (ALESSIO e GUO, 2017; CANDIDO et al., 2015;
COVERDALE et al.,, 2019; DOS SANTOS et al, 2019; HAVRYLYUK et al., 2017;
HEINRICH et al., 2014; JUNGWIRTH et al., 2011; LEE et al., 2020; LONE et al., 2020;
RAMOS et al., 2016; SULLIVAN et al., 2018; THOTA et al., 2018; WARAD et al., 2013;
YANG e BIERBACH, 2017; ZENG et al., 2017; ZHANG e SADLER, 2017). Essas
propriedades permitem o desenvolvimento racional de uma incalculavel variedade de
estruturas visando a interagdo com diferentes alvos biomoleculares podendo por exemplo
levar a alteragao de vias de sinalizagao relacionadas com a proliferacdo ou migragao
celular, essenciais para a atividade antitumoral. (NDAGI; MHLONGO; SOLIMAN, 2017).

Apesar de ainda hoje a cisplatina ser utilizada, sozinha e/ou em combinagao com
outros quimioterapicos, para o tratamento de diversos tipos de cancer, como cancer de
testiculo, pulméao, bexiga, ovario, cabecga e pescoco, eséfago, gastrico, mama, melanoma
e prostata, seus graves efeitos colaterais (imunossupressao, toxicidade renal, disturbios
gastrointestinais e ototoxicidade) e o desenvolvimento de resisténcia a esse farmaco
representam problemas incontestaveis em relacdo a sua aplicagdo terapéutica
(ALDOSSARY, 2019; DABROWIAK, 2012).



Muitos estudos foram realizados nas Uultimas décadas (ALDOSSARY, 2019;
CASARES et al.,, 2012; FERREIRA et al., 2016; KARASAWA e STEYGER, 2015;
YACOUB et al.,, 2010; ZIMMERMAN et al., 2009) a fim de se conhecer melhor os
mecanismos de acao e de resisténcia a cisplatina para, com isso, se desenvolver
racionalmente compostos que apresentassem melhor atividade e seletividade,
diminuindo assim a toxicidade e resisténcia inerentes a esses complexos de platina(ll).

Dentre os principais mecanismos de agdo conhecidos da cisplatina encontra-se
sua capacidade de, apos processo de aquagao no interior das células, se ligar a atomos
N7 de purinas resultando em ligacdes cruzadas de DNA inter e intra-fita que induzem a
interrupcao do ciclo celular (DABROWIAK, 2012). A incapacidade de reparo dos danos
resulta na morte celular por apoptose. Além da ligagdo ao DNA, evidéncias experimentais
revelaram que outros mecanismos de agéo estdo envolvidos com sua atividade, como a
producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a ativagao de vias inflamatorias que
também sao capazes de induzir morte celular programada (CASARES et al., 2012).

A cisplatina apresenta eficacia significativa contra células tumorais de rapida
proliferagdo, porém, ha um risco bastante alto de reincidéncia de alguns tipos de cancer
decorrentes do desenvolvimento de resisténcia a cisplatina chegando a 50% de recidiva
do tumor em pacientes com cancer de pulmao (URAMOTO; TANAKA, 2012); uma taxa
de sobrevida de aproximadamente 50% para cancer de bexiga invasivo e 15-20% para
pacientes com cancer de ovario, por exemplo (FERREIRA et al., 2016). O reaparecimento
do tumor resistente a cisplatina indica um prognéstico muito ruim, em que muitos
pacientes eventualmente morrem da doenga uma vez que a resisténcia se estende aos
complexos derivados de platina(ll) — carboplatina e oxaliplatina (Figura 6) — deixando o

clinico sem alternativas quimioterapicas eficazes para o tratamento.



Figura 6. Estrutura da cisplatina e seus principais derivados clinicamente utilizados para
tratamento de diversos tipos de tumores.
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A resisténcia aos medicamentos € um processo multifatorial que se baseia em
fatores extrinsecos e intrinsecos nas células tumorais (RAGUZ; YAGUE, 2008). Dentre
os fatores extrinsecos, podemos incluir uma farmacocinética desfavoravel do
medicamento e a formagado de um microambiente tumoral que, devido ao baixo aporte
sanguineo, dificulta a disponibilidade do quimioterapico na regidao tumoral (ROHWER,;
CRAMER, 2011), além de tornar essas regides hipdxicas e acidas modulando
significativamente a funcao celular e favorecendo assim a quimiorresisténcia (WILSON;
HAY, 2011). Nesse microambiente tumoral também foram observadas alteragdes na
arquitetura da matriz extracelular (MEC) e sinais paracrinos de células do estroma que
mostraram influenciar na agdo de quimioterapicos (SHERMAN-BAUST et al., 2003;
TRIPATHI et al., 2012).

