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RESUMO

AVALIACAO DA  ATIVIDADE CITOTOXICA DE
COMPLEXOS FOSFINICOS DE &ll) COM LIGANTES MERCAPTOS E
ACILTIOUREIAS. O presente trabalho teve como objetivos principais a sintese,
caracterizacdo e avaliacdo bioldgica de duas séries de complexos fosfinicos de
ruténio contendo ligantes mercaptos ou aciltioureias. A primeira $drie
composta de cincoomplexoscom formula geral [Ru(NS)(dphppy)(dppb)]PF
(AMP1-AMP5) [dppb= 1,4bis(difenilfosfina)butano; dphppy=
2-(difenilfosfina)piridina; NS=  2mercaptopiridina  (pyS; AMP1),
2-mercaptotiazolina (tzdt;AMP2), 6-mercaptopiridineB-acido carboxilico
(mpca AMP3), 2-mercaptopirimidina (pySm;AMP4) e 4,6diamino2-
mercaptopirimidina (damp;AMP5)]. Os complexos da segunda seérie
apresentaram férmula geral [RMH)(dphppy)(dppb)]Pk (SPPM2SPPM6)
[OS @ciltioureia3= dmbth=N,N-(dimetil)-N ébenzoiltioureia $PPAM2), debth=
N,N-(dietil)-N éenzoiltioureia  $PPM3), depth=  N,N-(dipropil)-N &
benzoiltioureia $PPM4), dbbth= N,N-(dibutil)-N éenzoiltioureia $PPM5),
dfbth= N,N-(difenil)-N éenzoiltioureia $PPM6)]. Todos oscomplexos foram
caracterizados pelas técnicde espectroscopia de absorcdo na regido do
infravermelho e do UV/visivel, analise elementar, condutividade molar,
voltametria ciclica, espectroscopia de ressondncia magnética nuclébl; de
¥C {*H} e *P {*H} e difracdo de raios X de monocristais. &ividade
citotoxica dos complexos foi avaliada frente as linhagens celulares derivadas de
tumores humanos, MDMB-231 (cancer de mama) e A549 (cancer de pulméo)
e frente as linhagens celulares humanas nao tumorais derivadas de pulméo
MCR-5 e de mama MGCHOA. Os complexos apresentaram excekente
atividades citotoxices nas linhagens tumorais, com valores desyIC
significativamente inferioreem relacdo aobgantes livres e a cisplatina. Nas
células tumorais de pulméo, os complexos com mercaptos apresevaivess

de 1G, na faixa de 0,1:2,59 uM, e os complexos com aciltioureias na faixa de
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0,100,98 uM. Os valores de kgfrente as células tumorais de mama foram na
faixa de 0,08,36 pyM e 0,251,05 pM para as sérieaMP e SPPM,
respectivamente. Os comptextambém apresentaram seletividade pelas células
tumorais MDAMB-231 e A549 em relacdo as respectivas linhagens celulares
nao tumorais. Destacs®e a seletividade dos complexasom ligantes
aciltioureias peldinhagem A549, com indices de seletividade acou iguala

10. Os compostodMP4 (I1S= 6,7) eSPPM4 (1IS= 33) foram escolhidos para
estudos adicionais nas células tumorais de pulméo, devido aos melhores indices
de seletividade em sua respectiva série. Andsamplexos foram capazes de
inibir a formac® de colbnias e alterar a morfologia das células tumalais
linhagem A549. Na analise do ciclo celular, os complexos induziram um
acumulo de célulasom conteudo anormal de DNA, denominadas de células
SubG1, que representa a fracdo de células mortasre@NA fragmentadoA
fragmentacdo do DNApode ser referentao processo de apoptose celular
confirmad para as células tratadas corAMP4. Paraas células A549 tratadas
como complexaSPPM4, possivelment®utros processade mortecelularestao
envolvidos Também foram estudados possiveis alvos biolégicos dos complexos
gue possam atuar como gatilhos para desencadear o processo de morte celular.
Os complexos apresentaram interacdes reversiveis e fracas via sulco menor do
DNA, porém ndo cawsn alteracbes nas estruturas secundaria e terciaria da
biomolécula. Tais resultados apontam que provavelmente o DNA nédo é o alvo
principal dos compostos. A inibicdo da atividade da enzima topoisom@&ase
pelos complexos com os ligantes mercaptos foi sexddi pelo processo de
relaxamento do plasmideo superenovelado. A inibicdo da efdio@olB em
concentracfes préoximas aosyCmesmo de forma parcial, pelos complexos
fornece indicios que a enzima Teli® pode ser considerada como um dos
possiveis alvos blégicos.Entre os complexos avaliados em células HEK293T
uGFP, ocompostoAMPS5 foi um inibidor da atividade quimiotripsifiikke do

