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RESUMO

O crescente nimero de individuos que desenvolverdo algum tipo cancer
exige que sejam desenvolvidos radiofirmacos e quimioterdpicos
seletivos, pois o diagndstico preciso € um tratamento especifico sdo
fundamentais para a possibilidade de cura e da elevagdo da taxa de
sobrevida. Os elementos Ga e In se destacam na utilizacdo de seus
radionuclideos (*’Ga, ®*Ga e '''In) para a obten¢do de radiofdrmacos
utilizados em técnicas de imagem PET e SPECT. Resultados
promissores de estudos com complexos de Ga'' tm alavancado o
interesse por quimioterdpico baseados nesse metal. J4 o In"" tem seu
potencial bioldgico descrito frente a bactérias e cancer. Motivados pela
necessidade de obter radiofdrmacos e quimioterdpicos mais eficientes e
seletivos, neste trabalho descrevemos a obtengdo e caracterizagdo (g)or
espectroscopia de infravermelho e ressonincia magnética de 'H e °C)
de 5 novos ligantes mononucleanes hexadentados ndo simétricos
adequados para a obtencdo de complexos com os citions Ga' e In™
estdveis em condi¢des fisioldgicas. Com os ligantes HL1, H,L.2, H;L.3 e
HLS foram obtidos complexos de Ga™ e ™ e, ainda, com o L1 foi
obtido um complexo de Fe'. Os complexos foram caracterizados
utilizando-se as técnicas de andlise elementar, espectroscopia de
infravermelho, ressonincia magnética nuclear de 'H, espectrometria de
massas, condutivimetria. Também se utilizou para os complexos GalLl,
InL1, GaL2 e InLS a difracdo de raios x para determinar a estrutura
cristalina. Todos os complexos obtidos, exceto FeHL1, tiveram sua
estabilidade em solugdo avaliada a partir de coletas de espectros de
RMN 1H nas temperaturas de 22, 36 e 55°C; sendo observado que os
complexos sdo estdveis em solucdo. A citotoxicidade dos ligantes e
complexos foi avaliada frente a células leucémicas e os resultados
revelaram que apenas o complexo FeHL1 € inativo, sendo os demais
ativos em concetracdes a partir de 5 pM. Além disso, todos os
compostos induziram a morte celular por apoptose. O fato de as
concentracdes necessdrias para atingir a ICsy serem superiores as
utilizadas em radiofarmicia indica que todos os complexos sio
potenciais radiofdrmacos.

Palavras-chavegdlio, indio, quimioterdpicos e radiofarmacos.



ABSTRACT

The growing number of individuals who will develop some type of
cancer require selective radiopharmaceutical and chemotherapeutic
agents for accurate diagnosis associated with a specific treatment. The
combination of these factors is fundamental for the possibility of cure
and raising the survival rate. In and Ga elements stand out in their use as
radionuclides (67Ga, mIn, and 68Ga) to obtain radiopharmaceutical used
in imaging techniques such as PET and SPECT. Promising results from
studies of complex Ga'' have boosted interest in this metal-based
chemotherapy. In"" have already been described as a potential agent
against bacteria and cancer. Motivated by the need to obtain more
effective and selective radiopharmaceuticals and chemotherapy, in this
work we describe the synthesis and characterization (by infrared
spectroscopy, and nuclear magnetic resonance 'H and C) of 5 novel
ligands mononucleates hexadentate unsymmetrical suitable for obtaining
complexes with the cations and Ga™ In"" stable under physiological
conditions. Ga"™" and In"™ were obtained as complexs with the ligands
HL1, H,L.2, H;31.3 and HLS, and HLL1 was also obtained as a complex
with Fe. The complexes were characterized by elementar analysis,
infrared spectroscopy, nuclear magnetic resonance 'H, mass
spectrometry, conductivity measurement and for GaLl, InL1, GalL2
and InLS complexes x-ray diffraction was also used to determine the
crystalline structures. For all complexes obtained, except FeHLI,
stability was evaluated in solution from collections of 'H NMR spectra
at temperatures of 22, 36 and 55°C; it was observed that the complexes
are stable in solution. The cytoxic activity was evaluated for all
complexes and ligands in leukemic cells and the results showed that
only FeLl complex is inactive, and the others are active at
concentrations from of 5 pM. Furthermore, all compounds induced cell
death by apoptosis. The fact that the concentrations needed to achieve
the ICsy are greater than that used in radiopharmacy indicates that all
complexes are potential radiopharmaceuticals.