Dentre os fatores intrinsecos relacionados com a resisténcia a farmacos podemos
destacar os seguintes mecanismos: (i) Alteragbes no transporte e metabolismo de
farmacos, no caso da cisplatina relacionado com proteina transportadora de cobre CTR1
e proteinas de efluxo como Adenosina Trifosfatases tipo P (ATP7A e ATP7B); (ii)
Desenvolvimento de mecanismos aprimorados de reparo de DNA,; (iii) Alteragbes na
regulagao do ciclo celular e (iv) Inibicdo de processo de morte celular por apoptose. Esses
mecanismos de resisténcia podem ser desenvolvidos durante o tratamento com a
cisplatina e explicam as altas taxas de recidiva e progressao apresentadas pelos agentes
quimioterapicos de primeira linha (COJOC et al., 2015).

Com base nesses conhecimentos, torna-se urgente a necessidade do

desenvolvimento de novos antitumorais de melhor eficacia e seletividade que os



complexos de platina(ll) atualmente utilizados no combate ao cancer. Atualmente, uma
ampla gama de alternativas vem sendo exploradas para o desenvolvimento de novos
metalofarmacos com atividades antitumorais capazes de ser utilizados em substituicdo

ou em conjunto com os tradicionais complexos de platina(ll), como por exemplo:

1) Complexos de platina nao-tradicionais: complexos de platina(ll) com geometria
trans; complexos polinucleares de platina(ll); complexos hibridos de platina(ll);
complexos de platina(IV) (BARRY e SADLER, 2013)

2) Desenvolvimento de pré-farmacos que poderiam ser ativados no ambiente tumoral
por processos de biorredu¢cao (ZHANG e SADLER, 2017), ou acidificacdo, no
microambiente tumoral;

3) Desenvolvimento de sistemas de veiculagdo de farmacos, como por exemplo
nanocarreadores, capazes de melhorar a farmacocinética e direcionar os
metalofarmacos para o ambiente tumoral atribuindo a esses uma maior
seletividade (BARRY e SADLER, 2013);

4) Complexos com diferentes centros metalicos como: Ru, Au, Cu, Zn, Ga, V, Sb, As,
Bi, Fe, Rh, dentre outros vem sendo explorados a fim de se desenvolver novos
possiveis agentes antitumorais para serem utilizados (COVERDALE; LAROIYA-
MCCARRON; ROMERO-CANELON, 2019; DABROWIAK, 2012; NDAGI;
MHLONGO; SOLIMAN, 2017).

Dentre essa vasta gama de novos compostos de coordenagdo com atividades
antitumorais bastante promissoras que vem sendo estudados (NDAGI; MHLONGO;
SOLIMAN, 2017), apenas um pequeno numero desses obtiveram sucesso em ensaios
pré-clinicos e chegaram a etapa de ensaios clinicos com a possibilidade de poderem vir
a ser aprovados pelo FDA e se tornarem parte do arsenal terapéutico utilizado na clinica
para o tratamento de diferentes tipos de tumores. Esses promissores complexos

encontram-se apresentados na Figura 7 e listados na Tabela 1.

Nesta lista podemos observar a presenca complexos derivados da platina: um
tradicional, a picoplatina, e dois um nao-tradicionais, a satraplatina, de platina(lV) e a
triplatina, um complexo polinuclear de platina; duas formulagbes de complexos de
platina(ll): ProLindac (AP5346) que € um pro-farmaco de polimero de platina DACH



(diaminociclohexano) e a lipoplatina que é uma formulacgao lipossomal da cisplatina; um
complexo de cobre para uso terandstico, o #“Cu-ATSM e, finalmente, os complexos de
ruténio, NAMI-A, KP1019, NKP1339 e o0 TLD1433, que se tornaram os complexos mais
promissores para atividade antitumoral considerando aqueles que ndo apresentam o
centro metalico de platina. Esses complexos de ruténio serdao melhor apresentados e
discutidos no topico seguinte deste capitulo.

Figura 7. Complexos utilizados em ensaios clinicos em humanos: (A) Picoplatina; (B)

Satraplatina; (C) Triplatin; (D) ProLindac; (E) TLD1433; (F) NAMI-A; (G) KP1019; (H)
NKP1339.

FONTE: a autora.



Tabela 1. Resumo de metalofarmacos submetidos a ensaios clinicos.

- Fase dos . ~
Farmaco o Indicagoes
estudos clinicos
PR Il Tratamento de cancer colorretal em combinagao com 5-FU e leucovorin
(JM473)
:-l\ll';?\zlalt:tlin 0/ Tratamento de céncer gastrico avangado localizado / carcinoma de
patin, células escamosas de cabega e pescoco
Oncoplatin)
el 1,10, 1 Cancer de ovario avangado e cancer de cabega e pescoco
(AP5046) T
Triplatin Ll Tratamento de cancer de pulmao, ovario e pancreas resistentes a
(BBR3464) ’ cisplatina e seus derivados
. Tratamento de cancer colorretal em combinagéo com 5-FU e leucovorin;
Satraplatin LI de ca d ) binach d |
(JM 216) I8 tratamento de cancer de prostata em com inagao com ocetaxel e
tratamento de paciente com NSCLC progressivo ou recidivo
NAMI-A I Tumor metastatico (pulmao, colorecta, melanoma, ovario e pancreatico)
KP1019 Il Cancer colorretal avangado
NKP1339 I Tumores sélidos avangados
TLD1433 I/lla Cancer de bexiga (Terapia fotodinamica)
64Cu-ATSM I PET/TC para monitoramento de progresso terapéutico em paciente com