proteassom@6Sem células viaveis, indicando que a enzima € alvo biolégico.
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE CYTOTOXIC ACTIVITY OF NEW
Ru(1N)-PHOSPHINE COMPLEXES WITH MERCAPTO OR
ACYLTHIOUREA LIGANDS. In this thess, two series of new Rphosphine
complexes containing mercapto or acylthiourea ligands vesrghesized,
characterized and assessed their cytotoxic activities. The first series is composed
of five complexes of general formula [Ru(NS)(dphppy)(dppby]PF
(AMP1-AMP5) [dpphpy = diphenyR-pyridylphosphine, NS =
2-mercaptopyridine  (pyS; AMP1), 2-thiazoline2-thiol (tzdt;, AMP2),
6-mercaptopyridineg-carboxylic acid (mpa AMP3), 2-mercaptopyrimidine
(pySm,AMP4) and 4,6diaminc2-mercaptopyrimidine (dam@MPS5); dppb =
1,4-bis(diphenylphosphino)butane]. In the second series, complexes present the
general formula [RUDS)(dphppy)(dppb)]Pk (SPPM2-SPPM6)
[OS= N,N-(dimethyl}»N'-benzoylthiourea (dmbthiSPPM2), N, N-(diethyl)}>N'-
benzoylthiourea (debtiPPM3), N,N-(dipropyl)}-N'-benzoylthioureagPPM4),
N,N-(dibutyl)-N'-benzoylthiourea  (dbbth, SPPM5, N,N-(diphenyl}N'-
benzoylthiourea (dpbthSPPM6)]. The complexes were characterized by
elemental analysis, spectroscopic techniques (IR, UV/Visible, 1D and 2D NMR)
and Xray diffraction. In the characterization, the correlation between the
phosphorous ams wih their respective aromatic hydrogens of the compounds
in the assignment stands out, Hy-**P HMBC experiments. The cytotoxic
activity of the complexes was evaluated against cell lines derived from human
tumors, MDAMB-231 (breast cancer) and A549 (luogncer) and against
nontumoral human cell lines derived from lung M&Rand breast MCROA.
The compounds showeagbod toexcellentanticancer activities against cancer
cell lines, with IC50 values significantly lower than the free ligands and
cisplatin. For A549 tumor cells, the complexes with mercaptos had/éllies
in the range of 0.22.59 uM, and the complexes with acylthiouredhe range

of 0.100.98 pM. In the breast tumor cells, sfCralues were in the range of
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0.080.36 uM and 0.28..05 pM for theAMP and SPPM series, respectively.

All complexes were also selective for tumor cells in comparison to the
respective nottumoral cell lines. The complexes with acylthiourea showed
expressive selectivity toward lung tumor cells, with selectivity indeg(Sd¥
values above (or equal to) 10. The compouAtP4 (SI= 6.7) andSPPM4

(SI= 33) were chosen for further studies in lung turcelts, due to the better
selectivity index in their respective series. Both complexes were able to inhibit
colony formation and alter the morphology of tumor cells A549. In the cell cycle
analysis of the cells, the complexes induced an accumulation Isf vaigh
abnormal content, calleBubG1 cells, which represents the fraction of dead
cells and fragmented DNA. hE fragmentation of DNAs due to the cell
apoptosis processonfirmed for cells treated with th®VIP4. For A549 cells
treated withthe SPPM4 complex, possibly other cell death processesare
involved The possible biological targets of the complexes that could act as
triggersfor the cell death process were also studied. The complexes presented
weak reversiblenteractions via minor groove of thBNA. The complexes
caused no significant changes in the tertiary and secondary DNA structures,
indicating that this biomolecule is probably not the primary target for them.
Study with enzymatic target, especially targets overexpressed in tumor cells that
justify the cytotoxic activity of the compounds were carried out. And it was
found that the complexes are capable of partially inhibiting the Top IB catalytic
activity, at low concentrations, close to thesd@alues of cancer cell lines.
Overall, the proteasome enzyme can be a biological target for these complexes.
The results indicate that ruthenium complexes containing mercaptos or
acylthiourea present promising cytotoxic activities for the development of
chemotherapeutics for the treatment of candarong the complexes assayed in
HEK293T-uGFP cells, complexAMP5 was able to diminish the proteasomal
chymotrypsinlike activity to a greater extenindicating that the proteasne

26S enzyme can be a biologitatget of the compound
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O fiestado da arteo da qu2mica
longo do tempojniciando comAlfred Werner quandorealizou a primeira
tentativapara elucidar as ligacbes existestno que hoje conhecemos como
complexosde coordenacao, o que foi descrito pela teoria dos compostos de
coordenacao erh883, até os dias atuais e que apresenta certamente um futuro
longinquo*?

