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Resumo

O cancro é cada vez mais visto como a nova epidemia do século capaz de assolar
as populagdes um pouco por todo o mundo. Deste modo, urge a procura por estratégias
mais eficazes no combate a este grande vildo. A inibicdo de vias metabdlicas essenciais
aos tumores para a sua progressdao e malignidade representa um passo-chave e de
crescente interesse na investigacdo de tratamentos anticancerigenos. Para tal, a pesquisa
de diversas classes de farmacos com potencial anticancerigeno tem sido alvo crescente
nos ultimos anos, com énfase para 0s compostos contendo centros metalicos.
Paralelamente, a metabolomica tem-se revelado uma ferramenta valiosa em diversos
campos, nomeadamente na area do cancro. Assim, 0 presente capitulo procura
demonstrar como a metabolémica pode ser um aliado na descoberta do potencial de
complexos metalicos para o combate ao cancro.

5.1 O cancro e a Quimioterapia

Presentemente, vivem no mundo inteiro milhdes de pessoas com o diagnostico de
cancro com uma grande parcela a ndo resistir e a sucumbir a esta fatalidade. O cancro
tem o seu inicio nas células, mais concretamente na alteracdo de uma célula ou de um
pequeno grupo de células. Normalmente, cada tipo de célula encontra-se presente no
nimero adequado: as células crescem, dividem-se, envelhecem, morrem e séo
substituidas por novas células. Contudo, por vezes, este processo ordenado e controlado
é perturbado e formam-se novas células desnecessarias ao organismo, mantendo-se as
células antigas. Apesar das células produzirem sinais a fim de controlar a periocidade da
sua divisdo, a falha ou omissdo desses sinais resulta na sua proliferacdo anormal que
pode levar a formacdo de um tumor, designado tumor primario. Os tumores malignos,
entendidos como cancro, diferenciam-se dos benignos ao poderem apresentar a
capacidade de invadir e danificar os tecidos e 6rgdos circundantes ou mais distantes, por
invasdo da corrente sanguinea ou do sistema linfatico, processo conhecido como
metastizacdo, uma das bases moleculares associadas a malignicidade dos tumores
(Figura 5.1). Apesar de poderem ser removidos, os tumores malignos podem voltar a
crescer colocando em risco a vida do paciente. Neste sentido urge a procura de
terapéuticas capazes de fazer frente a esta séria doenca. Nesta procura é necessario ter
em mente que o cancro ndo é uma s6 doenca: hd muitos tipos de cancro, semelhantes
entre si em alguns aspetos mas suficientemente diferentes na forma como crescem e se
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disseminam. Deste modo a estratégia de tratamento deve ter em conta diversos fatores
nos quais se incluem o tipo de cancro e o estadio da doenca bem como parametros
relacionados com o paciente como a idade, habito de vida e estado geral.
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Figura 5.1: Bases moleculares do cancro e seu papel nos processos essenciais a sobrevivéncia,
proliferagdo e disseminagdo das células cancerigenas.

Apesar do objetivo do tratamento passar primeiramente pela cura do cancro, por
vezes, a estratégia terapéutica cinge-se ao controlo da doenca ou a reducéo dos sintomas
a ela associados. Usualmente a maioria dos planos de tratamento foca-se numa ou mais
vertentes: cirurgia, radioterapia e quimioterapia. A quimioterapia consiste na
administragdo de um farmaco, ou associacdo de farmacos, com vista & morte das células
cancerigenas (e idealmente apenas estas). Independentemente da forma de
administracdo (oral ou intravenosa), o farmaco anticancerigeno entra na corrente
sanguinea e circula por todo o organismo de forma a exercer a sua funcdo. Trata-se,
assim, de uma terapia sistémica que visa controlar o cancro em todo o corpo ao matar
ou, pelo menos, desacelerar o crescimento das células cancerigenas componentes do
tumor primario e de eventuais metastases. Lamentavelmente, a quimioterapia é capaz de
atuar em todas as células do organismo com o efeito antitumoral do farmaco a ser,
assim, estendido igualmente as células normais, ainda que com menor especificidade
visto os fa&rmacos serem mais especificos para as células cancerigenas.