cancer de colo do utero

*Abreviaturas: FU, fluorouracil; NSCLC, céancer de pulmao de células nao pequenas; 8Cu-ATSM, %Cu-
diacetil-bis(N*-metiltiosemicarbazona); PET, tomografia por emissdo de positrons; TC, tomografia
computadorizada. FONTE: Adaptado de (NDAGI; MHLONGO; SOLIMAN, 2017).

1.4 Complexos de Ruténio com atividade antitumoral

Ao longo das ultimas décadas, complexos de ruténio vém sendo cada vez mais
explorados para aplicagdo em diversas areas do conhecimento como biologia, medicina,
catalise, nanociéncia, materiais redox e fotoativos (DRAGUTAN; DRAGUTAN;
DEMONCEAU, 2015). O metal em questao permite multiplos estados de oxidacado, com
versateis vias de transferéncia de elétrons e é capaz de acomodar até seis ligantes,
formando uma geometria octaédrica, sendo cada um desses ligantes capaz de modular
propriedades estéricas e eletronicas dos complexos formados. Além disso, os diferentes
estados de oxidacdo do centro metalico podem apresentar diferentes afinidades pelo
mesmo ligante, permitindo a liberagao de determinados ligantes quando se modifica esse
estado de oxidagcao (DORO et al.,2016; LIN et al, 2018; REISNER et al.,2005;
WISNIEWSKA et al.,2019). Essa grande versatilidade permite a formagao de iniumeros



complexos de ruténio, com interessantes caracteristicas fotoquimicas e fotofisicas,
especialmente interessantes para o desenvolvimento de compostos com atividade
terapéutica, resultando em um numero cada vez maior de publicagdes na area (ABID et
al., 2016; ALESSIO e GUO, 2017; CANDIDO et al., 2015; COVERDALE et al., 2019; DOS
SANTOS et al., 2019; HAVRYLYUK et al., 2017; HEINRICH et al., 2014; JUNGWIRTH et
al., 2011; LEE et al., 2020; LONE et al., 2020; MAHMUD et al., 2021; RAMOS et al., 2016;
SULLIVAN et al., 2018; THOTA et al., 2018; WARAD et al., 2013; YANG e BIERBACH,
2017; ZENG et al., 2016 e 2017; ZHANG e SADLER, 2017).

Ha mais de 50 anos, o desenvolvimento de metalofarmacos para o tratamento de
cancer tem tradicionalmente focado em compostos citotoxicos de platina, sendo até hoje
os mais utilizados na clinica a cisplatina (ROSENBERG, 1973) e seus derivados de

segunda e terceira geracdo (DASARI e TCHOUNWOU, 2014), carboplatina
(EISENBERGER et al., 1986) e oxaliplatina (BLEIBERG, 1998; EXTRA et al., 1990),

respectivamente. A compreensao mais profunda da biologia do cancer desencadeou a
introducdo de quimioterapias mais direcionadas, explorando a possibilidade de
desenvolvimento de farmacos baseados em outros metais que apresentassem uma
maior seletividade, a fim de se diminuir os efeitos colaterais e de resisténcia apresentados
por esses complexos de platina(ll). Em razdo da maioria dos complexos de ruténio
apresentarem menor toxicidade que os complexos de platina, esse metal apresentou-se
como uma alternativa interessante para o desenvolvimento racional de metalofarmacos
visando a implementacao clinica. (DRAGUTAN; DRAGUTAN; DEMONCEAU, 2015).

Embora até o momento ndo haja complexos de ruténio como alternativas
terapéuticas no arsenal utilizado clinicamente para o tratamento do céncer, alguns
desses complexos apresentaram resultados bastante interessantes em ensaios clinicos,
como é o caso dos complexos NAMI-A (ALESSIO, 2017; RADEMAKER-LAKHAI et al.,
2004; SAVA et al., 2003), KP1019 (GOLLA et al.,, 2017; HARTINGER et al., 2008),
NKP1339 (ALESSIO; MESSORI, 2019; FLOCKE et al., 2016; GOLLA et al., 2017;
TRONDL et al., 2012, 2014) e TDL1433 (MONRO et al., 2019b).