Os avangos na quimica inorgéami@ossibilitaram uma ampla
aplicabilidade dssescompostosem diversas areas, que incluem mineracéo,
metalurgia, ciéncias médicantre outras. O uso dos catatiores baseados em
compostos metalicos aplicados em processos industriais de quimica fana, pa
fabricacdo em grande escala de produtos farmacéuticos, agroquimicos,
fragranciasentre outros, € um exemplo da importancia desses compostos

Na medicina ogompostos inorganicaém sido usados ha séculos,
datados dos periodos danmtigascivilizacdbes da Mesopotamia, do Egito, da
india e da China*® Entretanto, um marco na quimica inorganica responsavel
pelousomoderno dos compostos metalicos na medicina foi a descricdo em 1969
por Barnett Rosenberg, Loretta Van Camp e Thomagas da atividade
antiproliferativa de um composto inorganico, posteriormente descrito como
cis-diaminodicloroplatina(ll) comumente denominado como cisplatina
(FIGURA 1.1).° Ap6s ensaios clinicos em 1978 composto teve uma rapida
aprovacagara o uso ntratamento de cancer pela United States Food and Drug
Administraton (U.S. FDA). A descoberta veio em um momento em que a
triagem dos compostos anticancer foca@enasem pequenas moléculas
organicas. Posteriormentaytroscomplexosinorganicosforam desenvolvidqgs
resultando na segunda e terceira geragd® fArmacosbaseados nalatina
(FIGURA 1.1, levando a aprovacdo pela U.S. FDA dos compostos
carboplatind e oxdiplatind como quimioterapicos. Em paises esfieos,
outros trés compostoforam aprovados para uso clinicFIGURA 1.J),

nedaplatind lobaplatind® e heptaplatind’ Os medicamentos dabe de platina
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tornaramse quimioterapicos de primeira linha tratamento do cancdevido

as suas significativas eficacia antitumoras.*

Cisplatina o Lobaplatina o
H 3 N gy, Lt >—< H 2 N ""!;.a_, \\\\\0
sy, Pt ......
/ 0
H3N/ \ o™ HZN \
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N No Pt 2
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FIGURA 11- Estruturas quimicas dos complexos a base de platina em uso

clinico como quimioterapicegao tratamento do cancer.

1.1 - Cancer: contextualizacdo groblematica

De acordo cm a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) no ano de
2018, estimase que ocorreram 18,1 milhdes de novos casos de cancer e um total
de 9,6 milhdes de mortes em todo o mundo causadas por esta enfer@idade
relatorio da OMS aponta quecdncer € a segunda causa de morte no cenario
mundial, perfazendo aproximadamente 17% do total, ficando atras apenas das
doencas cardiovasculares. International Agency for Research on Cancer
(IARC) projeta que em 2040 sejam diagnosticados aproximadamente
29,5 milhdes de novos casos de cancer e 16,4 milhdes de mortes na“iundo.

O Instituto Nacional de Céancer José Alencar Gomes da Silva

(INCA) tem apontado que o panorama esperado para 0s proximos anos no Brasil

3



Gabriel H. Ribeiro Introducéo

€ semelhante ao global. As estimativas validas para cada ano do triénio 2020
2022 indi@am a ocorréncia de 625 mil novos casos de cancer. A estimativa que
o cancer da pele do tipo ndo melanoma (177 mil casos novos) sera 0 mais
incidente na populacao brasileira, seguido pelos tumores de prostata (66 mil),
mama feminina (66 mil), colon e retdl mil) e pulméo (30 milj*

O cancer referse a mais de 277 tipos de doencas cancerigenas
implicando em elevados niveis de especificidadem como as istintas
caracteristicas adquiridas pelas células cancerigenas durgmecesso de
desenvolvimento de tumore& formagcao do cancer ocorre por um processo de
multiplos passos e que pode levar varias décadas para que haja formacédo de um