De acordo com a sua finalidade, a quimioterapia pode ser classificada de diversas
formas: curativa — quando é empregue com o intuito de controlar e curar o cancro;
adjuvante — quando € utilizada enquanto complemento ao tratamento primario;
neoadjuvante — quando empregue como tratamento inicial para obter a reducdo parcial
do tumor seguindo-se a complementacdo com cirurgia ou radioterapia; e paliativa —
quando ndo apresenta finalidade curativa sendo, antes, utilizada com a finalidade de
controlar e melhorar a qualidade de sobrevida do paciente terminal. Existem atualmente
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sdo varias classes de agentes anticancerigenos disponiveis, as quais serdo brevemente
abordadas no presente capitulo.

5.2 Farmacos no Combate ao Cancro

O tratamento com farmacos anticancerigenos visa prevenir as células cancerigenas
de multiplicar, invadir, metastizar, e, em Uultima instancia, ocasionar a morte do
paciente. Para tal, o agente anticancerigeno promove diretamente a morte da célula
cancerigena ou, em ultima instancia, despoleta a sua diferenciacdo, senescéncia ou
apoptose. Dependendo da sua estrutura quimica e dos seus mecanismos de acdo e de
interacdo com outros agentes, os farmacos anticancerigenos classificam-se em diversas
classes (Figura 5.2), as quais serdo seguidamente abordadas de forma sucinta.
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Figura 5.2: Principais classes de agentes anticancerigenos correntemente empregues no tratamento do
cancro por quimioterapia.
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Os agentes alquilantes representam um dos principais tipos de farmacos
frequentemente empregues na quimioterapia. Devido a formacdo de uma espécie ionica
altamente instavel o fArmaco é capaz de se ligar covalentemente as bases azotadas da
molécula de acido desoxirribonucleico (ADN) alterando a sua confirmacdo nativa e
interferindo, assim, com a capacidade da célula cancerigena se dividir. Os complexos
metélicos constituem uma classe de agente antineoplésico de elevado interesse clinico,
na qual um ou mais iGes metalicos coordenados a ligandos especificos desempenham
uma funcdo chave para o mecanismo de acdo do farmaco. De modo analogo aos agentes
alquilantes, os compostos metalicos interagem com a dupla hélice de ADN por ligacéo
covalente do(s) catido(ides) metélico(s) as bases purinicas ou pirimidinicas desta
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moléculas, deste modo, com as diversas fases do ciclo celular. Devido & semelhanga no
modo de acdo os complexos metalicos sdo frequentemente englobados na classe de
agentes alquilantes, ainda que de forma errénea. Os antimetabolitos exercem o seu
efeito por interferirem com a sintese das moléculas de ADN e &cido ribonucleico (ARN)
ao simularem os componentes normais constituintes das mesmas, justificando, assim, a
sua designacdo enquanto antimetabolitos. Esta classe de farmacos é particularmente
ativa durante a fase S do ciclo celular, na qual sdo copiados. Os antibidticos
antitumorais representam uma das mais potentes classes de agentes anticancerigenos
atualmente em wuso clinico e diferenciam-se dos antibiGticos antimicrobianos
(empregues no tratamento de infegdes) ao atuarem ao nivel do ADN no interior das
células cancerigenas a fim de impedirem as mesmas de crescerem e se multiplicarem, e
controlando deste modo o crescimento do tumor. Apesar de interagirem com a molécula
de ADN e inibirem a sua sintese, esta classe de farmaco anticancerigeno ndo atua
especificamente em nenhuma fase do ciclo celular. Estes compostos ndo estabelecem
ligacOes covalentes com o alvo (ADN) mas intercalam-se entre as duas hélices da sua
estrutura nativa, alterando-a. Os inibidores de topoisomerases tomam esta designacéo
precisamente devido ao facto de atuarem ao nivel destas enzimas, as quais tém como
funcdo auxiliar na separacdo das duas cadeias de ADN para que estas possam ser
copiadas durante a fase S do ciclo celular. Por sua vez, os inibidores mitoticos
interferem com o processo de mitose apesar de serem capazes de comprometer todas as
fases do ciclo celular ao intervirem na sintese de proteinas essenciais a reproducéo das
células cancerigenas. No que se refere aos agentes hormonais (terapia endocrina),
rigorosamente falando, ndo se trata exatamente de uma terapia quimioterapica mas sim
hormonal a fim de modificar ou inibir diversos tipos de tumores malignos que
necessitam de determinadas hormonas para crescerem. Por fim, 0s agentes
antiangiogénicos representam uma classe de farmacos anticancerigenos de crescente
interesse para o tratamento de tumores solidos dependentes da angiogénese para o seu
crescimento e metastizagcdo. Como o préprio nome indica, esta classe de agentes inibe a
formacdo de novos vasos sanguineos essenciais ao processo de metéstase e, portanto,
determinantes do grau de malignidade do tumor. Em suma, sdo varias e distintas as
classes de agentes com potencial anticancerigeno atualmente empregues na tentativa de
inibir vias metabdlicas essenciais aos tumores para a sua progressdo e malignidade. O
presente capitulo explora em maior detalhe os farmacos anticancerigenos contendo
centros metalicos, uma classe em franco crescimento.

