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Resumo

Estudos anteriores demonstraram que os complexos organometalicos de ferro possuem boas
actividades anti-tumorais. A reac¢do de FcCOCI (Fc = (CsHs)Fe(CsHy)) com benzimidazole,
imidazole ou 4-Cl-anilina numa razdo de 1:1 d4 origem a complexos de ferroceno,
nomeadamente o ferrocenoilbenzimidazole, ferrocenoilimidazole e ferrocenoil-4-Cl-anilina.
Apos a sintese dos derivados de ferroceno realizou-se a respectiva caracterizacao recorrendo a
técnicas espectroscopicas (FTIR ¢ 'H RMN).

Seguidamente, procedeu-se a analise citotoxica dos complexos na linha celular HeLa (linha
celular derivada do cancro do colo do utero). As células foram incubadas com os compostos
numa gama de concentragdes (1 a 250 uM) durante 48 horas, sendo o efeito antiproliferativo
medido pelo ensaio do MTT. Através dos valores de 1Cs obtidos para os diferentes compostos
que variam entre 34.4 ¢ 107.7uM, pode afirmar-se que estes apresentam actividade inibitdria. O
ferrocenoil-4-Cl-anilina (complexo 4) é o derivado de ferroceno com maior capacidade
inibitoria da actividade celular e como tal, dentro dos compostos testados, o melhor candidato a

droga anti-cancerigena pois apresenta o menor valor de ICs,
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Objectivo

Com este trabalho pretende-se contribuir para o aumento do conhecimento na area dos
compostos organometalicos com potencial accdo antitumoral, nomeadamente os derivados de

ferroceno.

Assim, pode-se subdividir o trabalho em duas partes. Na primeira fase pretende-se sintetizar
trés complexos de ferroceno: ferrocenoilbenzimidazole, ferrocenoilimidazole e
ferrocenoil-4-Cl-anilina partindo de um precursor — o cloreto de ferrocenoilo. Foram depois
caracterizados por espectroscopia de Infravermelho (FTIR) e de Ressonancia Magnética
Nuclear de protdo (RMN). O trabalho de sintese ¢ feito em atmosfera inerte (linha de vacuo e

azoto).

Na segunda fase, tem-se como objectivo avaliar a actividade citotoxica por meio da
utilizagdo do ensaio de MTT e deste modo contribuir para o conhecimento do efeito de acgdo de
compostos derivados de ferroceno em linhas tumorais, nomeadamente a HeLa. Os resultados
foram expressos em ICsy (Concentragdo de composto necessaria para inibir o crescimento

celular em 50%).
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Introducéo

A base deste trabalho serd a quimica inorgénica medicinal, que tem vindo a aprofundar a
aplicagdo de complexos metalicos como drogas terapéuticas ha mais de 5000 anos.*” Dentro
dos complexos estudados, os ides metalicos mais utilizados sdao a platina (II), o ouro (I) e
ouro (III), o ruténio (III), o bismuto (III), o cobre (II) e o ferro (II) (i2o metalico utilizado neste
trabalho).l*”!

Existe uma série de factores que favorecem o desenvolvimento dos compostos
organometalicos como candidatos a farmacos, nomeadamente as propriedades de coordenagao e
redox dos i0es metalicos (presenca de diferentes estados de oxidacdo) e a solubilidade
proporcionada pelos ligandos aos quais estio coordenados, ' 1% 2133 ¢37]

A investigacdo destas drogas terapéuticas liga duas areas, a quimica inorganica e a
bioquimica, de modo a compreender os efeitos citotoxicos dos complexos organometalicos.
Com esta multidisciplinaridade, pretende-se obter um crescente nivel de compreensdo de
mecanismos tais como as alteragdes das proteinas alvo do complexo, fendmenos de resisténcia e
ainda previsio de toxicidade.***7*%4!]

O facto de, na maioria dos casos, os centros metalicos assumirem carga positiva e
antagonicamente algumas biomoléculas terem carga negativa (caso do DNA), leva a que os
wltimos sejam excelentes alvos terapéuticos.”*! A toxicidade associada aos centros metalicos
pode contudo ser excessiva, tornando estes compostos pouco viaveis."! Um dos mecanismos de
accdo especulados para agentes bio-organometalicos envolve a activagdo destes pela quebra da

ligagdo metal-ligando com posterior libertagdo do componente activo.**!

Assim, um objectivo fundamental ¢ desenvolver complexos organometalicos selectivos para
tecidos tumorais e em quantidade minima para inibir a populacao celular. Neste caso, derivados
de ferroceno como candidatos a drogas anti-cancerigenas, sendo que ja foram desenvolvidos

. A1 4
muitos estudos nesse ambito que servem como base ao trabalho presente.!*?!

Ferroceno

Datam de 1951 os primeiros artigos publicados sobre a preparacdo do composto CioHjoFe

(s6 mais tarde chamado de ferroceno).””! Pode dizer-se que a quimica organometalica moderna

ficou assim lancada.> "
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O ferroceno, di-(n’-ciclopentadienilo)ferro(Il) **!, ¢ um composto organometalico neutro,

118,34

estavel, ndo toxico ¢ a membrana celular é-lhe permeave 1. Tem interessantes propriedades

redox que lhe permitem facilmente sofrer uma reac¢do de oxidagdo para formar o catido

correspondente, como mostra a figura seguinte (Fig. 1).['"

ot

Fe ——> Fe

=

+ o

Fig. 1: Estrutura quimica do par redox ferroceno/catidio ferricinio.