0™ Um dos passos é uma série de mutaces sucessivas em

tumor primari
genes, acarretando a disfuncdo dos genes vitais e mudancas nas funcbes
celulares. Os protoncogenes responsaveis por codificar importantes proteinas
para divisdo, crescimento e diferenciacdo celutar eondicbes normais se
tornam oncogenes durante o processo de mutacdo genética. Adicionalmente, a
mutacao dos genes supressores de tumor faz as células cancerigenas perderem a
capacidade de codificar proteinas que regulam as etapas do ciclo celular. Esses
distarbios génicos afetam o ciclo das células induzindo a proliferacédo celular
anormal*°

A proliferagao celulgrsem restricbestem como consequéncia a
formacgao de corpasolidos e irregulareshamads, tumores.Os umores que se
espalham ou invadem tecidos vizinhos sdo chamados malignos. Além disso, a
medida que esses tumores se desklwem, algumas células de crescimento
podem se separar e migram por meio do sangue e/ou dos linfonodos e iniciam
novos tumores cancerigenakistantes do tumor primario. Por outro lado, os
tumores benignos ndo espalham ou atacam o0s tecidos pProXMESSSO
denominado metastasépdés os procedimentos de trataments, tumores

benignos sao erradicadds?®
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O paciente com a neoplasia recebe tratamento de acordo com o tipo,
localizac&o e estagio clinico do tumor, e estado de saude geral do pacigate
outros fatores. A maioria dos pacientes € submetida a uma combinacdo de
tratamentosO uso de agentes quimioterapéuticos antineoplasicos é certamente,
e provavelmente continuara sendo, a abordagem mais utilizada entre as
modaldades terapéuticasmesmo com advento das hovas estratégias
terapéuticas para a cura do cancerA quimioterapica € empregada,
principalmente, para reduzir metastases e tumores primarios, o que €
particularmente importante, haja vista que a mortalidade de pacientes com
cancer émuitas vezes atribuida a proliferacdo metastadoainvés do tumor
primario™*'® Neste contexto, os quimioterapicos & base dos complexos de
platina se destacaraestimase que aproximadamentei6Q@% dos tratamentos
de neoplasias via quimioterapia t&m prevaleido do uso destes.

Os medicamentos a base de platina sdo administrados via iojecéo
infusdo intravenosa lenta. A fim de retardar a reatividade do complexo, a
cisplatina é formulada em solucéo salina a 0,9% (NaCl), enquanto a carboplatina
e oxaliplatinasao formuladas em solucdes de glicose a 5%. Contudo, os
guimioterapicos tém seus 6npP®IsS0S compostos nao sao especificos as células
neoplasicas, também s&o citotoxicos as células normais, especialmente os
tecidos com células de alta taxa de replica§&m reportados em torno de 40
efeitos colaterais possiveis dos quimioterapicos, cujas implicacdes no tratamento
levam desde a limitacdo das doses prescritas a prescricdo de medicamentos
adicionais para minimizar ou reverter os efeitos colatelDssire & tecidos e
orgaos atingidos incluem as mucosas da boca, estomago e intestinos, o que leva
a toxicidades gastrointestinais. A medula 6ssea que pode resultar em reducéo da
producdo de globulos brarece vermelhos. Também exiberdrotoxicidadee
hepatotoxicidade. O dano renal surge porque a excre¢do das drogas ocorre pela
urina e toxicidade hepatica surge porque 0 corpo tenta metabolizar e

desintoxicar as drogas de platina no figado, proporcionando a absorcédo pelas
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células destes 6rgaos. Alénssb, os pacientes necessitam de monitoramento
extenso de suas bioquimicas, funcéo renal (creatina) e hepética (acido urico) e,
dependendo da droga, testes auditivos A toxicidade-loogante para a
cisplatina é regida pela nefrotoxicidade, para cartiopl& a mielossupresséao,
enquanto paraa oxdiplatina é neurotoxicidad€'®* Adicionalmente, a
resisténcia celular aos medicamentos a base de platina também é uma das
principais preocupags, o que implica na substituicdo ou aumento das doses do
farmaco no tratamenfd? Ressaltese que os pacientes tratados com
medicamentos organicos também sédo atiolm® pelosmesmos, ou similares
efeitos colaterais e resisténcia celular.

Entre os éxitos e as problematicas dos medicamentoase de
platina, a busca por novos agentes quimioterapicos € fomentada no intuito de
contornar as problematicas dos tratamesis€micos. Na linha de frente, ha
um progresso no desenvolvimento de novos compostos baseados nos diversos
metais de transicdo para o diagnostico e/ou tratamento do cancer, compostos
cujos mecanismos de acado também sao distintosatas compostos clilcos
de platina com a descricdo demaior seguranca e perfil citot6xié6® >’
In0meros compostos baseados em metais estdo em progresso nos estudos

clinicos?® Neste contexto, destasa os complexos de ruténio.