5.3 Complexos Metalicos enquanto Agentes Anticancerigenos

Nos ultimos anos, os complexos metalicos tém sido alvo de crescente interesse em
Quimica Medicinal. Um namero crescente de estudos explora o potencial destes agentes
para o tratamento de diversas doencas com especial énfase para a sua aplicacdo em
quimioterapia. A sua utilizacdo enquanto agentes anticancerigenos remota aos anos 60,
com a descoberta acidental da cisplatina (por Rosenberg e seus colegas), o mais
reconhecido e utilizado agente anticancerigeno contendo um centro metalico. Ao longo
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das ultimas cinco décadas, um vasto nimero de complexos metélicos tem sido alvo de
extensa investigacdo e avaliacdo in vitro e in vivo. Inseridos nesta classe, 0s complexos
dos metais de transicdo platina (Pt" e Pt'), ruténio (Ru" e Ru"), ouro (Au' e Au") e
titanio (Ti'V) tém sido os principais alvos de estudo. O preenchimento parcial das
camadas orbitais d confere aos metais de transicdo as propriedades eletronicas
necessarias ao estabelecimento de compostos de coordenacdo representados por um
centro metalico coordenado a uma matriz circundante de moléculas ou ides. O desenho
de novos compostos de coordenagdo tem em consideracdo o estado de oxidagdo do
metal e a hidrolise intracelular dos seus grupos abandonantes, ja que estes determinam a
sua atividade biol6gica, bem como o transporte, a biodisponibilidade e a dose 6tima do
farmaco administrado. A elevada gama de reatividades disponiveis, em conjunto com a
capacidade de coordenar diversos tipos de ligandos, confere uma vantagem aos
compostos contendo centros metalicos relativamente aos compostos organicos
convencionais. Até ao momento, os complexos de platina tém sido o principal alvo de
estudo e continuam a representar 0s Gnicos agentes anticancerigenos desta classe em uso
clinico. No entanto, uma nova era emerge na qual se observa a tendéncia para o
desenvolvimento de complexos metalicos anticancerigenos contendo outros metais de
transicdo para além da platina, e conseguinte elucidacdo das respostas celulares por eles
despoletadas.