O ferroceno ¢ constituido por um Fe(Il) coordenado a dois anéis de ciclopentadienilo,
tomando a forma de uma “sanduiche”. Tem grande estabilidade devido a obedecer a regra dos
18 electrdes. Assim, uma vez que na sua forma cationica tem um electrao desemparelhado numa
das duas orbitais anti-ligantes e2g, torna-se numa espécie de radical livre estavel.

Na figura acima (Fig. 1) observa-se a interconversao do composto organometalico do estado
de oxidagdo 2+ [Fe(II) - ferroceno] para o estado de oxidagdo 3+ [Fe(III) — ido ferricinico].l” **!
Dentro das células, o Fe(Il) existe em equilibrio com Fe(III), sendo este equilibrio determinado
pelo potencial electroquimico do par Fe*"/Fe’". Este, por sua vez pode ser influenciado pelos
substituintes do metaloceno. A transferéncia electronica entre os dois ocorre rapida e
reversivelmente e precisa da contribuicdo de outros pares redox bioldgicos, visto que ocorre
entre Fe*"/Fe’ e outros dadores/aceitadores electronicos bioldgicos. No decurso destas reacgdes
sao formados radicais livres que resultam na actividade antiproliferativa, aumentando esta se as
modificagdes estruturais resultarem numa diminui¢o do potencial de redugio para o Fe*/Fe*".

Viarias investigacdes demonstraram que ndo hd diminui¢do da actividade citotoxica nos
ferrocenos ndo substituidos.!'>**! Contudo, alguns ferrocenos substituidos apresentam-na. *”!

A facil inclusdo dos ides metalicos na molécula, ou seja, a introducdo de grupos com
capacidades de coordenagdo, permite a frac¢do de ferrocenoilo tornar-se um ligando
organometalico, que podera por sua vez ligar-se a outros centros metalicos de modo a aumentar
as suas propriedades antiproliferativas. Esta frac¢do de ferroceno pode funcionar como um
espacamento hidrofobo inerte, ou seja, como um grupo fenilo ou alquilo isostéreo, cuja presenga
em moléculas aumenta a lipofilicidade e consequentemente a permeabilidade dentro das células.

A baixa solubilidade em agua do ferroceno e de varios compostos seus derivados pode ser a

maior desvantagem no decurso da sua analise ou aplicagdo.*
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Nos mamiferos, o ferro é transportado e armazenado por proteinas especificas (transferrinas)
que evitam o contacto entre o metal e o oxigénio que circula no corpo, de forma a evitar a
producdo anormal de espécies reactivas de oxigénio (ROS), altamente nocivas para as células
quando em excesso. Com base na reaccdo de Fenton - Haber, o catido sofre reaccdes de
recombinacdo com outros radicais livres que podem vir a formar compostos de ferroceno
substituido e sem carga levando a oxidacao de lipidos, proteinas e DNA. Assim, o ferroceno
esta directamente relacionado com a actividade antiproliferativa. O ferroceno ¢ biologicamente
acessivel a oxidagdo por reaccdo com H,0,, enquanto a redugdo do catido ferricinico pode ser
mediada por NADH e metaloproteinas.'**!

Os efeitos genotdxicos no DNA podem ser explicados por uma reac¢do de Fenton - Haber:

FGZJr + 02 > Fe3+ + 02'_
Fez+ + 02._ > Fe3++ H202
Fe*" + H,0, 2> Fe*" + OH + OH"

Sabe-se que o anido superoxido (O,7) e o peroxido de hidrogénio (H,O,) estdo presentes em
elevadas quantidades em diversos cancros, e portanto, o papel das espécies radicalares na
inicia¢@o, progressao e controlo das lesdes cancerigenas tem sido um foco na investigagdo sobre

a doenca.

Compostos organometalicos como drogas antitumorais

Essenciais ao organismo, os metais, entre eles o ferro, comegaram a ser usados para o fabrico
de farmacos desde o inicio do século XX. Cronologicamente, K&pf-Maier, em 1984, observou,
pela primeira vez, a actividade anti-tumoral de compostos ferrocénicos in vivo e in vitro, em
células do tumor ascitico de Elrich (EAT)!'", sendo que essas células apresentavam
consideravel resisténcia a agentes antitumorais classicos.””! Desde entdo, muitos cientistas
focaram a sua atengdo na sintese de compostos organometalicos, concluindo quanto a sua

actividade anti-cancerigena.

Cis-platina

Um dos complexos exaustivamente estudado ¢ a cis-platina (cis-diaminodicloroplatina (II),
cis-Pt(NH;),Cl,), descoberta nos anos 70 por Rosenberg.*" A cis-platina é o farmaco mais
potente na terapia do cancro, sendo que, se o tumor for detectado precocemente ¢ tratavel em

100% dos casos. E impressionantemente activa contra o cancro nos testiculos. Apesar do seu
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modo de acc¢do ainda ndo estar completamente compreendido, pensa-se que a sua ac¢do se da no
DNA através da ligagdo aos atomos N-7 das purinas que estdo colocados na volta maior da
dupla hélice e nao estdo envolvidos nas ligagcdes de hidrogénio dos pares de bases. Desta ligagao
resultam danos na molécula levando assim a morte celular.*’!

Contudo, este composto apresenta efeitos secundarios muito agressivos, para além de que
muitos dos cancros humanos tém uma resisténcia inata ou adquirida durante o tratamento a cis-
platina. Como tentativa de ultrapassar estas limita¢cdes alguns andlogos foram sintetizados,

nomeadamente a carboplatina, a oxaliplatina, a lobaplatina, a satraplatina e a nedaplatina.