1.2 - Desenvolvimento de complexos de ruténio para
quimioterapia
Uma grande quantidade de artigos descreve a ativailadéxicain
vitro e a atividadeantitumoral em modelos vivo de complexosle ruténio, os
quais endossa a busca por candidatos no ambito de uma potencial

~

WL g © s A

ARt eni ot er a pRuthénothechymy
Os compostos de ruténio sao pautados por propriedades

antitumorai s descritas C 0Omo nvani caso.

algumas afirma¢des sdo equivocadamente propagadas acriticamente e aceitas
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universalmente pelo puro peso da repeticdo. Como deserperspectiva do
autor o artigo A. . . Myt hs I n t he Field of
Co mp o u i*dmaopriedades demonstradas para grupos especificos de
compl exos s«0 gener al itog dedutésia Dentréd &4so d 0 s ¢
generalizacdes destacam. (I) A capacidade do ruténio, que no caso esta
coordenado a ligantes, de mimetizar o céation ferro nas interacbes com
biomoléculas; (II) como consequéncia da afirmacéo (l);4éna entrada dos
compostogde ruténio nos tecidos cancerigenos mediada pela transferrina; (lll)
baixa toxicidade dos compostos, o que é frequentemente confundida com
citotoxicidade; (IV) ativacédo dos complexos de Ru(lll) pela reducéo a Ru(ll) no
ambiente hipoxico do tumor, proporogEndo seletividade; (V) acumulacao
especifica dos complexos de ruténimos tumores; (VI) propriedades
metastaticas dos composfos.

Indubitavelmente a bem estabelecida quimica sintética do ruténio
prové amplas abordagens no desenvolvimentoodescompostosieste metal
A diversidade estrutural e de reatividade sao refletidas diberentes
mecanismos de acAcalvos biologicose nas propriedades antitumorais
reportados para os complexos de ruténio.ANAURA 1.2 s&o apresentaab
algumas viagle acdo dos complexos daaténio que induzem a morte celular
Adicionalmente, as habilidi@s descritas de interagir e/ou inibir a acdo de alvos
farmacologicos intracelulares e extracelulares que desempenham papéis
relevantes nos processos celulares, tornam estes compostos interessantes e
proporcionam a possibilidade de atuarem como gatilhceoudhr que induzem

a morte celulaf323°
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FIGURA 12- Representacao de alguns mecanismos de acao dos complexos de

ruténio com atividade citotoxiq@daptad’®).

Diversas classeade complexos de ruténio com atividade antitumoral

sdo destaques e temas de

particularidades. Os compostos

revisbes bibliograficas que pontuam suas

de Ru(lll), sem duvida, reinaram por um longo

per2odo

nest e

campo,

tendo

coma@orin®©ncoc

Kepler e Alessid” At em&ti ca

da

fativa-«o

complexos de Ru(lll) sao inertes e quamdduzidos a Ru(ll) sdo ativaddsi

descritgpara inumeros complexae Ru(lll).

37,38

Ao longo de um periodo algundos seguintes complexos de

por

ruténio(lll) se tornaram um marco no cenario pelo pioneirismo em progredir nos
estudos clinicasSao eles, o NAMIA {[ImH][ trans-RuCl,(dmso)(Im)]} onde

Im =

onde

imidazol e ImH = ion imidazolium, KP1019 {[IndHijfnsRuCl(Ind),]

Ind = indazol e IndH = ion imidazolium e NKP1339

{Na[transRuCl,(Ind),;] (FIGURA 1.3.***"** O NAMI-A mostrou eficacia na
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inibicho & tumores metastaticos. Ensaiws vivo mostraram reducdo de
metastase pulmonaredaté 100%. Entretanto, os estudos clinicos de fase I
revelaram efeitos colaterais graves em pacientes e, portanto, nao foram
realizadas investigacfes adici®idi As investigacdes clinis do KP1019
também foraminterrompidasdevido a sua baixaolubilidade em agua, efeitos
colaterais graves e eficacia insatisfatéria para os estudos cffhitdsNo
entanto, o problema da baixa solubilidade foi contornado com a sintese de um
analogo, o compko de sal de so6dio mais solluvel em agua, o NKP1@38,
atualmente esta em estudos clinitds.