Keywords: gallium, indium, chemiotherapic and radiopharmaceutical.
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1 INTRODUCAO

A evolugdo da ciéncia e pela ciéncia tem trazido ganhos no
ambito da tecnologia e da saude.

O aumento da expectativa de vida da populagdo é crescente em
paises como o Brasil que estdo em desenvolvimento.' E essa tendéncia
deve-se a vdrios fatores dos quais se destacam o aumento significativo
na oferta de farmacos e avangos nos procedimentos médicos.

Trabalhos multidisciplinares tém contribuido,
significativamente, para o desenvolvimento de medicamentos mais
eficientes e/ou seletivos e de terapias precoces € menos invasivas, além
de auxiliar na compreensdo dos processos bioldgicos.

Além disso, o acumulo de conhecimentos adquiridos por
pesquisas em dreas da ciéncia como: biologia, medicina, farmicia,
quimica e fisica t€m contribuido amplamente para a melhoria da
qualidade de vida e, conseqiientemente, para a elevagdo da expectativa
de vida.

Pesquisas de interesse bioinorganico, que t€m como objetivo o
estudo das fungdes bioldgicas dos elementos inorginicos e das
propriedades fisico-quimicas das moléculas onde eles estdo contidos,
t&ém despertado o interesse por investigacdes que busquem ndo apenas o
entendimento da fungdo do metal no sistema bioldgico, mas também a
utilizag¢do de metais ndo essenciais para o diagndstico e terapia, visando
estudar e tratar uma ampla variedade de doencas e desordens
metabdlicas. ™

O interesse de desenvolver e aplicar novos compostos
inorganicos como farmacos originou a Quimica Inorganica Medicinal, a
qual deriva da Bioinorganica e estd na interface entre a medicina,
farmacologia e a quimica inorganica, e inclui firmacos baseados em
metais, sequestrantes de metais e agentes de diagndsticos contendo
metais.”

A Quimica Inorganica Medicinal teve seu rdpido crescimento
calcado em algumas descobertas’, onde se destaca a cis-diamindicloro-
platina(I), ou simplesmente cisplatina. Este composto teve suas
propriedades antitumorais observadas em 1964’ e que até os dias de hoje
¢ mundialmente utilizado para tratar alguns tipos de tumores sélidos, tais
como: de testiculo, ovdrio, cabega, pescogco e de pulmdo, com uma taxa
de sobrevida elevada.™°

O emprego de uma variedade de compostos inorginicos no
tratamento e diagndstico de doengas tem contribuido para o interesse
crescente na Quimica Inorganica Medicinal. Entre os compostos de
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maior aplicagdo terapéutica que podem ser citados estdo: os compostos
de bismuto que sdo utilizados no tratamento de desordens
gastrointestinais, carbonato de litio (largamente prescrito para o
tratamento de transtorno bipolar), auranofin indicado para o tratamento
de artrite (complexo de ouro), BaSO4 que € utilizado como agente de
contraste em radiografia gastrointestinal, e 3 Sm"™-EDTMP que &
utilizado no tratamento de metdstase de cincer de ossos. J4 os
compostos de emprego em diagndstico que merecem destaque sao:
Gd"-BOPTA que é utilizado como agente de contraste em ressonincia
magnética nuclear, e ' 'In-DPTA, 9" Te-cardiolite e Ga-citrato que sdo
utilizados como agentes de contraste em cintigrafia.’

Dentre a doengas que mais levam a 6bito no mundo estd o
cancer, sendo responsdvel por 13% de todas as mortes em 2008. Nas
suas variedades de tipos e formas, o cincer tem atingido niimeros
crescentes de individuos em todo o mundo.®

Segundo projecdes da Organizagdo Mundial da Saide (OMS), o
nimero de mortes anuais, provocadas por cancer, vai aumentar em 58%
de 2008 a 2030 (de 7,6 milhdes para 13,1 milhdes de mortes). Sendo
que, na atualidade, cerca de 70% das mortes ocorrem em paises de baixo
e médio indice de desenvolvimento. Os dados sdo influenciados, em
parte, pelo aumento da populacio e da expectativa de vida." 8

No Brasil, as estimativas para o ano de 2012 e vélidas também
para o ano de 2013 (segundo dados do Instituto Nacional do Cancer,
INCA) apontam que ocorrerdo 518.510 novos casos de cancer. Os tipos
mais incidentes, para o sexo masculino sdo: prostata, pulmao, célon o
reto e estdmago, e para o sexo feminino sdo: cancer de pele ndo
melanoma, mama, colo e reto e glandula tireoide.’