(Fig. 2) *1
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Fig. 2: Representagdo da estrutura quimica dos complexos anti-cancerigenos de platina (IT)
(cisplatina, carboplatina e oxaliplatina) e da satraplatina.

Doxorrubicina

4

Um outro farmaco amplamente utilizado na quimioterapia do cancro ¢ a doxorrubicina
(nome comercial adriamicina).” E da familia das antraciclinas, com uma relacio estrutural perto
da daunomicina, sendo como esta tltima um intercalante do DNA. Assim, promove a apoptose,
bloqueando o ciclo celular.

A doxorrubicina é também um poderoso quelante de ferro. O complexo ferro-doxorrubicina
pode ligar-se ao DNA e as membranas celulares provocando a sua clivagem através da
formacdo de radicais livres. Contudo, mais uma vez, estes complexos apresentam um elevado
perfil de toxidade e efeitos colaterais prejudiciais (mielosupressdo, cardiotoxicidade e

alopécia).l”!
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Ferrocifen e outras aplicac¢des do ferroceno

Uma das primeiras aplicagdes dos compostos organometalicos de ferro ao nivel da
investigacdo do cancro foi realizada com o objectivo de tentar colmatar algumas lacunas que
uma droga ja antes sintetizada — o tamoxifeno — apresentava no tratamento do cancro da mama.
Este composto tem actividade anti-estrogénica causada pela ligagdo competitiva ao receptor de
estrogénio (ER), que resulta na repressdo da transcricio de DNA mediada pelo estradiol no
tecido tumoral. Contudo, algumas células do cancro da mama nio expressam ER e como tal sdo
resistentes a droga. Também a elevada exposi¢do ao farmaco pode resultar na resisténcia, neste
caso adquirida pelas células tumorais. Uma outra limitacdo deste farmaco prende-se com o
aumento do risco de formagdo de coagulos nos pulmdes, para além de que, é ndo-hormonal.
Assim, ao acoplar-se o ferroceno, este vai facilitar a captura celular, provocando o aumento da
citotoxicidade. Este novo composto, resultante do acoplamento, toma o nome de ferrocifen e

esta representado na figura seguinte (Fig 3).”

Tamoxifen Ferrocifen
R (H

HCHLC H,CH, O

OCHLCHNICH ), @

Fig. 3: Estrutras quimicas do Tamoxifen e Ferrocifen

OICH,InNICH ),

O ferrocifen foi o primeiro composto a apresentar actividade anti-cancerigena em linhas
tumorais de cancro da mama de origem hormonal e ndo-hormonal.

Foi detectada alguma actividade antitumoral no ido de ferroceno, e apesar dos resultados ndo
terem ainda sido compreendidos, s3o promissores o suficiente para serem estendidos ao desenho
de sistemas. De facto, quando um ferroceno ¢ introduzido em certas moléculas, a sua actividade
citotoxica é aumentada.”*"’ Assim, diversos compostos contendo ferroceno, t€m sido sintetizados
e usados na quimioterapia de cancros resistentes a drogas e em doengas tropicais.'!!

Para além da sua efectiva actividade como anti-tumoral, os compostos ferrocénicos tém
também interessantes propriedades anti-malaricas e anti-fingicas.

Concluindo, o grande numero de aplicagdes dos derivados de ferroceno em campos desde
materiais de Optica ndo linear, sensores electroquimicos, cristais liquidos, catalise e

3

nanoparticulas, contribuiram para um grande interesse na sua quimica. °" ** *) Uma outra

aplicagdo destes complexos ¢ na inibigdo do integrase do HIV-1. [°!
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Cancro

O cancro (ou neoplasia) ¢ um grupo de doencas que resultam de uma desregulacdo do ciclo
celular.""! Note-se que o equilibrio entre células vivas e células mortas ¢ assegurado por um
processo denominado por apoptose (conjunto de mudangas morfoldgicas discretas que levam a
morte da célula, com a destruigdo inerente do DNA, compactacdo e segregagdo da cromatina ao

longo da membrana nuclear).!'”

Quando este processo falha, tem-se uma perda progressiva da
diferenciagdo celular ¢ um crescimento celular descontrolado e como tal a formagdo de um
tumor (Fig. 4)."

Na sintese de drogas anti-tumorais da-se particular ateng@o a quantificagdo da apoptose, uma
vez que esta pode ser provocada por condi¢des de stress oxidativo ou em consequéncia da
exposicao a agentes toxicos. Visto que se sabe que a maioria das células tumorais tem um tempo
de vida curto, sendo a sobrevivéncia daquelas que nao respondem a apoptose superior, pode-se

[16, 38

jogar com essa caracteristica no desenho de firmacos. I' Assim sendo, um dos focos das

descobertas na area da oncologia ¢ de identificar moléculas importantes na regulacdo da

[23,26]

apoptose das células tumorais.

Fig. 4: A — Célula danificada (2) e consequente eliminagéo (1); B — Células cancerigenas ndo sofrem apoptose,
proliferando de modo desregulado.[*

Assim, pode dizer-se que o cancro ¢ caracterizado pela proliferacdo celular descontrolada e
pela capacidade dessas novas células invadirem outros tecidos e tem varias origens, sendo
promovido tanto por factores internos como por factores externos. Quanto aos ultimos pode
salientar-se o uso de drogas ou tabaco, organismos infecciosos, alimentag¢do, quimicos e
radiagio.”” Relativamente a factores internos, tem-se a componente genética, hormonal,
condi¢des imunolodgicas e mutagdes que decorrem do metabolismo celular.’)