O complexo NAMI-A apresentou atividades antimetastatica e antiangiogénica
bastante promissoras em seus ensaios pré-clinicos, o que o fez seguir para estudos

clinicos. Entretanto, em fase | de ensaios clinicos, apesar de apresentar efeitos colaterais



leves e clinicamente administraveis, este complexo demonstrou pouca eficacia em
impedir a progressao tumoral, ndo seguindo para fase Il. Este complexo ainda foi
estudado clinicamente em combinagédo com o quimioterapico gencitabina porém, apesar
de chegar a fase Il de ensaios clinicos, nédo foi possivel observar um melhor efeito em
relagdo ao uso da gencitabina sozinha. O KP1019 apresentou uma promissora atividade
antitumoral em modelos in vivo. Sua baixa solubilidade em meio aquoso fez com que
esse fosse substituido por seu derivado mais soluvel, o NKP1339. Este complexo
também apresentou efeitos colaterais clinicamente gerenciaveis, sendo os principais
nausea, vomitos e fadiga. O complexo passou por dois ensaios clinicos de fase | e, no
segundo, apresentou uma atividade antitumoral moderada, porém nao seguiu para fase
Il (ALESSIO e MESSORI, 2019; IMBERTI e SADLER, 2020; LIN et al., 2018). Atualmente
dentre os complexos de ruténio, apenas o complexo TLD1433, um complexo de ruténio
polipiridinico, ainda se encontra em ensaios clinicos. Esse complexo tem apresentado
uma atividade antitumoral bastante promissora frente a cancer de bexiga, com uma boa
seletividade para as células tumorais devido a sua ativacao por irradiacao na terapia
fotodinamica (PDT), o que resulta em uma diminuicdo de possiveis efeitos colaterais.

As estruturas quimicas dos complexos de ruténio mencionados encontram-se
apresentadas na Figura 8.

Figura 8. Complexos de ruténio utilizados em ensaios clinicos.
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FONTE: a autora.

Tendo em vista a promissora atividade de complexos de ruténio para atividade
antimetastatica e antitumoral, e ficando clara a necessidade de aprimoramento dessas
espécies para se chegar a um farmaco antitumoral a base de ruténio, muitos estudos

vém sendo realizados com diferentes espécies contendo este centro metalico. Estudos



recentes tém demonstrado atividades antitumorais in vitro e in vivo bastante promissoras
de complexos de ruténio de diferentes classes como Ru-areno, Ru-polipiridinas, Ru-
fosfinas, dentre outros. (COVERDALE; LAROIYA-MCCARRON; ROMERO-CANELON,
2019; DA SILVA et al.,, 2020; DRAGUTAN; DRAGUTAN; DEMONCEAU, 2015;
HONORATO et al., 2020; LEE; KIM; NAM, 2020; LIN et al., 2018; MAHMUD et al., 2021;
MONRO et al., 2019a; POYNTON et al., 2017; RICCARDI et al., 2019; ZENG et al., 2018,
2017).

Os mecanismos de agéo antitumoral de complexos de ruténio vem sendo cada vez
mais estudados e se mostram bastante diversificados, apresentando diferentes alvos e
vias de sinalizagao que culminam na morte celular (Figura 9). Alguns de seus alvos no
interior das células sao as mitocéndrias, o DNA e o reticulo endoplasmatico que levam a
morte por apoptose. Outros complexos utilizados na Terapia Fotodinamica (PDT) séo
capazes de interagir com oxigénio molecular e gerar espécies reativas de oxigénio que

também levardo a morte celular. (LIN et al., 2018)

Estudos de relacdo estrutura-atividade de diferentes complexos de ruténio
permitiiam um melhor conhecimento sobre essas espécies 0 que possibilitaria
desenvolver compostos cada vez mais seletivos para o ambiente tumoral e inclusive para

a interagao com biomoléculas especificas de interesse para essa atividade.



Figura 9. Principais alvos e mecanismos de agao antitumoral de complexos de ruténio.

Fonte: (LIN et al., 2018).

1.5 Oxido Nitrico (NO) e o Cancer

O o6xido nitrico (NO) é um radical livre que, endogenamente, € capaz de
desempenhar papel fundamental em processos fisioldgicos quanto patolégicos. Trata-se
de uma molécula muito pequena, sem-carga e de elevada lipofilicidade, o que favorece
sua difusao através de membranas bioldgicas (QUEIROZ e BATISTA, 1999; MOLLER e
DENICOLA, 2018). Endogenamente o NO é sintetizado por diferentes isoformas das
enzimas Oxido nitrico sintase (nitric oxide synthase - NOS) a partir da oxidagcdo do
aminoacido L-arginina a L-citrulina. O radical em questao encontra-se envolvido em uma
grande variedade de processos fisioldgicos, tais quais controle do ténus vascular, inibicao
da adesao e agregacao plaquetaria, replicacdo da musculatura lisa muscular, resposta
imune, comunicagao neuronal, cicatrizagao, diferenciagao celular e apoptose (GHIMIRE
et al.,, 2017; KUMAR et al., 2017; YANG et al., 2008).



Figura 10. Algumas das respostas fisiolégicas moduladas pelo 6xido nitrico.

Figura 11. Etapas de oxidagao da L-arginina para producéo de NO a partir da atividade
da enzima 6xido nitrico sintase (NOS).