Embora a cisplatina e alguns de seus derivados sejam utilizados
para tratar alguns tipos de cancer, o sucesso clinico desses compostos é
limitado pelos significativos efeitos colaterais (nefrotoxicidade,
neurotoxicidade, ototoxicidade e emetogenesis), além de resisténcia
intrinseca ou adquirida, e de possuir limitada solubilidade em meio
aquoso.“’ ' Com o intuito de transpor essas limitagdes hd um crescente
interesse de obter-se drogas seletivas e, para tanto, torna-se muito
desejdvel e possivel que surjam novos complexos metdlicos que
atendam essas necessidades.

Nesse sentido, novos complexos metdlicos que ndo contém
platina t€m recebido atencdo, mas até o momento nenhum € liberado
pela FDA (Administracdo de Alimentos e Drogas). Sdo exemplos de
metais utilizados na sintese de compostos para fins quimioterdpicos o
Sn, Ga, Ge, Ti, Ru, V, Fe, Re, Cu, Au , entre outros, ¢ mais
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recentemente o Pd.'""? No entanto, o Ga(NO;3); se destaca pela

utilizagdo do nitrato de gilio (III) para alguns tipos de cancer.”

A cura de uma diversidade de doencas e/ou a elevagdo da
sobrevida do paciente ndo dependem apenas da possibilidade de
tratamento, mas também da caracterizacdo da regido afetada e da
extensdo da lesdo. Desta forma, o diagndstico precoce, quando possivel,
e adequado permite uma prescri¢do de tratamento mais eficiente que
pode contribuir significativamente para a possibilidade de cura e da
elevagdo da sobrevida. 10

A andlise qualitativa da morfologia de um 6rgao ou tecido a ser
observado € possivel a partir de algumas técnicas de imagem baseadas
em diferentes fontes de energia que podem ser: luz, elétrons, laser, raios
x, radionuclideos, ultrassom e ressondncia magnética nuclear. Dessa
forma, as informagdes a cerca do modo de acdo de cada tipo de energia
sobre o tecido vivo, e a partir das propriedades fisicas e biolgicas do
tecido a ser analisado € que elegemos a técnica de imagem a ser
utilizada.'” '* As técnicas mais comumente utilizadas sio: Radiografia,
Ultrasonografia, Ressonincia Magnética Nuclear, Medicina Nuclear
(PET e SPECT), entre outras.

1.1 MEDICINA NUCLEAR

Medicina Nuclear permite observar o estado fisiolégico dos
tecidos de forma ndo invasiva, a partir da utilizacdo de radiofdrmacos
administrados, na sua maioria, via injecdo intravenosa, que se
biodistribuem no organismo e permeiam 6rgaos e estruturas de interesse.
A presenca desses compostos é observada a partir da emissdo de
positrons empregados na técnica de Tomografia por Emissdo de
Pésitrons (PET) ou raios gama na tomografia computadorizada Jpor
emissdo de fotons (SPECT), também conhecida como Cintigraﬁa.ls,1

Os radiofdirmacos sdo drogas contendo um radionuclideo,
podendo ser pequenas moléculas organicas, compostos inorganicos com
baixo peso molecular e de composi¢cdo definida, ou, também,
macromoléculas (fragmentos de anticorpos e anticorpos monoclonais)
que sdo marcados com o radionucleotideo de forma ndo
estequiome’:trica.”'18

A aplicagcdo médica a que se destinam os radiofdrmacos os
divide em agentes de diagnéstico19 ou de terapia,20 e para ambas
aplicacdes os radionucleoclideos devem atender especificidades, sdo
elas: as propriedades radioativas (desintegracdo espontdnea, tipos de
emissdo e energia de raios gama), disponibilidade (custo de producdo e
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tempo de mela vida) e a capacidade de serem ligados ao composto
desejado

Além disso, as propriedades fisicas e quimicas do composto
também sdo responsdveis pela biodistribuicdo no organismo e pela
seletividade por uma determinada parte do corpo (por ex.: reservatdrio
sanguineo, figado, medula dssea e tiredide) ou que seja ehmlnado do
organismo por uma determinada via de excre¢do (ex.: renal e biliar)."