As células tumorais divergem das células normais em varios aspectos, entre eles, a perda de
diferenciacdo, aumento da capacidade de invasdo e diminuicdo da sensibilidade a drogas;
quimicamente, apresentam um pH mais baixo, maior percentagem de potdssio e dgua, menor
percentagem de célcio, grande producdo de radicais livres e maior nimero de nucleodtidos

metilados. Do grupo de caracteristicas que tornam estas células tdo nocivas para o organismo,

9
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consta o seu potencial replicativo ilimitado resultante do facto de serem auto-suficientes no que
diz respeito a sinais de crescimento e das suas capacidades de paragem da proliferacdo celular e
de apoptose diminuida. Para além destas, apresentam ainda angiogénese sustentada, capacidade
de se auto-sustentar com oxigénio e nutrientes transportados pelos novos vasos sanguineos
formados; invasao de tecidos e metastizagdo (a massa tumoral inicial semeia as suas células que
vao ao encontro de outros tecidos formando novas coloénias). Deste modo, conclui-se que uma
populagdo celular neoplasica nao € uma entidade estatica.

As células cancerigenas podem surgir em fluidos ou em tecidos solidos.

Por tudo o que ja se referiu anteriormente, o cancro € uma das principais causas de morte dos
paises desenvolvidos, s6 antecedida pelas doengas cardiovasculares. Estima-se que em 2030, 12
milhdes de pessoas morrerdo com cancro. Ainda assim, se a doenga for detectada precocemente
existe uma grande probabilidade de cura.

O tratamento do cancro envolve varias areas, nomeadamente: a quimioterapia, a radioterapia,
terapias hormonais, de suporte e bioldgicas, a cirurgia e transplantes de medula o6ssea. A
quimioterapia ¢ um ramo da quimica inorgdnica medicinal ¢ baseia-se no uso de drogas
citotoxicas para destruir as células tumorais.*” A sua utilizagdo depende do tipo de cancro, da
sua origem, do seu aspecto e das metastases. Apesar dos beneficios desta terapia, esta também
acarreta riscos, nomeadamente a toxicidade do metal.!'®!

As maiores limitagdes da quimioterapia na actualidade sdo: falta de especificidade de célula,
abrangendo as células de forma indiscriminada; solubilidade em agua inadequada que pode
comprometer a correcta distribui¢do da droga e expd-la a accao dos macroéfagos; tempo de vida
curto como consequéncia do catabolismo, da ac¢do do sistema reticuloendotelial ou de sistemas
de excregdo eficazes; carga superficial da droga que pode inibir a penetracdo através da
membrana plasmatica ou a entrada na célula por difusdo passiva; resisténcia a droga como
consequéncia de caracteristicas inatas ou adquiridas e toxicidade.

Actualmente existem varios tipos de drogas anti-cancerigenas, como os agentes alquilantes,

antimetabolitos, agentes intercalantes de DNA e inibidores de mitose.

10
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Materiais e Métodos

Sintese e caracterizacdo dos complexos organometalicos

A sintese dos complexos foi feita em atmosfera inerte (linha de vacuo e azoto) usando
técnicas de tubos de Schlenk. Os complexos cloreto de ferrocenoilo (1),
ferrocenoilbenzimidazole (2) e ferrocenoilimidazole (3) foram sintetizados de acordo com

procedimentos da literatura.[*”

Os espectros de infravermelho foram obtidos num espectrofotometro Mattson 7000 FT,
sendo as amostras preparadas em pastilhas de KBr. Os espectros de 'H RMN foram feitos num
espectrofotometro Bruker Avance-400 em CDCI;. Os espectros obtidos encontram-se em

Anexo.

Compostos organometalicos de ferro estudados

e Cloreto de Ferrocenoilo [(n’ — CsHs)Fe(n’ — CsH4COCI)] — complexo 1

@)

Cl

Fe

)

Fig. 5: Estrutura quimica do Cloreto de Ferrocenoilo.

e Ferrocenoilbenzimidazole [(n’ — CsHs)Fe(n® — CsH4CON,C-Hs)] — complexo 2

-

Tt

Fig. 6: Estrutura quimica do Ferrocenoilbenzamidazole.

11
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e Ferrocenoilimidazole [(n’ — CsHs)Fe(n’ — CsH4CON,C;H;)] — complexo 3

Fig. 7: Estrutura quimica do Ferrocenoilimidazole.

e Ferrocenoil-4-Cl-anilina [(n’ — CsHs)Fe(n’ — CsH,CONHCH,CI)] — complexo 4
0
5/ cl
N

Fig. 8: Estrutura quimica do Ferrocenoil-4—Cl-anilina.

i) Preparacdo do FcCOCI (1)

Adicionou-se gota-a-gota cloreto de oxalilo (CO,Cl,) (solugdo 2 M em CH,Cl,, 21.9mmol,
11mL) a uma solugao de CH,Cl, de FcCOOH (7.3mmol, 1.679g) a 0°C (suspensao laranja, sob
N,). Deixou-se sob agitacdo durante a noite (suspensdo vermelha escura). Seguiu-se um refluxo
de 2 horas. Evaporou-se o solvente. Adicionou-se 20mL de pentano e filtrou-se sob celite.
Repetiu-se a adigdo de pentano até que a solugdo deixou de ter coloragdo. Por fim, evaporou-se

o solvente e guardou-se o solido sob Ny, no frigorifico e protegido da luz.