Os complexos de ruténio(ll) ganharam visibilidade, incialmente
com os complexosontendo os ligantgmlipiridinicos®*** Atualmente dentre a
geracdo de agentes anticancer a base de ruténio, os compostos organometalicos
Ru(ll)-areno s&o os que tém maior visibilidade na literatura pelos promissores
resultados, tendo como pcipais representantes as series RAPTA e RAED
(FIGURA 1.3. Os complexos antimetastaticos da série RAPTA apresentam
excelentes resultados em estudos avancadostro e in vivo. Por exemplo,
apés a administracdo intraperitoneal do composto RAETA
(40 mgkg?) por uma semana nos camundongos enxertados com células de
carcinoma de ascite de Ehrlich, foi obseevadreducdo do crescimento do
tumor em 50%, quando comparado ao controle negageem, ocomposto
RAPTA-C (FIGURA 1.3 n&o maisesta em estudoinico*****0Outro exemplo
de composto de Ru(ll¢ o fotossensibilizador TLD144FIGURA 1.3, que
combina as propriedades fotofisicas e quiminasessarias para uma terapia
fotodinamica® O composto possui uma eficacia terap@utica significativa no

cancer de bexiga e atualmente esta em fasmsaios clinicos de fase€if?
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FIGURA 13- Estruturas dos ceoplexos deruténio que sédo destaques pelo

progresso em estudos clinicos. *Complexos que continuam em estudos clinicos.

Neste contexto de desenvolvimento de complexos metalicos com
atividade antitumoral, destasa a pesquisa de quase duas décastociada a
classe de compostos fosfinicos de rutédesenvolvida no Laboratério de
Estrutura e Reatividade de Compostos Inorganicos (LERCI), alocado no
DQ-UFSCar e coordenado pelo Prof. Dr. Alzir Azevedo Batista. Estes
complexos, em geral, emergaram resultados promissores e comparaveis aos
descritos na literaturéEm sua maioria, 0s complexos a m®EsmM expressiva

citotoxicidadein vitro contra diversos tipos histolégicde células cancerosas
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1.3 - Complexos fosfinicos de ruténio com atividade antitume

Nos anos que ant éaseddser amsboesnbcCcobD
o grupo LERCI foi, e ainda é, marcado pela exceléncia em uma quimica
sintética de compostos de coordenacdo diversificadia investigacbes das
propriedades espectroscépaa eletroquirntas, principalmentealicercadaem
complexosfosfinicos de ruténio(ll) Os progressosadquiridos permitiram a
consolida-«o0o da figqgu2?mica b8sica dos
deram base aos avancos realizados nos dias atuais. Atualmentias aees de
pesquisa é direcionada a ensaios que fornecem subsidios para elucidacdo dos
possiveis mecanismos de acao relacionagasotoxicidade dos compostos
sintetizados

Uma dascaracteristicaslos complexos fosfinicos de Ru(k)de
interagir e inibir a acdo de diversos alvos biologicos que podem atuar como
gatilho molecular, que desencadeiam 0s processos que induzem a morte celular.
Dentre o0s alvos estudados deses complexos destacase 0 acido
desoxirribonucleico (DNA, do glésideoxyri bonucl ei c ac|
topoisomerase, bem como a biomolécula fundamental na farmacocinética de
f 8r macos, a al bumi na de soro humana
al bumi no) .

Muitos complexos de ruténicom uma diversidade de ligantgs
foram sinetizados A maioria dos complexos é derivada dos seguintes cernes
estruturais, principalmente contendgantes diimihicos (NN), bifosfinicos (PP),
monofosfinicos e d’-areno [Ru(L)(NN)(PP)]PE,*** [Ru(L)(PP}PFs*
[Ru(L)(NN)(PPh),JPF,""* [Ru(L)(PP)}* e [Ru(L)d-areng(PPh)]PR>" "
(FIGURA 1.4.
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FIGURA 14- Estruturas quimicas base dos principais complexos de ruténio

sintetizadosio LERCle testados como agentes quimioterapicos.

Pautado na estabilidade eletroquimica do centro metalico se faz uso
de fosfinas habeis em estabilizarlmxosestados de oxidagaio ruténio As

fosfinas possuem orbikacom simetria’, e energiaadequadagm relacéo ao
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vetor metal ligante. Em principipo orbital d do atomo de fosforo tem simetria
disponivel para uma sobreposicdo construtiva com os orbitais t2g do metal.
Alternativamente, a ligacad entre o atomo fosforo e seus substituintes, possui
um orbital antiligant&l * que também tem uma simetadequada para sobrepor

ao vetor metal P.>* Portario, a combinacéo destes orbitais geram os orbitais
hibridos ® 0 * \hZios das fosfinas, apiais sdo adequados a retrodoacdo com
0 centro metélico.