Quando o objetivo é diagndstico, a medicina nuclear utiliza-se
de diferentes tecmcas Jue sdo dependentes do tipo de radiacdo emitida
pelos radionuclideos.' % As técnicas mais empregadas para diagndsticos
sdo Cintigrafia (SPECT) que necessita de elementos emissores de
radiacdo y e a PET que requer radionuclideos com decaimento [3+‘10’21’22

Na tomografia por emissdo de pdsitrons, o radionuclideo deve
ser um emissor B*, o que resulta em uma emissdo simultdnea de dois
fétons de mesma energia (511 keV), orientados a 180°, um em relagdo
ao outro, sendo detectados por uma camera especial e geometricamente
construida para ser sensivel a este tipo de radiagc@o. Para a técnica de
Cintigrafia, os radionuclideos devem ser emissores de radiacdo 7, cuja
energia deve situar-se na faixa de 100 a 250 keV, que é adequada aos
sistemas de deteccdo dos equipamentos.21

Em geral, radiofirmacos de6 dia§néstico sdo utilizados em

concentracdes bastante baixas (10 -10 molL") e com interesse
exclusivo de detalhar a descri¢do morfoldgica da estrutura de um 6érgao
ou tecido e, acima de tudo, testar as fungdes fisioldgicas através do
acumulo do radiofdrmaco. Para exames de diagndstico, o tempo de
meia-vida do radionuclideo (t;») deve ser o mais curto possivel, mas
longo o suficiente para que sejam cumpridas todas as etapas necessarias
aos procedimentos, tais como: preparo do radiofirmaco, introducao no
meio fisioldgico, biodistribuicdo e coleta das imagens. Radiofdrmacos
de diagndstico sao, predominantemente, complexos metdlicos com uma
molécula organica quelante (ligante) para um radionuclideo ou um
complexo metdlico conjugado a uma biomolécula (radiofdirmaco alvo
especifico). 22

Para diagnéstico utilizam-se principalmente In, ,

15,2017 e YGa para a SPECT. Os radionuclideos "®E, 68G oy,
+

%Cu sdo de 4partlcular emprego em imagem de PET, pois sio B

22-23
emissores. ,

O radionuclideo mais utilizado em SPECT, até a atualidade, é o

111 131
99nkrc I

99m
Tc, pois suas propriedades como t, de 6,02 horas e energia de



31

emissdo de 140 keV, suficiente para sua radiosintese, preparo da dose e
administracdo de quantidades ade%uadas sem expor o paciente a uma
quantidade de radiacdo prejudicial. 3

Além dos radioisétoPos de aplica??io em PET ja citados hd a
possibilidade de utilizar-se ''C, PN ou s para marcar substincias
orginicas sem alterar as suas propriedades fisioldgicas. No entanto, o
BE ¢ radioisétopo, P emissor, mais utilizado mundialmente para
marcar a desoxiglicose (F-18 FDG- Fluordesoxiglicose). Este
radiofdrmaco € utilizado para obter informagdes metabdlicas referentes a
metabolizagdo da glicose (alteragdes na distribuicao regional de glicose,
dcidos graxos ou aminoécidos).%25 O "®F tem ti2 de 1,8h e é utilizado
para avaliar a viabialidade do miocdrdio e o metabolismo de tumores e
lesoes malignas.25

Particularmente, os elementos Ga e In possuem isétopos que
sdo apropriados para a sua utilizacdo em medicina nuclear. Seus
isétopos emissores de radiacdo y que podem ser utilizados nos exames
de SPECT sio: “Ga (ti2 = 78 horas / energia da radiagdo = 93, 184, 296
keV), R I ) (tia = 67,5 horas e 1,67 hora / energia de radiagﬁo de
172,5, 247 keV e 393 keV, respectivamente).22'23’ %0 isétopo Ga é
adequado para PET, pois é um emissor B* com energia de radiacio de
511 keV e possui t» de 68 min.”