Espectro de infravermelho (KBr, v/cm'l): 3102 (ven), 1670 (ve—o), 1474 (vee), 801 (me.a),
509 (Vre-cp)> 480 (Vrecp)-

Espectro de "H RMN (CDCls, ppm): 4.31 (s, He, 5H), 4.65 (d, Hb, 2H), 4.95 (d, Ha, 2H).
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ii) Preparacdo do FcCO(benzim) (2)

O benzamidazole (0.118g, 1mmol) e NEt; (ImL) foram adicionados a uma solugdo de
FcCOCI (0.248g, 1mmol) em CH,Cl, (10mL), a 0° sob azoto e em agitacdo. Apds agitagdo
durante a noite, uma solug@o aquosa saturada de NaHCO; (20mL) foi adicionada a mistura. As
fases foram separadas e a fase organica foi seca com Na,SO, anidro. Apds a filtragdo, o volume
do solvente era diminuido e adicionou-se n-hexano. Uma semana mais tarde, a mistura foi
filtrada e os cristais vermelhos foram isolados, lavados com 3 x 10mL de n-hexano e secos sob

vacuo.

Espectro de infravermelho (KBr, wem™): 3114 (vew), 1674 (veeo), 1608 (ve—y), 1442 (ve),
1355 (v ex)s 1304 (veec). 999 (ver), 821 ( ca1), 450 (Veeeep).

Espectro de '"H RMN (CDCl;, ppm): 8.77 (s, Hd, 1H), 8.198 (dd, Hi, 1H), 7.814 (dd, Hf, 1H),
7.407 (m, Hg/Hh, 2H), 4.953 (t, Ha, 2H), 4.645 (t, Hb, 2H), 4.292 (s, Hc, SH).

iii) Preparacdo do FcCO(im) (3)

O imidazole (0.136g, 2mmol) e NEt3 (2mL) foram adicionados a uma solugdo de FcCOCI
(0.496g, 2mmol) em CH,Cl, (10mL), a 0°, sob azoto e agitacdo. Apos agitacdo durante a noite,
foi adicionada uma solugdo aquosa saturada de NaHCO; (20mL) a mistura. As fases foram
separadas e a fase organica foi seca com Na,SO, anidro. Apos filtragdo, o volume do solvente
era reduzido e adicionou-se n-hexano. Duas semanas mais tarde, a mistura foi filtrada e os

cristais vermelhos foram isolados, lavados com 3 x 10mL de n-hexano e secos sob vacuo.

Espectro de infravermelho (KBr, v/cm™): 3117 (vey), 1680 (veeo), 1445 (vec), 1365 (ven), 1305
(chc)’ 1015 (VC—H), 821 (71' C—H); 502 (Fe—cp), 482 (VFe—cp)-

Espectro de '"H RMN (CDCls, ppm): 8.38 (m, Hd, 1H), 7.66 (t, He, 1H), 7.12 (m, Hf, 1H), 4.91
(m, Ha, 2H), 4.64 (t, Hb, 2H), 4.27 (s, Hc, 5H).

Iv) Preparagéo do FcCO(4-Cl-Anilina) (4)

Os reagente 4—Cl-anilina (0.2669g, 2mmol) e NEt; (2mL) foram adicionados a uma solucio
de FcCOCI (0.496g, 2mmol) em CH,Cl, (10mL), a 0°, sob azoto e agitagdo. Apos agitacdo
durante a noite, foi adicionada uma solugdo aquosa saturada de NaHCO; (20mL) a mistura. As
fases foram separadas e a fase orgénica foi seca com Na,SO, anidro. Apos filtragdo, o volume
do solvente era reduzido e adicionou-se n-hexano. Uma semana mais tarde, a mistura foi filtrada

e os cristais vermelhos isolados, lavados com 3 x 10mL de n-hexano e secos sob vacuo.
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Espectro de infravermelho (KBr, v/cm']): 3461 (vnn), 3106 (ven), 1641 (ve—o), 1442 (vee),
1105 (v ¢n), 1309 (ve=c), 1086 (ve.n), 820 (7 c.n), 801 (mc.cr), 506 (vFe—cp)> 484 (VFe-cp)-

Espectro de 'H RMN (CDCl;, ppm): 7.57 (dd, He/Hf, 2H), 7.37 (s, Hd, 1H),
7.34 (dd, Hg/Hh, 2H), 4.79 (dd, Ha, 2H), 4.46 (dd, Hb, 2H), 4.28 (s, Hc, 5H).

Linha Celular

Foi utilizada uma linha celular humana, derivada de células do epitélio do adenocarcinoma
humano do colo do utero (HeLa). Esta linha provém de uma cultura primaria e tem capacidade
de se multiplicar indefinidamente, desde que se criem as condig¢des apropriadas para o seu
crescimento e proliferacdo (duplicacdo em cerca de 24 h). As células HeLa sdo muito tolerantes,
sobrevivendo em condigdes adversas e nao possuem inibi¢do por contacto.

Tém uma aparéncia fenotopica tipicamente epitelial, como mostra a figura abaixo (Fig. 9).

Fig. 9: Imagem morfoldgica da linha celular HeLa.

Manutencdo da Cultura Celular

Como o nome indica, na manutengdo da cultura celular pretende-se permitir o crescimento
de células, in vitro. Para tal, tem de ser controlada uma série de factores, de modo a manter a
condi¢do de assepsia. Assim, todos os testes citotoxicos sdo efectuados numa sala isolada,
equipada com uma camara de fluxo laminar (Esco, classe II), uma incubadora de CO, (Shel
Lab) e um miscroscopio optico (Motic).