Além da rica quimica de coordenacdo dos ligantes fosfinicos, a
experéncia adquirida com o estudo de compostos de ruténio contendo ligantes
fosfinicos permite afirmar que estes liganté8m papel fadamental na
atividade citotoxica dos compostasijaimportancia dos ligantes fosfinictam
sido evidenciada em alguns trabalhmsblicados peld. ERCI. Um exemplo é o
composto [Ru(lap)(bipy)(dppm)]RKICso24 ny= 4,8 + 0,4 pM) foi 20x mais
citotoxico que seu analogo com duas bipiridina[Ru(lap)(bipy}|PFes
(ICso@an= 99,1 + 0,2 uM), nas células tumorais de mama (MDB-231)>°
Comportamento similar foi observado nas outras cinco linhagens tumorais
testadasUma das sugestdaeferese a caracteristica lipofilica dos ligantes
fosfinicos,querepassada aos complexos, facilita que eles permeiem a membrana
celular por difusdo passiva, acarretando uma eficiente acumulacéo Celular.

Dentre os inumeros ligantes-{I) empregados que possibilitaan
diversidade estrutural dos complexos sintetizad®somplexos Riiosfina com
os ligantes mercaptos, bem como com os ligantes aciltioureias, se destacam
tanto pela atividade citotoxica quanto pela seletividade frentgesisds tipos
histol6égims de células cancerosas fim de contextualizar sobre a proposta
desta tese, nas subsec@esseguir, € apresentado um breve panorarea
pontuados alguns aspectgsie exemplitan o progresso do®studos dos
complexos fosfinicos de ruténio com ligantes mercaptos e aciltioureias,

desenvolvidaono LERCI.
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1.4 - Complexos fosfinicos de Ru(ll) com ligantes mercaps$o

Os compostosmercaptos (NS) fazem parte de uma classe de
ligantes orgéanicos utilizados desdepomordio do laboratorioOs primeiros
compostos  sintetizados foram 0os  Renitrosilo com o ligante
mercaptiol 4,6"-dimetil-2-mercpatopirimidina (SpymMe?2),
[ RU-6pymMe) (-8-SpymMe)(NO)(PP)]PE (onde PP= dppm e dppen). A
énfase nestes compostos era a liberacéo fotoquimica d&°NO

Posteriormentemuitos complexos com ligantes bifosfinicos (PP)
com a estrutura base [Ru(NS)(bipy)(PP)JPeram sintetizado®"° Fezse o
uso de diferentes ligantes bifosfinicos (I) e mercaptos (II): (1)
1,26 bis(difenilfosfina)etano (dppg, 1,3&bis(difenilfosfina)propano (dppp,
1,46 bis(difenilfosfina)butano(dppb e 1,1-bis(difenilfosfina)ferroceno(dppf);
() 2-mercaptopiridina  (pyS), -Bhercaptopirimidina  (pySm) e
4,6’-dimetil-2-mercpatopirimidina. Todos complexos demonstraram atividade
citotoxica frentea linhagem celular tumoral denama MDAMB-231, com
valores de IGys ny entre 0,14 e 0,62 pM, cujas diferencas estatisticas néo
permitram avaliar a influéncia entre os diferentes ligantes merc&pfos.
Trabalhos posteriores realizados por colaboradores, avaliaram a atividade
citotoxica frente a outras linhagens celulares pencipalmente, estudos
avaliando como os compostos induzemorte celulaf*

A partir de meados desta década, um novo conjunto de complexos
foi sintetizado e testado com novos ligantes mercaptos, dentipa@k@sei o
papel de atomos grupos nao coordenados dos ligantes apasna atividade
citotoxica dos complexos, bem como nasteracbes moleculares com
biomoléculag.®® Os novos ligantesempregads foram: 2-mercaptotizolina
(tdzt), Z2mercaptel-metilimidazol (imi), 4,6-diametit2-mercpatopirimidina,
2-tiouracil, 6-metil-2-tiouracil, 2-mercapted(3H)quinazolina (2mq),
6-mercaptopiridina3-acido carboxilico (mpca),
4,6-diaminc2-mercpatopirimidina (damgFIGURA 1.5-A).