J4 quando o objetivo € terapia, os radiofdrmacos sdo projetados
para liberarem doses terapéuticas de radiacdo ionizante nos tecidos
lesionados.”® O radiofirmaco deve atingir o tumor em concentragdes
suficientes para liberar a radiacéo citotoxica (gama de baixa energia, alfa
ou beta) na célula tumoral e evitar, assim, que esta se replique,2 e deve
ao mesmo tempo ser eliminado rapidamente da corrente sanguinea e de
orgdos ndo cancerosos para minimizar os danos provocados pela
radiagéo.28 Historicamente, o radiois6topo mais utilizado para fins
terapéuticos tem sido o B para desordens na tiredide. J4 o ¥SrCl,,
"%Re-HEDP e ' *Sm-EDTMP sio utilizados em metdstases Gsseas. "

As doses terapéuticas da radiagdo podem ser liberadas nos sitios
doentes de trés formas: irradiagdo de fonte externa, implantes de
“sementes” (braquiterapia) ou administracio sistémica. Esta dltima tem
sua aplicagdo voltada para processos de metéstase.”' J4 a braquiterapia,
que estd em crescente aplicacdo, utiliza radionuclideos produzidos
artificialmente, como: 137Cs, 21 ¢ 8 Au e 1P e 1P

Ao selecionar um radionuclideo para terapia deve se avaliar os
seguintes fatores: informagdes sobre o tumor e retencdo tumoral,
remogdo sanguinea, taxa de liberagdo da radiacdo, tempo de meia vida,
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atividade especifica do radionuclideo e a possibilidade de producdo em
A2
grande escala e de forma econdmica.
Entre os possiveis radionucleotideos de interesse terapéutico,
90

destacam-se Y e isOtopos de lantanideos, pois sdo emissores de
radiacdo P a qual tem alcance de penetracdo relativamente grande (2-12
mm) o que é importante para tumores s6lidos com alta heterogenicidade.
~ . P P 177 153 166
Sdo exemplos de radionuclideos lantanidecos: "'Lu, ~"Sm, “Ho e
90y, 23,29
Y.

Ao longo de toda a histéria, metais e compostos metélicos tém
sido empregados no tratamento de vdrias doencas, mas o uso de
complexos como radiofdirmacos é uma drea relativamente nova.
Radionuclideos metdlicos sdao de interesse particular para o
desenvolvimento de radiofdirmacos devido a propriedades nucleares
variadas (tipo de radiagdo, radiacdo gama ou particulas beta, e t;), € a
rica quimica de coordenacdo. Na Tabela 1 sdo listados exemplos de
radiofdrmacos comerciais baseados em pequenos complexos marcados
com radionuclideos e suas aplicacdes médicas.

Tabela 1. Alguns complexos radiofdrmacos pequenos para diagndstico e
terapia.

Radiofarmaco Nome comercial Principal Utilizacao
In-111 Indio-111 Marcar plaquetas e
oxiquinolina Oxina® leucdcitos
Sm-153 EDTMP Quadramet® Tratamento paliativo para

metdstase dssea.
Tc-99m Pentetate Techneplex®, Imagens de rins e suas
Tecnhescan® funcoes.
Tc-99m Sestamibi Cardiolite ®, Imagem de perfusdo do
Miraluma® miocérdio e de tumores no
coracao

Na década de 80, as pesquisas realizadas focaram a obtengao de
radiofdrmacos de perfusdo, os quais ao se biodistribuirem refletem o
fluxo sanguineo em Orgdos maiores como coracdo e cérebro. Sdo
exemplo os cdtions complexos 99MTc_sestamibi [gngc(MIBI)d+ (MIBI=
2-metdxi-2-metilpropilisonitrila) e #MTcTetrofosmin
[gngc(Tetrosfomin)2+ (Tetrofosmi= 1,2[bis(2-etoxietil)fosfino]etano)
que ainda sdo utilizados em imagem do miocdrdio. J4 complexos neutros
de *™Tc, tais como *™Tc-Bisicate [*™TcO(ECD)] (ECD= L,L-
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etilenodicisteina-dietil-éster) é empregado em medidas de fluxo
sanguineo cerebral.*

Especificidade € uma das caracteristicas mais almejadas para
um radiofdrmaco, se ndo a maior, pois 0 torna mais seguro e eficaz.
Entretanto, outros aspectos relevantes devem ser considerados ao se
projetar um radioterdpico como o tempo de meia-vida, comportamento
nos sistemas bioldgicos, caracteristicas do radionucleotideo utilizado e
estabilidade termodindmica do complexo nucleotideo-ligante, além de
inércia cinética.