A camara é essencial para trabalhar em condi¢cdes de esterilidade, pondo de parte a
possibilidade de uma contaminagdo que iria comprometer a viabilidade celular e por outro lado
protegendo o experimentalista, que deste modo fica protegido durante o manuseio das células
tumorais. Note-se ainda que o utilizador devera usar bata e luvas descartaveis. Uma outra
obrigatoriedade na manuten¢do da esterilidade prende-se com a constante utiliza¢ao de alcool a
70% (nas luvas e em qualquer material que entre na camara de fluxo), percentagem indicada de
modo a desinfectar sem causar riscos de combustdo. Relativamente aos materiais que entram na

camara, quando nao sdo estéreis, devem ser desinfectados com lixivia depois de cada utiliza¢ao
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e submetidos a autoclave. E ainda de ter em conta que a ciAmara deve estar o mais desimpedida
possivel de modo a ndo perturbar o fluxo.

No que diz respeito a incubadora de CO, esta permite a proliferagdo da cultura celular uma
vez que mantém um ambiente constante e reprodutivel para o seu crescimento: temperatura de
37°C, humidade relativa de 90 % e concentragdo de CO, de 5 %, assegurando assim um pH de
7,0-7,2.

Ja o microscopio optico permite ao experimentalista o controlo do crescimento da cultura

celular e no caso de uma contaminagao a sua deteccao.

Preparacao do meio de crescimento da cultura celular

Devem fazer parte do meio de cultura aminoacidos, vitaminas, sais inorganicos, proteinas e
antibioticos.

Procedimento: previamente, aqueceram-se todas as solugdes que iriam ser utilizadas no
processo a temperatura optima celular — 37 °C. Seguidamente, adicionou-se a 500 ml de meio
RPMI 1640 (Lonza) 10% de soro fetal de bovino (cerca de 50 ml de FBS, Cambrex). Por fim,
juntou-se 5% de L-glutamina (Lonza) (2,107 mol/dm®) e 5% de antibidtico (P/S:

penicilina/estreptomicina, Lonza).

Manutencdo de culturas celulares / tripsinizacdo

O enzima tripsina tem a capacidade de quebrar as ligacdes das proteinas de suporte,
facilitando a sua descolagem. Assim, quando as células apresentam cerca de 80-90 % de
confluéncia, faz-se a passagem de células saudaveis para novas placas.

Procedimento: previamente aqueceram-se todas as solugdes que iriam ser utilizadas no
processo a temperatura optima celular — 37 °C e verificou-se que a placa se encontrava com
cerca de 80-90% de confluéncia celular. Removeu-se 0 meio anteriormente em contacto com a
cultura celular, com o cuidado de ndo retirar por toque células agarradas. Lavou-se a cultura
com 2mL de PBS (Lonza) para remover quaisquer residuos de meio ou células mortas em
suspensdo ainda existentes, retirando no fim a totalidade da solugdo. Seguidamente,
adicionou-se 2mL de tripsina (para hidrolisar as liga¢des das proteinas de adesdo a superficie da
placa) e incubaram-se as culturas durante 5 minutos na estufa em ambiente controlado (37 °C,
5% CO,, Shel Lab), de modo a soltar cerca de 90% das células. Adicionou-se 4mL de PBS para
libertar as restantes células e ressuspendeu-se num tubo falcon de 15mL (OrTube, Orange
Scientific). Distribuiu-se por cada nova placa cerca de 1/3 da suspensao celular e perfez-se com
meio RPMI 1640 suplementado o volume final desejado: 10mL para uma caixa de petri de 100

mm (Orange Scientific) e 15mL para um frasco OrCap de 150cm? (Orange Scientific).
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Contagem de células

Para a contagem de células, ressuspendeu-se bem a solucido celular obtida apos a
tripsinizagdo, de modo a evitar aglomerados celulares ou sedimentagdo, e retirou-se uma
pequena amostra homogénea (cerca de 20uL). Dividiu-se a amostra pelas duas camaras de
contagem existentes (1,0x10°mL) no hematocitometro e colocou-se no microscopio optico.
Seguidamente iniciou-se a contagem do numero de células presentes na grelha mais densa
(125x125 quadriculas) em cada camara de contagem, com o auxilio dum contador estatistico, e
efectuou-se a média entre as duas contagens, para obter o nimero de células por mL. O niimero

total de células foi obtido através da expressao:

Total células/mL = Média de namero de células contadas x 1mm? x10*

Preparacao de microplacas de 96 pocos

Apo6s tripsinizagdo e contagem de células, semeou-se 7,5 x 10° células por placa de 100 mm
e perfaz-se 15mL com meio RPMI 1640 suplementado. Para tal, dividiu-se 7,5%10° pelo niimero
de células obtidas pela contagem e multiplicou-se por 1000 para obter o volume de células a
colocar em cada placa. De seguida, aplicou-se 100uL dessa cultura celular a cada poco da

microplaca.

Preparacao/aplicacdo das solucdes dos complexos organometéalicos

Prepararam-se solu¢des base concentradas dos compostos a estudaram-se em 10mL de
DMSO. A partir dessas, diluiram-se em DMSO para uma gama de oito concentragdes, solucdes
essas denominadas de solugdes originais, com um volume final de 0,5mL.

Considerando que se pretendia uma quantidade final de DMSO (na solug@o a aplicar) de
0,5%, adicionou-se 10puL de cada solugdo original a 1990uL de meio RPMI 1640 suplementado,
de modo a obterem-se as concentragdes finais a aplicar desejadas.