FONTE: a autora.
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Quando em elevadas concentragbes (> 300 nM), o NO, seja sintetizado
endogenamente ou doado por fontes externas, pode atuar como agente citostatico ou



citotoxico frente a células tumorais, enquanto em baixas concentragdes (< 100 nM) essa
molécula apresenta o efeito oposto, promovendo o crescimento tumoral.

Muitos estudos vém sendo desenvolvidos a fim de se elucidar as vias de sinalizagcao
relacionadas com as fungdes pro e anti-oncogénicas que esse radical apresenta (KUMAR
et al., 2017). Em elevadas concentracdes, o NO tende a reagir com o anion superoxido
ou oxigénio molecular, levando a formagao de peroxinitrito (ONOO") e outros éxidos de
nitrogénio, conforme apresentado na Figura 12.

Essas espécies, por sua vez, irdo sofrer reagdes de oxidacdo, nitracdo ou
nitrosagao, levando a estresses nitrosativos e oxidativos que culminardo em danos ao
DNA levando a sua ruptura, peroxidagao lipidica, além de reagir com aminas de outras
biomoléculas formando N-nitrosaminas. Tais danos celulares levam ao acumulo de p53
e ativagao de poli(ADP ribose) polimerase, vias de sinalizagdo anti-oncogénicas que
resultam em morte celular programada (apoptose). Ja em baixas concentragdes, essa
mesma molécula é capaz de atuar como agente pro-tumorigénico através de reacdes
com metais de transicdo, eliminacdo de radicais livres e favorecendo a proliferagdo
celular (FEELISCH, 2008; FEIHL et al., 2001; THOMAS et al., 2008; WINK e MITCHELL,
1998).

Figura 12. Efeitos diretos e indiretos do 6xido nitrico no meio intracelular.
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Devido ao intimo envolvimento do NO na biologia do cancer, doadores de NO tém
sido avaliados como alternativa para o tratamento deste (CRISALLI et al., 2018; DA
SILVA et al., 2015; MIKHAILOV et al., 2019; NEGRI et al., 2019; ORLOWSKA et al., 2018;
RODRIGUES et al.,, 2020). Como visto, sua acado € dicotdmica, podendo atuar na
progressdo ou supressao tumoral, dependendo da concentragdo, fluxo, duracéo e
quimica redox ambiental (FEELISCH, 2008; FEIHL et al., 2001; THOMAS et al., 2008;
WINK e MITCHELL, 1998). Portanto, o controle da quantidade e duragao exatas do NO
liberado por um doador deve ser cuidadosamente abordado na terapia do cancer. Nesse
sentido, doadores de NO vém sendo cada vez mais estudados e se mostrado bastante
promissores por suas atividades anticancer. Publicagées de destaque (LI et al., 2014;
GAZZANO et al., 2016; PIERETTI et al., 2020; SINHA et al., 2016, 2018 e 2019;
SULLIVAN, 2008) demostram que, em concentragbes nao citotoxicas, compostos
doadores de NO também sao capazes de favorecer a perfusdo na regido tumoral, devido
sua atividade pré-angiogénica e vasodilatadora, contribuindo para a reversdo de
“‘resisténcia a multiplas drogas” e auxiliando assim na quimioterapia principalmente na
regido de hipdxia de tumores solidos.

Dentre os mecanismos relacionados com essa capacidade recentemente
descoberta (LI ef al., 2014; GAZZANO et al., 2016; PIERETTI et al., 2020; SINHA et al.,
2016, 2018 e 2019) do NO de auxiliar no combate a “resisténcia a multiplas drogas”

(MDR), pode-se citar, até o momento, os seguintes:

1) NO e espécies relacionadas ao NO (NOx) podem induzir a nitragdo e desnaturagéo
de varias proteinas importantes envolvidas no reparo do DNA. O NO prejudica a
capacidade da célula de reparar o DNA e, consequentemente, aumenta a
citotoxicidade de drogas anticancer que levam a danos no DNA.

2) NO promove a deplecao de glutationa (GSH), que é encontrada em niveis mais
elevados em linhagens de células tumorais resistentes em comparagdo com
células tumorais sensiveis as quimioterapias atuais. GSH € um potente inibidor de
farmacos antitumorais como aqueles a base de platina.

3) O NO promove a glutationilagado da histona, revertendo os mecanismos MDR, uma
vez que essas proteinas nucleares sdo importantes na regulagcéo da transcricéo

génica.



4) Como um vasodilatador potente, o NO mostrou superar efeitos MDR induzidos por
hipdxia, que sdo observados em tumores sélidos.

5) NO é capaz de sensibilizar as vias associadas a NF-kB em células tumorais
resistentes. O NF-kB €& responsavel por modular a sobrevivéncia celular, as vias

metastaticas e mecanismos de resisténcia a medicamentos.