A cisplatina tem sido empregue enquanto agente anticancerigeno no tratamento de
um vasto leque de neoplasias malignas, nomeadamente os cancros de ovario, cervical,
cabeca e pescoc¢o, pulmdo e testiculo. Ao interagir com o ADN origina a formacdo de
adutos, interferindo com os processos de replicagéo e transcri¢do, despoletando a morte
da célula. O estudo intensivo da interacdo deste complexo metalico com o ADN
demonstrou a ligacdo covalente da cisplatina aos atomos de nitrogénio das bases da
dupla hélice (preferencialmente aos &tomos N; da guanidina), com consequente
alteragdo da estrutura terciaria nativa do ADN. Esta interacédo €, assim, responsavel pela
citotoxidade do agente, como evidenciado na figura que se segue (Figura 5.3).
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Figura 5.3: Representacdo esquemética de um aduto resultante da interagdo entre a cisplatina e a dupla
hélice do ADN, mediante coordenacéo do ido de platina ao &tomo N7 da guanina.

Metabolomica e complexos metélicos: aliados no combate ao cancro? 5



Todavia, a toxicidade associada a cisplatina (principalmente nefrotoxicidade), a
resisténcia desenvolvida pelas células a sua acéo terapéutica e a interacdo do farmaco
com outros componentes celulares que ndo o seu alvo priméario (por exemplo,
componentes contendo grupos tiol) limitam o seu uso clinico. As desvantagens
associadas a cisplatina desencadearam a procura por novos complexos de platina de
segunda e terceira geracdo como a carboplatina e a oxaliplatina, apresentando menor
toxicidade e resisténcia adquirida (Figura 5.4). Ao passo que a carboplatina é efetiva no
tratamento do cancro de ovario, pulmao, e cabeca e pesco¢o, a oxaliplatina encontra-se
aprovada clinicamente para o tratamento de cancro colo-rectal, que é resistente a
cisplatina. O facto do complexo metalico de carboplatina apresentar um espetro de
atividade semelhante ao da cisplatina, o0 seu mecanismo de acdo torna-o ineficiente para
0 tratamento de tumores resistentes a cisplatina. Por outro lado, 0O ligando 1,2-
diaminociclo-hexano, constituinte da molécula de oxaliplatina, origina a formagdo de
adutos oxaliplatina-ADN capazes de escapar aos sistemas de reparacdo da célula,
observando-se, assim, uma menor resisténcia a quimioterapia.

Cisplatina Carboplatina Oxaliplatina
cl Q Q
N Q Q
\ \
O

Figura 5.4: Estrutura quimica de farmacos anticancerigenos contendo centro metalico de platina;
cisplatina, carboplatina e oxaliplatina.

A baixa solubilidade e a reduzida biodisponibilidade celular destes trés compostos
de platina clinicamente aprovados despoletaram a procura de novos complexos
metalicos com propriedades antineoplasicas, de Pt", Pt'"Y ou outros catides de transicao.
Uma das estratégias empregues passa pela pesquisa de complexos metalicos de Pt" em
substituicdo de Pt", conhecidos como pré-farmacos, os quais sdo administrados numa
forma inativa, sofrendo posterior reducéo in vivo (a Pt"), permitindo que uma maior
quantidade do agente atinja o seu alvo bioldgico. Devido a sua geometria octaédrica,
estes compostos de coordenacéo de Pt'V apresentam dois locais de ligagdo adicionais, 0
que lhes confere uma menor reatividade através da formacdo de complexos mais
estaveis com maior numero de ligandos.

O limitado nimero de tumores trataveis com complexos de platina, conjugados
com os fendmenos de resisténcia e os efeitos toxicos associados a este tipo de farmacos,
tém potenciado a procura de novos compostos baseados em diferentes metais de
transicdo. O exemplo mais proeminente é a variedade de complexos de ruténio que tém
sido alvo de estudo, os quais interagem especificamente com o alvo classico, o ADN,
assim como com alvos ndo-cléssicos, como produtos de genes e vias de transducao de
sinal. Os resultados promissores que tém sido alcangados na pesquisa de novos
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complexos metélicos tém incentivado a sua procura, com a metabolémica a mostrar-se
um precioso aliado, como sera descrito na secao que se segue.