Preparou-se um eppendorf com 1990uL de meio RPMI 1640 suplementado ao qual se adicionou
10uL de DMSO para servir de 2° controlo, dado que o 1° controlo serd o proprio meio.
Seguidamente, removeu-se 0 meio anteriormente em contacto com as células na microplaca.

Por tultimo, aplicou-se o 1° controlo, o 2° controlo e as solu¢des de composto as diversas

concentracdes nos respectivos pogos, de acordo com a Fig. 10.
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Fig. 10: Esquema de aplica¢@o dos controlos e compostos.

Ensaio do MTT - (3-(4,5-dimetiltiazolo-2-il0)2,5-difeniltetrazolio)

Trata-se de um ensaio colorimétrico que se baseia na reducdo do brometo de tetrazolio
3-(4,5-dimetiltiazolo-2-ilo)-2,5-difenilo (MTT) pelo enzima mitocondrial succinato
desidrogenase, com concomitante oxidacdo de NADH e NADPH (Fig. 11). O enzima converte
0 MTT, um sal de tetrazdlio amarelo e soltivel, num produto azul/roxo insolivel: os cristais de

39
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Fig. 11: Estruturas quimicas do MTT e do MTT formazano.

Procedimento: preparou-se uma solugdo de MTT, substrato do succinato desidrogenase
(presente nos mitocondrios e activo em células vivas), em meio RPMI 1640 suplementado a
uma concentracdo de 0,5mg/mL. Removeu-se o meio (com composto) anteriormente em
contacto com as células. Aplicou-se 100uL. de meio com MTT a cada poco e incubou-se a
microplaca. Apoés duas horas, retirou-se o meio (com MTT) em contacto com as células e
aplicou-se 100uL de DMSO a cada poco, dissolvendo assim os cristais roxos de
MTT-formazano resultantes da redugdo do MTT nas células vivas. Apds rapida e ligeira
agitagdo (durante cerca de 5 segundos), faz-se a medi¢ao da absorvéncia (num comprimento de
onda de 630nm para a referéncia e 570nm para as amostras) dos pogos da microplaca num leitor
de placas de ELISA (TECAN, Sunrise), através do programa RDR1e4. Com os valores de
absorvéncia obtidos calculou-se as percentagens de sobrevivéncia e a partir destas
determinou-se a concentracdo de composto que inibe em 50% o crescimento celular em cada

poco (ICsy).
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Resultados e Discussdo

O objectivo deste trabalho foi determinar se os compostos sintetizados apresentam ou nao
efeito inibidor de proliferagdo celular. Assim, fez-se um ensaio de toxicidade, utilizando uma
cultura de células HeLa para aferir a potencialidade farmacoldgica dos derivados de ferroceno.
Para cada composto de ferroceno testado, foram realizados varios ensaios independentes, tendo

cada ensaio dez replicados.

Os compostos foram testados nas concentragdes 0, 1, 5, 10, 20, 30, 50, 100 e 250 pM, com o
objectivo de determinar qual a concentragdo minima de composto que leva a uma actividade

citotoxica significativa.

Utilizaram-se os valores de absorvéncia obtidos para cada composto nas varias
concentracdes para tracar um grafico, em fungdo da concentragdo de farmaco utilizada
(Viabilidade Celular (%) vs Concentragdo de Composto (uM)). A percentagem de sobrevivéncia

¢ calculada de acordo com a seguinte relagdo:

% sobrevivéncia = Abs (n2 de células vivas (incubadas com composto)) < 100
0 sobrevivencia = Abs (n2 de células vivas (controlo))

Um grafico ideal da variacdo da % da sobrevivéncia celular com a concentragdo de

composto seria a seguinte (Fig. 12):

100

% Viabilidade Celular
S
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1 10 100 1000
[Composto] (UM)

Fig. 12: Grafico representativo da variagdo da % da sobrevivéncia celular com a concentragdo de composto.
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Os resultados obtidos para os quatro complexos:

e Complexo 1 - FcCOCI
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Fig 13: Representagdo grafica da variagdo da viabilidade celular (%) com a concentragdo do complexo 1 (UM).

e Complexo 2 — FcCO(benzim)
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Fig 14: Representacdo grafica da variagdo da viabilidade celular (%) com a concentragdo do complexo 2 (uM).
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e Complexo 3 - FcCO(im)
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Fig 15: Representagdo grafica da variagdo da viabilidade celular (%) com a concentragdo do complexo 3 (uM).

e Complexo 4 — FcCO(4-Cl-anilina)
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Fig 16: Representacdo grafica da variagdo da viabilidade celular (%) com a concentragdo do complexo 4 (uUM).
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Na figura seguinte (Fig. 17) estdo agrupados os graficos que representam a ac¢ao dos varios

compostos de modo a tornar mais facil a comparagdo dos tempos de sobrevivéncia nas células

Hel a.
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Fig. 17: Representagdo grafica da variagdo da viabilidade celular (%) com a concentragdo dos complexos (uM).

Os graficos correspondentes as figuras 14 el16 apresentam uma curva sigmoidal (excepto o
grafico correspondente ao Complexo 3). Esta curva de inibicdo dose - resposta permite a

determinagdo dos valores de ICs, (valores apresentados na tabela abaixo).

1Cs0 (WM)

Complexo 1 Complexo 2 Complexo 3 Complexo 4
n.d 107.7 n.d 34.4

Tabela 1: Valores de inibi¢ao do crescimento celular, com os varios complexos organometalicos
estudados. (n.d: ndo definido)
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Para estes estudos usou-se uma gama de concentragdes 1-250 puM. Para concentragdes
superiores os compostos ndo se dissolvem em DMSO, sendo uma das limitagdes dos complexos
sintetizados.