Assim, muito vem sendo explorado em relagao as inumeras contribui¢gdes do oxido
nitrico no combate a diferentes tipos de tumores. Atualmente, busca-se o
desenvolvimento de compostos capazes de gerar/doar quantidades controladas de NO
como N-diazeniodiolatos (NONOatos) (LI et al., 2020; MAJUMDER et al., 2014; YANG et
al., 2018), complexos nitrosilos de ruténio (CRISALLI et al., 2018; DA SILVA et al., 2015;
FRY e MASCHARAK, 2011; NEGRI et al., 2019; RODRIGUES et al., 2020; ROOSE et
al., 2019; TFOUNI et al., 2012; XIANG et al., 2017) e S-nitrosotiois (RSNO) (ZHANG e
SADLER, 2017). Dentre cada uma dessas classes de doadores de NO, busca-se o
desenvolvimento de compostos com atividade antitumoral que precisariam ser mais
seletivos e capazes de liberar NO em concentragdes citotoxicas na regido de interesse.
Uma possivel abordagem seria a utilizagdo de pré-farmacos capazes de liberar NO por
estimulos especificos como por exemplo irradiagdo luminosa ou diferenca de pH
(CARNEIRO et al.,, 2011; CRISALLI et al., 2018; DA ROCHA et al., 2008; FRY e
MASCHARAK, 2011; MIKHAILOV et al., 2019; RODRIGUES et al., 2020; TFOUNI et al.,
2010 e 2012; XIANG et al., 2017), permitindo uma seletividade cada vez maior para a

regiao tumoral.

1.6 Compostos doadores de Oxido Nitrico

As principais classes de doadores de NO correspondem aos nitratos organicos, os
N-diazeniodiolatos, os Nitrosotidis, os Furoxanos, os Nitrobenzenos e compostos Metal-
nitrosilos (YANG; HUANG; LI, 2021).



Figura 13. Representagao dos principais doadores de NO de acordo com suas classes.
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FONTE: Adaptado de (YANG; HUANG; LI, 2021).

Os nitratos orgéanicos foram os primeiros farmacos doadores de NO a serem
descobertos e utilizados clinicamente. Os principais representantes dessa classe sao os
farmacos nitroglicerina e dinitrato de isossorbida, vasodilatadores classicos de rapida
absorgcao via oral que apresentam como principal indicagdo clinica o tratamento de
angina. Entretanto, tal classe apresenta como limitagdo de seu uso o fato de causar
tolerancia. (FRANCA-SILVA et al., 2014)

Os N-diazeniodiolatos (NONOatos) sao compostos formados por aminas
secundarias e adutos eletrofilicos sob alta pressao na presenga de metanol e metdxido
de sédio. Dependendo de sua estrutura quimica, esses compostos podem apresentar
meia-vida de NO liberado desde alguns poucos segundos a varias semanas, com

cinéticas de liberacao de NO bastante distintas. O grupamento NONOato, em condi¢des



fisiolégicas, pode ser hidrolisada levando a produgao de duas moléculas de NO. (LI et al.,
2020)

Os S-nitrosotidis (RSNO) sdo uma classe de compostos capazes de produzir NO
sob estimulos especificos como: presenga de metais de transi¢do (como Cu®), acido
ascorbico, luz ultravioleta, calor ou enzimas (superéxido dismutase e proteina dissulfeto
isomerase). Nessas circunstancias, a ligacdo S-NO ¢ clivada liberando NO e gerando a
ligacao dissulfeto correspondente. (ZHANG et al., 2017)

Os derivados de nitrobenzenos apresentam grupos substituintes estericamente
impedidos (CFs, metil ou hidrocarbonetos aromaticos) na posi¢cao orto ao grupo nitro o
que Ihes confere uma distorcdo da estrutura espacial do anel benzénico, enquanto o
grupo nitro encontra-se perpendicular ao plano do anel. Essa conformacéo permite que,
sob irradiagao luminosa, os grupos nitro sejam convertidos em grupos nitroso levando a
clivagem das ligagdes oxigénio-nitrogénio (O-NO2) e assim a liberagdo de NO. (SUZUKI
et al., 2005)

Os furoxanos sdo uma classe de NO-doadores relativamente estaveis a acidos e
bases, sendo capazes de liberar NO em condi¢des fisioldgicas a partir da agdo de
sulfidrila, como a cisteina.

O NO apresenta uma forte capacidade de coordenacdo com ions metalicos,
formando ligagdes em que ha uma retrodoagao entre o NO* e o centro metalico, gerando

complexos nitrosilos de diferentes metais.

Sob irradiagédo luminosa, o fotoelétron faz a transigéo do orbital &= do ion metalico
para o orbital antiligante n* do NO, gerando um processo de transferéncia interna de
elétrons com consequente liberagao desse radical. A faixa de comprimento de onda da
luz necessaria para induzir a liberagdao de NO pode ser modulada a partir dos co-ligantes
coordenados ou ainda pela modificagdo do centro metalico, como ferro (Fe), manganés
(Mn), ruténio (Ru) e cromo (Cr). Atualmente, os complexos doadores de NO mais
explorados sao aqueles a base de Ru e Fe. O Nitroprussiato de sbédio
{Naz[Fe(CN)sNO]-2H20}, é um exemplo de complexo doador de NO utilizado na clinica.
Trata-se de um potente vasodilatador de administragéo parenteral com acao rapida e de

curta duragéo utilizado para o controle de emergéncias hipertensivas e no tratamento de



pacientes com insuficiéncia cardiaca aguda descompensada. Apesar de bastante efetivo,
sua utilizagado € limitada ao ambiente hospitalar devido ao elevado risco que esse
medicamento apresenta para o paciente. Os compostos nitrosilos de ruténio sdo mais
estaveis e, por isso, vem sendo explorados como uma alternativa mais adequados para
uso em condigdes fisioldgicas