5.4 A Metabolémica no Desenvolvimento de Novos Farmacos contendo 10es
Metalicos

Os metabolitos compdem o conjunto de pequenas moléculas enddgenas e
exogenas envolvidas nos diversos processos biogquimicos que ocorrem nos sistemas
bioldgicos. Ao atuarem enquanto substratos ou produtos de reacdes bioquimicas
essenciais a diversas vias metabdlicas, a sua avaliacdo reflete o estado do organismo em
resposta a um determinado estimulo. Com a ajuda da metabolémica é possivel obter um
perfil metabdlico elucidativo do estado bioquimico in vivo de um dado sistema
bioldgico. Por compreender a andlise ndo-direcionada de uma ampla gama de
metabolitos, a metabolémica € capaz de oferecer uma janela mais abrangente do estado
metabolico. Para tal, recorre a técnicas de analise de elevada capacidade,
fundamentalmente a espetroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e a
Espetrometria de Massa (EM). A espetroscopia de RMN tem sido largamente utilizada
em metabolomica uma vez que oferece informacdo estrutural com elevada
reprodutibilidade e pouca ou nenhuma preparacdo da amostra. Durante décadas esta
técnica tem sido extensivamente utilizada por quimicos medicinais e organicos e, mais
recentemente, para avaliar o metaboloma humano na esperanga de investigar a
diversidade de vias metabdlicas e avaliar a presenca de potenciais marcadores de
estados patoldgicos. No entanto, a baixa sensibilidade inerente a esta técnica abre portas
a utilizacdo da EM para a analise metabolomica. Ao apresentar maior sensibilidade, a
EM permite a detecdo de metabolitos suscetiveis de serem omissos na analise por RMN.
Todavia, a analise por EM apresenta limitagOes relativamente & sua reprodutibilidade.
Frequentemente a solugdo passa pela aplica¢do conjunta das duas técnicas, as quais se
mostram complementares entre si.

Apesar da metabolomica permitir a analise de diversos tipos de matrizes
bioldgicas como células, tecidos e biofluidos, o recurso a culturas celulares (in vitro)
tem-se mostrado muito vantajoso, nomeadamente no que respeita a caraterizacdo
metabolémica do cancro e a pesquisa de novos farmacos. De facto, a utilizacdo de
modelos celulares in vitro oferece indmeras vantagens ao permitir o estudo sob
condicBes controladas e livres de interferéncia, apesar destes modelos se poderem tornar
demasiado simplistas. A metabolémica de células tem-se revelado uma ferramenta
vantajosa, sendo frequentemente aplicada no campo da pesquisa oncoldgica com vista
ao estudo do impacto de farmacos com presumivel potencial terapéutico no perfil
metabolico celular. Esta aplicabilidade da metabolémica é facilmente comprovada pela
evolucdo temporal do nimero de publicacfes referentes ao estudo por metabolémica de
RMN e de EM da resposta de culturas de células de mamiferos ao tratamento com
farmacos anticancerigenos, particularmente no que respeita a classe dos agentes
anticancerigenos contendo centro metalico (Figura 5.5). Apesar da espetroscopia de
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RMN ter sido mais vastamente empregue, a EM tem ganho importancia nos altimos
anos com um numero crescente de estudos apoiados nesta técnica.
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Figura 5.5: Evolucdo temporal do nimero de publicacfes referentes ao estudo por metabolomica de (a)
RMN e (b) EM da resposta de culturas de células de mamiferos ao tratamento com todas as classes
existentes de farmacos anticancerigenos ou somente com agentes contendo centros metalicos (fontes
www.webofknowledge.com e www.pubmed.com, até Janeiro de 2016)
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A avaliagdo das alterag6es induzidas no perfil metabdlico das células cancerigenas
em resposta ao tratamento com complexos metalicos tem sido maioritariamente
dedicada aos complexos de platina, apesar de comecar a ser alargada a outros farmacos
contendo ruténio enquanto centro metalico. A metabolémica de RMN tem sido
extensamente aplicada ao estudo da cisplatina, tendo o primeiro estudo sido publicado
em 2003. Desde entdo tém sido inimeros os esforcos empregues no sentido de elucidar
sobre o potencial de complexos de platina — cisplatina e carboplatina — e de ruténio
enquanto agentes anticancerigenos. Os cancros de pulmao, cérebro, ovario, 0ssos,
neuroblastoma, glioma, carcinoma de células espumosas e tumor neuroectodérmico
representam as patologias até entdo alvo de estudo pela metabolémica com recurso as
respetivas culturas de linhas celulares. Além de linhas celulares tumorais tém sido
efetuados estudos em tecidos normais, ndo tumorais, nomeadamente de rim e figado,
assim como estudos com células estaminais pluripotentes enquanto modelo celular.