14



Gabriel H. Ribeiro Introducéo

(A) Ligantes mercaptos

N" SH N" 'SH N sH N'sH N" sH
2-Mercaptopiridina 2-Mercaptopirimidina ~ 2-Mercaptotizolina ~ 2-Mercapto- 4,6-dimetil-
1-metilimidazol 2-mercpatopirimidina
Q - NH»
NH NH NH OH
LY A AN
N sH N SH N SH N SH 2 N sH
6-metil- 2-tiouracil 2-Mercapto-4 6-Mercaptopiridina- 4.6-diamino-2-
2-tiouracil (3H)quinazolina 3-4acido carboxilico = mercpatopirimidina
(B) Complexos

IC5,(MDA) IC5o(A549) = (0,21 +0,05) upM  IC5o(A549) = (0,64 = 0,08) uM
(0,82 £0,13) uM IS=17.5 IS =nd

IS =nd IC5o(MDA) = (0,20 = 0,03) M IC5,(MDA) = (0,48 + 0,02) uM]
IS=nd IS=3.9

FIGURA 15- (A) Estruturas dos ligantes mercap@mpregados na sintese de
complexos. (B)Estruturas quimicasod complexos fosfinicos de ruténio com
ligantes mercaptos, juntamente com os valores egdf; frente as linhagens
tumorais humanas de pulm&o (A549) e mama (MDB-231) e valores de
indice de seletividade (IS) para células tumorais A549 e MIBA231 em
comparacgao as respectivas células ndo tumorais-Miiméao) e MCFHLOA

(mama).
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No contextode desenvolvimento de novos complexalgunsdos
ligantes foram coordenados aos precursores, formando os seguintes complexos:
[RUNS)(dppn)o]PFs™,  [Ru(NS)(dppe)]PFs"***  [Ru(NS)(dppb)f* e
[Ru(NS)(bipy)(PP)]PE (onde PP = dppb ou dpgfj®* A influéncia dos ligantes
na atividade citotoxica e seletividade a células tumorais dos compostos nao
serdao mencionadasnesta secéo, pois serdo abordadas nos Resultados e
Discusséo desta tese de posse dadtexlos alcancados neste trabalho.

Os complexos do tipo [Ru(NS)(dppsiBFs*° e
[Ru(NS)(dppe)]PF:>? séo referenciados por seus potencias citotéxicos em varias
linhagens celulares tumorais (MBEMiB-231, A549 e MCFK/), com valores de
ICsau4s ny Na concentragéo de nM @10 nM)em alguns casod ais resultados
foram importantes por evidenciarem o potencidtoxico dos complexos com
duas bifosfinas. Destacs® a expressiva seletividade do complexo
[Ru2mq)(dppe)PFs a linhagem tumoral de  pulmédo A549
(ICso(asag 48 n= 0,05 + 0,01 uM; 1S= 114j, quando comparada a linhagem néo
tumoral de pulmdo MRG (FIGURA 1.6). Entretanto, quando se compara tanto
os valores de l§ quanto odndices de seletividadéS) dos demais complexos
com o ligante 2mqg o comportamento nao € sinffdGURA 1.6). Por exemplo,
os complexos [Ru(2ma)(bipy)(dppb)]PECsonsas= 3,16 + 0,17 uM; IS= 1,7
e [Ru(2mal(dppb)] (IGonasse > 200 uMf? apresentam resultados de
citotoxicidade distintos, o que evidéncia a importamoacerne estrutural do

complexo,de todos os ligantes e da carga do complexo.
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FIGURA 16- Estruturas ds complexos fosfinicos de ruténio com o ligante
2-mercapte4(3H)quinazolina, juntamente com os valores dgJdg, frente as
linhagens tumorais humana® pulmao (A549) e mama (MDKB-231) e
valores de indice de seletividade (IS) para células tumorais A549 e
MDA-MB-231 em comparacdo as respectivas células ndo tumoraisSMRC
(pulmé&o) e MCFL0A (mama).

No campo dos possiveis alvos biologicos, os estddasmpacidade
dos complexos de atuarem como inibidores da enzima topa@msen IB
(Top IB) é um destaqué®®*®® As topoisomerases sdo enzimas nucleares que
controlam e modificam o estado topologico do DNA nos processos celulares
vitais, como replicacdo do DNA, condensagcao e segregacdo cromossoOmica.
Especificamente, as enzimas do tipo IB catalisam a quelwendéta simples
no DNA, em um ciclo catalitico de vérias etafd5.Nas células cancerigenas,
as enzimas topoisomerases sdo hiperexpressadas e hiperativadas devido a
desregulacédo de suas funcbes homeostatR@atanto, a inibicdo da atividade
catalitica da Top IE considerada comama das possiveisas de ativagdo dos

processos de morte celular. Alguns quimioterapicos (camptotecina, topotecano e
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