Apesar de até o momento, compostos doadores de NO s6 serem utilizados
clinicamente devido as suas conhecidas atividades vasodilatadoras, vimos que,
dependendo se sua concentracéo e local de liberagao, esse radical pode desempenhar
diversas outras atividades, podendo inclusive auxiliar no tratamento do cancer, como vira
a ser explorado nesse trabalho de doutorado com o estudo de complexos nitrosilos de
ruténio e com a inclusdo de grupamentos NONOato (Figura 14) em complexos Ru-NOx

(NOx = ligante derivado do 6xido de nitrogénio).

Figura 14. Estrutura geral dos NONOatos.
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1.7 Complexos nitrosilos de Ruténio

Dentre os nitrosilos complexos, os com centro metalico de ruténio sdo os mais
estudados. Tal fato se deve a formacéo de uma ligacao relativamente estavel {Ru-NO}
(formas canodnicas Ru'-NO*, Ru'-NO, Ruv-NO-) como resultado de dois tipos de
interacao: i) doagao de densidade eletronica do orbital molecular o do NO para o metal e
i) retrodoacgao dos orbitais d ocupados do metal para orbitais moleculares =" do ligante
NO, conforme representado na Figura 15. (TFOUNI, 2010). Tal estabilidade possibilita a
utilizacado de compostos de coordenacgao de ruténio na liberacao de 6xido nitrico em meio

bioldégico, o que tem despertado grande interesse no estudo de suas propriedades.



Figura 15. Esquematizagcao da retrodoacao entre o centro metalico de ruténio e o ligante
NO+.
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FONTE: a autora.

Os demais ligantes coordenados ao ruténio tendem a influenciar na liberagéo de
NO por tais complexos. Assim, diferentes classes de ligantes vem sendo estudadas para
tal finalidade como tetraazamacrociclos, aminas, bipiridinas, bases heterociclicas
aromaticas, fosfinas, EDTA, SALEN, ftalocianinas e porfirinas. (TFOUNI, 2010).

O grupo do Prof. Silva e colaboradores estudou uma série de compostos nitrosilos
de ruténio em que a liberagao de NO seria realizada através de um processo fotoquimico
e o controle da reatividade de liberagdo desta biomolécula seria influenciado pelos
demais ligantes coordenados ao centro metalico. (TFOUNI et al, 2005; BONAVENTURA
et al, 2004; CARLOS et al, 2004; DE OLIVEIRA et al, 2009; GAITANI et al, 2009;
MARANHO et al, 2009; HOLANDA et al, 2008; DA ROCHA et al, 2008; SAUAIA et al,
2003; TOGNIOLO et al 2001; PAULO et al, 2012; FRANCO et al, 2014).

Os complexos nitrosilos de ruténio estudados pelo grupo apresentaram atividades
biolégicas bastante promissoras, como vasodilatagdo, atividade tripanocida ou ainda
antitumoral (CRISALLI et al., 2018; CARNEIRO et al., 2011; DA SILVA et al., 2015; DOS
SANTOS et al., 2019; HEINRICH et al., 2014; NEGRI et al., 2019; POTJE, 2018 et al;
RAMOS et al., 2018; RODRIGUES et al., 2020). Efeitos sinérgicos foram observados com
a liberagdo de oOxido nitrico juntamente com a produgdo de oxigénio singlete em
complexos nitrosilos de ruténio que se apresentam ligados a ftalocianinas (CARNEIRO
etal.,, 2011; NEGRI et al., 2019).



Assim, com base nas premissas apresentadas, decidiu-se por desenvolver esse
trabalho visando o estudo de complexos de ruténio(ll) que pudessem liberar NO de forma
controlada, sob estimulos especificos e em concentragdes suficiente para induzir a morte
celular e ainda avaliar a possibilidade de se obter um efeito sinérgico do 6xido nitrico com

co-ligantes bioativos.

2. CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS

Ao longo das ultimas décadas, os complexos de Ru tém sido alvo de consideravel
atencao e variadas areas de aplicagao tém surgido rapidamente. Talvez, a principal area
de pesquisa de complexos de Ru seja a sintese de potenciais agentes antitumorais, entre
os quais estruturas contendo ligantes bipiridinas coordenadas s&o proeminentes. Dentre
os complexos de Ru destacados neste trabalho, alguns demostraram perfis antitumorais
interessantes, como citotoxicidade em baixas concentragdes, aumento da seletividade
para células tumorais em relacédo a células saudaveis ou ainda capacidade de inibigao
da migragao celular. Embora a correlagao estrutura-atividade ainda careca da sintese de
um maior numero de espécies, os complexos de Ru aqui destacados nao nos permitiram
entender um alvo especifico e, portanto, podem ser considerados inespecificos. No
entanto, dado que numerosos regimes oncolégicos ainda incluem farmacos antitumorais
nao especificos a base de Pt, por exemplo, uma nova geracdo de metalofarmacos
antitumorais para superar as desvantagens existentes, como baixa seletividade para
células tumorais e alta toxicidade contra células normais, parece atrativos como
parametro de busca a novos complexos. Neste contexto, a tese aqui apresentada mostra
que complexos de ruténio podem se tornar atrativos, no que tange a agao sinérgica. As
varias espécies sintetizadas, nas quais ligantes nitrosilo (NO™), nitrito (NO2) e NONOatos,
constituiram-se de ferramentas interessantes na capacidade de doar NO. A quantidade
e velocidade de reacao de liberacdo de NO é dependente da estrutura molecular.
Ligantes bipiridinas sdo melhores doadores em meio fisioldgico e o ligante apresenta
isomeria de ligacéo, do tipo, Ru-ONO- ou Ru-NO2. O primeiro apresenta uma maior
velocidade de liberagéo, quando excitado em 447 nm. Estes mecanismos foram descritos

como inerentes a participagéo do ligante na banda de TCML envolvendo ruténio(ll). Para



ligantes NONOato, a coordenacgao ao ion metalico mostrou dependéncia da liberagao do
NO em fungcdo da capacidade doadora dos co-ligantes L, nos complexos
[RuLn(NONOato)]". A capacidade c-doadora de “L”, afeta a densidade eletronica entre
Ru-NONOato, e consequentemente a liberagcdo de NO com o pH. Ficou evidente que
ligantes Ln = NH3 ou cyclam, apresentam liberagdo de NO em pH’s mais altos do que
aqueles de estrutura semelhante, porém contendo a ligagdo Ru-bpy. Considerando que
sitios especificos nas células apresentam diferentes regides de pH, este sistema poderia
se constituir de uma potente arma no que concerne a atuagdo como agentes Doadores
de NO. Outro fendmeno interessante e muito importante na perspectiva do uso de
complexos de ruténio como agentes citotdxicos e que se pode aprender no trabalho aqui
desenvolvido, é a espécie contendo a ligagdo {Ru-curcumina}. Embora o ligante seja
propalado como de significante interesse bioldgico, poucos avangos na aplicagao clinica
foram manifestados. Talvez, isto seja devido a instabilidade do ligante livre. Os estudos
fotofisicos descritos neste trabalho mostraram que a densidade eletrénica do ligante é
profundamente afetada pela interagdo, porém a estabilidade observada do complexo
sintetizado é imensamente superior ao do ligante livre, sendo esta manifestada por dias,
enquanto o ligante livre em minutos. A citotoxicidade observada pelo complexo, mostra
que ha um caminho a se seguir, principalmente pela capacidade de co-ligantes

influenciarem nesta agao citotdxica da curcumina coordenada.

A fim de superar a baixa seletividade e a falta de toxicidade associada a
quimioterapia, encapsulamento com nanoparticulas, que podem ativar seletivamente
porcoes de pré-farmacos em um sitio celular especifico, além de direcionar os compostos
para a regidao tumoral, tornaram-se uma estratégia promissora. Estudos dessas
aplicagdes demonstraram viabilidade como terapias nao invasivas e direcionamento para
organelas especificas. Apesar dos promissores resultados in vitro dos complexos
baseados em Ru aqui destacados, estudos in vivo poderiam demonstrar melhor o
direcionamento para a regiao tumoral por Efeito EPR dos compostos nanoencapsulados,
tornando-os mais seletivos. Um estudo mais detalhado de mecanismo de agéo de tais
compostos — encapsulados ou livres — deverao ser realizados seguindo entdo para um

contexto pré-clinico.



Por fim, muito mais do que desenvolver novos compostos que tenham importante
acgao citotoxica e/ou antimetastatica, a tese aqui apresentada mostra que complexos de
ruténio podem e devem ser explorados com mais afinco em relacéo a possibilidade de
sua aplicacdo para atividade antitumoral. Conhecendo-se as peculiaridades inerentes a
ligagdo quimica, como o que discutimos ao longo deste trabalho, poder-se-a idealizar
espécies promissoras constituindo-se de uma nova geragao de farmacos. Ha de se
entender também as beneficies do NO, tanto do ponto de vista da citotoxicidade, como
também de citoprotecéo de células normais. O grupo vem estudando isto e, embora ndo
tenha sido detalhadamente descrito nesta tese, estudos realizados no decorrer do
desenvolvimento experimental aqui descrito, foi observado que a concentragdo de NO
pode trazer protecao a células normais e aumentar a citotoxicidade em células tumorais.

Estes estudos estdo em desenvolvimento, assim como ensaios em células 3D.
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