As percentagens de sobrevivéncia variam consoante os ligandos. Assim, analisando a figura
17, no geral, a percentagem de sobrevivéncia diminui com o aumento da concentragdo de
composto. Tal estd de acordo com o esperado, uma vez que se prova que houve inibicdo do
crescimento celular.

O complexo 1 ndo apresenta actividade inibitéria, demonstrando que ¢é necessaria a
coordenagdo ao ligando contendo azoto para levar a inibigdo da proliferagdo celular (Fig. 13).
Tal pode afirmar-se uma vez que nao foi possivel obter o valor de ICsy ja que a concentragdo
maxima (250puM) a percentagem de viabilidade celular apenas desce até perto de 50%. Também
para o complexo 3, os resultados obtidos ndo séo conclusivos. Verifica-se uma grande variago
na percentagem de sobrevivéncia para as diferentes concentracdes, sendo que ndo € possivel
calcular o ICsy. Como tal ndo se pode afirmar que o complexo de ferrocenoilimidazole tenha
uma actividade antiproliferativa relevante na linha celular HeLa (Fig. 15).

No que diz respeito aos complexos 2 ¢ 4, estes, apesar de terem uma curva sigmoidal longe
do que seria o ideal, demonstram um cardcter de inibi¢do, tendo-se obtido os ICsg
correspondentes a 107.7 e 34.4uM, respectivamente (Fig. 14 ¢ 16).

Dos quatro complexos testados, o que apresentou melhor capacidade de inibicdo foi o

complexo 4, tendo um ICsy menor (Tabela 1).

22



Estudo da actividade anti-tumoral de complexos organometdlicos de ferro

Conclusoes

Depois de testados os quatro complexos pode afirmar-se que os derivados de ferroceno
sintetizados inibem a actividade celular, principalmente o ferrocenoil-4-Cl-anilina (complexo 4)
com um valor de ICsy de 35uM. Verificou-se contudo, que na auséncia de substituinte azotado,
a inibi¢ao nao ¢ significativa.

Uma limitagdo destes conjugados de ferroceno prende-se com a sua solubilidade em agua,
sendo que apenas se dissolvem em DMSOP® e s6 até uma concentragio de 250uM.

Uma vez que o ICs, da cis-platina (o farmaco mais utilizado na quimioterapia) ¢ inferior a
10uM, e que o valor mais baixo de ICs, obtido foi de 35uM para o complexo 4, pode afirmar-se
que estes complexos ndo poderdo para ja ser considerados como alternativa a cis-platina, ja que
segundo o pardmetro de citotoxicidade ndo sdo tdo potentes.

Apesar destes dados, hd que salientar que ndo ¢ somente o parametro ICsy a determinar a
potencialidade de determinado composto como droga anti-cancerigena, pois este apenas tem em
conta a toxicidade. Existem outros factores como a resisténcia, os efeitos secundarios € a

biodistribuicdo que assumem extrema relevancia.
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Perspectivas Futuras

Muitos outros estudos relacionados poderdo ser realizados no ambito deste trabalho, desde a
sintese de compostos com outros ligandos, ou outros ides metalicos, até a outros estudos
bioquimicos relacionados com o mecanismo de ac¢do dos compostos. Para tal podiam ter sido
realizados estudos biologicos, como electroforese de DNA em gel de agarose, citometria de
fluxo, estudos de viscosidade, estudos cinéticos, estudos de dicroismo circular entre outros € a
partir deles compreender o processo apoptotico afirmando-o ou ndo como consequéncia da
actuagdo dos compostos sobre as células tumorais.

Actualmente, estdo muitas investigagdes em curso. Este trabalho, como todos em ciéncia,
nunca tera fim. Existirdo sempre outros complexos para sintetizar, por exemplo, neste caso seria
interessante aperfeigoar o complexo mais promissor (complexo 4), com o intuito de ser obter
um valor de ICsy mais baixo. Para tal seria determinante perceber a funcao de cada grupo para a
actividade inibitéria. Mais uma vez, técnicas de espectroscopia como RMN ou FTIR aliar-se-
iam a estudos bioquimicos sempre com o intuito de esclarecer o mecanismo de ac¢do de
compostos, uma vez que conhecer o alvo molecular dos compostos, permitird aos
experimentalistas desenhar candidatos a farmacos cada vez mais precisos.

E ainda de salientar que, uma vez que se pensa que a droga exerce a sua acgio lesiva nos
mitocondrios, nomeadamente na formacdo de espécies reactivas de oxigénio, devera
aprofundar-se os estudos neste organelo, sempre com o objectivo de compreender o mecanismo
de apoptose.

Concluindo, apesar deste trabalho ndo ter focado o mecanismo de ac¢do dos complexos,
estudos recentes demonstram que o mecanismo de ac¢do de alguns compostos organometalicos
ndo envolve uma ligacdo directa ao DNA. Assim, sabe-se ser possivel desenvolver farmacos
anti-cancerigenos eficientes, que permitam ultrapassar as desvantagens clinicas associadas ao

uso dos farmacos quimioterapéuticos actualmente existentes.
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Anexos

Espectros dos complexos organometalicos:

(1) Caracterizacéo do ferrocenocarbonilo de cloro (FcCOCI)
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(3) Caracterizacéo do ferrocenoilo de imidazolo

(a) Espectro de Infravermelho
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(b) Espectro de RMN
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(4) Caracterizacéo do ferrocenoilo de anilina
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(a) Espectro de Infravermelho

(b) Espectro de RMN
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