Muitas biomoléculas, incluindo anticorpos monoclonais,3
pequenos peptideos,30 agtcares,” ou receptores ndo peptidicos' ¥ tem
sido empregados com sucesso para a liberacdo de radionucleotideos
seletivos. Na Tabela 2 s3o apresentados alguns exemplos de
radiofdrmacos seletivos aprovados pela FDA para diagndstico, e na
Figura 1 sdo apresentadas as estruturas de dois desses exemplos,

® ® 21
Octrescan e Neotec .

1

Tabela 2. Exemplos de radiofarmacos para diagnéstico.

Radiofdarmaco Nome comercial Emprego
In-111
. Imagem de tumores
pentetreotide OctreoScan® .
neuroendrocinos.
In-111 Imagem de metdstases
Satumomab OncoScint® associadas ao cancer de
Pentedite ovdrio e de colo.
Tc-99m Apcitide Peptideo sintético para
imagem de
AcuTect® Hmag
vias afetadas por
trombose.
Tc-99m Imagem tumores de
Depreotide Neotect® receptores positivos de

somastotatina
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Figura 1. Estrutura de Octrescan® e do Neotec®.

111
O sucesso do emprego do In-DTPA-Octreotide

® 1o . L. ..
(OctreoScan ,Figura 1) em diagndstico de tumores receptores positivos
de Somatostatina impulsionou a busca por novos radiofirmacos alvo
especificos baseados em pequenas biomoléculas. No entanto, peptideos

111 -
marcados com In foram explorados para o uso em Medicina Nuclear
99m

pela primeira vez em 1981," o que foi extendido a  Tc emergindo,
assim, como uma classe importante de radiofdrmacos de diagndstico em
medicina nuclear.'®

Diante da possibilidade de utilizar pequenos peptideos
sintéticos ou anticorpos, a utilizacdo de peptideos oferece diversas
vantagens frente aos anticorpos. O fato de os peptideos serem elementos
necessdrios em processos fundamentais (80% dos hormodnios
mensageiros dos mamiferos sao pepitideos)32 alia-se a relativa facilidade
de sintese, modificagdo, além da menor possibilidade de serem
imunogénicos e da rdpida excregéo.18 A estratégia de utilizar D-
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aminodcidos que sdo menos sujeitos a degradagdo por peptidases reflete
na elevagdo do tempo de meia vida plasmdtica

O ligante utilizado para obter o radiofirmaco possui papel
fundamental na atividade do complexo originado e na estabilidade.
Além disso, pode ser utilizado como suporte para possiveis mudangas na
esfera externa ao centro de coordenac¢do; a partir da adi¢cao de conectores
e outras derivagdes pode-se alterar a biodistribuisgéo do complexo final,
ou seja, alterar a farmocinética do radiofarmaco.’

O termo farmocinética € usado para se referir a0 movimento de
uma droga no corpo humano. Isso inclui absor¢do, distribuicdo,
metabolismo e elimina¢do de um radionuclideo ap6s a administragdo do
radiofarmaco.”'

Uma estratégia para alcancar maior seletividade do
radiofdrmaco € a obtencdo de agentes quelantes bifuncionais (QBF), os
quais desempenham a dupla fun¢do de estabelecer uma associag¢do
estivel com o radionuclideo e uma ligagdo covalente com uma
biomolécula, e a partir desta se ligar a receptores alvos.” Na Figura 2,
pode-se observar que em um QBF hd dois pdlos, um responsavel pela
complexacdo do radionuclideo, resultando em um complexo que seja
estruturalmente estdvel em ambiente fisioldgico, € o outro constituido
por grupos funcionais (aminas, imina, amidas, tioéter, carboxilatos)33
capazes de se ligarem diretamente a uma biomolécula ou através de
sistemas receptores. °

biomolécula

Figura 2. Esquema representativo de um Agente Quelante Bifuncional.

Com o interesse de aumentar a taxa de agdo/liberacdo do
radiofdrmaco, modifica¢des farmocinéticas tém sido realizadas a partir
da adi¢do de grupos conectores ou espassadores (catidnico, anidnico,
neutros ou pedagos de metabdlitos), os quais sdo adicionados entre o0s
dois pdlos de um QBF. Para elevar a lipofilicidade podem ser
empregadas cadeias simples de hidrocarbonetos;> j4 a adi¢do de uma
seqiiéncia peptidica é capaz de aumentar a hidrofilicidade e eliminacao
renal (ex.: 4cido poliaspértico)34 e para diminuir a extracdo por
hepatécitos35 pode ser utilizado etilenoglicol. Alguns exemplos de
conectores modificadores farmocinéticos sio apresentados na Figura 3.
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Figura 3. Conectores usados para modificar as propriedades farmocinéticas dos
radiofdrmacos.