A analise metabolomica das alteragdes induzidas no perfil metabolico das células face
ao seu tratamento com complexos de platina tem mostrado resultados deveras promissores,
nomeadamente ao nivel do metabolismo lipidico. Varios autores tém verificado a existéncia
de alterac6es ao nivel dos lipidos componentes das membranas celulares durante o processo
apoptdtico com aumento no comprimento da cadeia carbonada dos &acidos gordos e dos
triglicerideos insaturados, e diminui¢do dos racios colina/CHs e etanolamina/creatina em
consequéncia da exposi¢do das células ao agente anticancerigeno. Curiosamente quando o
tratamento € aplicado a linhas celulares tanto sensiveis como resistentes ao farmaco estes
resultados tém-se revelado opostos para as duas condicdes, 0 que pode sugerir 0
envolvimento de vias de morte celular distintas. Tem sido igualmente possivel constatar a
ocorréncia de perturbacGes ao nivel da composicdo e propriedades dos fosfolipidos
presentes em membranas celulares. A ocorréncia de alteracdes significativas ao nivel dos
lipidos e de compostos contendo colina tém sido efetivamente associadas a eventos
apoptdticos. Adicionalmente, os complexos de platina mostram a inducéo de alteragdes no
perfil metabolico das células ao nivel dos aminoécidos por decréscimo dos niveis de
glutamina e de glutamato, o0 que pode sugerir a ocorréncia de fendmenos de stress oxidativo
e a ativacdo de mecanismos de defesa celulares. Reducdes ao nivel da sintese de ADN, por
observacao do decréscimo dos compostos m- e s-inositol, assim como o aumento do indice
de metilacdo do ADN, dado pela razdo S-adenosilmetionina/S-adenosilhomocisteina, tém
sido igualmente observados. Conhecido 0 modo de acdo dos complexos de platina, tais
alteracdes ao nivel desta macromolécula ja eram esperadas uma vez que esta constitui o seu
alvo primério de atividade anticancerigena. Como seria de esperar, as alteracdes
metabdlicas mencionadas tém-se mostrado distintas para os varios modelos celulares
estudados e dependentes da dose e do tempo de exposicdo das células ao complexo
metéalico.

O sucesso clinico que tem sido alcancado com a utilizacdo quimioterapica da
cisplatina e os resultados promissores demonstrados por novos complexos metalicos em
investigacdo impulsionam a procura por complexos de coordenacdo de metais com
potencial anticancerigeno. Ao conciliar o conhecimento adquirido da quimica inorgéanica
medicinal com o potencial demonstrado pela metabolémica no desenvolvimento de
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farmacos anticancerigenos e do seu efeito no metaboloma celular é possivel antever um
futuro promissor no combate ao cancro.
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