Além das modificagdes quimicas que configuram em alteragdes
farmocinéticas, realizadas com o intuito de garantir uma maior
seletividade e/ou especificidade, hd a exigéncia, para a maioria dos
radiofdrmacos, que a sua integridade seja mantida em meio fisiolégico a
fim de que a sua agdo diagndstica e/ou terapéutica ocorra efetivamente.
Logo, o complexo deve possuir alta inércia cinética, o que € atingido
geralmente por intermédio do emprego de ligantes multidentados.

A escolha do QBF ¢ determinada pela capacidade de atender as
especificagdes do nucleotideo escolhido como niimero de coordenagdo e
seletividade por sitios doadores moles ou duros a fim de garantir a
obtencdo de complexos com alta estabilidade termodindmica e inércia
cinética. A obtencdo de um complexo instdvel termodinamicamente e
1abil expde o radionuclideo a possibilidade de ligar-se a biomoléculas,
disponiveis no meio bioldgico, e até mesmo provocar danos por
deposi¢do em tecidos.™

O planejamento de complexos metdlicos como radiotracadores
requer a correlacdo dos aspectos de quimica de coordenacdo e o
comportamento in vivo. Os fatores a serem considerados sobre o
complexo metdlico incluem: as propriedades redox do complexo, a
estabilidade, a estereoquimica e a lipofilicidade. O 6rgdo ou tecido-alvo
que se deseja observar ird ditar as caracteristicas desejadas dos
complexos. Por exemplo: sabe-se que compostos com carga negativa
possibilitam o estudo do aparelho urindrio, enquanto os carregados
positivamente acumulam-se no coracdo, € um complexo neutro pode
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atravessar a barreira sangue-cérebro. J4 os complexos liPOfﬂicos tendem
a se dirigirem, em geral, ao figado ou tecidos adiposos.3

Exemplos de radiofirmacos como citrato de Ga ¢ ""In-
pentetreotide, que sdo utilizados mundialmente, refletem o potencial de
aplicacdo dos radiofdirmacos nos procedimentos médicos e torna o
desenvolvimento de novos principios ativos uma drea de pesquisa

atraente e desafiadora.
67 3.

O citrato de gdlio-67, [ Ga(citrato),] , representado na Figura
4 ¢ um radiofdrmaco aprovado para o diagndstico de alguns tipos de
tumores, processos infecciosos e inflamatérios.”® ** Este radiofarmaco
quando introduzido na corrente sanguinea tem o Ga"' imediatamente
seqiiestrado pela transferrina, o que deve-se a sua baixa constante de
estabilidade do cdtion Ga™ com o citrato. Nesse caso, o radiofarmaco
efetivo € o complexo resultante da coordenag¢do da transferrina ao

67Gam, obedecendo a distribui¢do natural da transferrina.

(0]
(6]
Q o OH
(0] (6]

\\Ga/\
/N

(6] (6] (6]

HO
(6]
(6]
Figura 4. Estrutura do Citrado de Ga™.
Os compostos 111In(oxiquinolina)3 e [mIn(DTPA)]Z' sdo

radiofdrmacos aprovados para o diagndstico de processos infecciosos ou
inflamatdrios, e para a avaliacdo das vias do fluido da coluna vertebral e
cerebral, respectivamente.” O '''In(oxiquinolina); é um composto de
coordenagdo que atravessa a membrana dos glébulos brancos, onde é
retido pelos componentes do citoplasma. Os glébulos brancos, que
fazem parte do sistema imunoldgico, acumulam-se nos locais infectados
ou inflamados e as células marcadas concentram o radionuclideo nesses
pontos permitindo que se faca o diagnéstico desses processos
precocemente. O ' 'In-DTPA §é um radiofirmaco carregado
negativamente que apresenta uma alta constante de estabilidade,” a qual
lhe confere uma estabilidade estrutural em condi¢des fisiologicas, e
auxilia na acumulagdo, preferencialmente, do '''In-DTPA em fluidos do
sistema nervoso.
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I 1

Entre os ligantes (QBF) mais estudados para Ga™ e In,
destacam-se o NODASA (4cido 1,4,7-triazaciclononano-N-acido
succinico-N’,N-diacético) e NODAGA (4cido 1,4,7-triazaciclononano-
N-dcido glutdmico-N’,N-diacético) que sdo particularmente utilizados

para ligar Ga™ devido a perfeita correlacio entre o tamanho do cation
e a cavidade de coordenacao composta pelos trés dtomos doadores de N
e tres O (N303). 0 ligante DOTA (4cido 1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-1,4,7,10- tetraacIéHtico) e seus derivados sdo

também grandes para coordenar Ga  apresentando um sitio de
coordenagdo de N4O, onde apenas 6 dos 8 dtomos doadores sdo
1

utilizados para formar o complexo com Ga . Isso acarreta diferenga
significativa no valor da constante de estabilidade termodinamica, sendo
observado no complexo Ga(DOTA) logk=21,33 e para o Ga(NOTA) um
logK muito malor (30,98; NOTA= 4cido 1,4,7-triazaciclononano-1,4,7-
triaacético).” " Alguns desses ligantes sdo apresentados na Figura 5.

Co2
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(\ /\ HOZL— N\ X HOL— /—\ &
C C )
co. H;\ N N NN
CO,H COzH 2 H_R HO.c—" \ /" N\—CO,H HOgC—/ _ CO,H
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I/C02H \“/NH R Co2 Co2 -
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67/68 11
Figura 5. Ligantes bifuncionais para Ga e In. O R pode ser uma

. P . . < 23
biomolécula ou um conector ligado a uma biomolécula.

1.2 RELEV/}NCIA DE COMPOSTOS DE Ga E In NA QUIMICA
INORGANICA MEDICINAL

O interesse por complexos metdlicos com potencial atividade
bioldgica e, mais especificamente, para tratar cancer (todos os tipos e
formas) € impulsionado pela necessidade de obterem-se quimioterdpicos
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seletivos que minimizem os efeitos colaterais, auxiliando, dessa forma,
na possibilidade de cura e elevacdo da sobrevida dos pacientes. Além
disso, o numero crescente de pessoas que irdo atingir o Obito por
decorréncia de algum tipo de cancer € um motivo adicional a ampliagdo
dos estudos.

A limitada aplicacdo das drogas antitumorais -cisplatina,
carboplatina e oxaliplatina impulsionou a obtencdo de derivados
baseados em Pt e, mais recentemente, complexos de Pt'Y. Entre os
fatores que limitam a utilizagdo dos derivados de Pt" em tratamentos
contra tumores se destacam efeitos colaterais como: nefrotoxicidade,
emetogeneses € neurotoxicidade,” e também a existéncia de resisténcia
intrinsica e adquirida.** **¢

Paralelamente a esses estudos e com o intuito de se obter drogas
com maior potencial terapéutico e que possuam um maior espectro de
atividade, novos complexos metédlicos ™ e organometdlicos t€m sido
obtidos.**

Embora, historicamente, Ga e In sejam utilizados em
diagnédstico de doengas (a partir do emprego dos radioisétopos Ga e
""In nas técnicas de PET e SPECT) o potencial terapéutico do Ga'" foi
avaliado pela primeira vez em 1931. Nesse estudo utilizou-se o sal
Tartarato de Gilio para avaliar acio do Ga™" contra a Sifilis.*

No entanto, apenas na década de 70 foram realizados novos
experimentos com os elementos do grupo 13 da tabela periddica (Al, In,
Tl e Ga) a fim de verificar se os sais desses metais eram capazes de
evitar o crescimento de células tumorais. Desses metais, apenas 0 Ga'' e
o In"™ foram eficazes contra os tumores sélidos, e somente o Ga™
apresentou perfil terapéutico e de toxicidade interessante para
desenvolvimento clinico.*®

Os estudos subseqiientes demonstraram a capacidade do Ga
em atuar contra o crescimento acelerado de ossos, tumores e doengas
relacionadas a imunodeﬁciéncia,13 e atualmente o sal Ga(NOj); é
aprovado pela FDA para tratamentos de hipercalcemia relacionadas a
tumores malignos47 e indicado para a supressdo de ostedlise e tratamento
de dor associada a metdstase 6ssea. Com isso, o Ga tornou-se o segundo
elemento, apds a Pt, a ser utilizado em tratamento de cancer.

A aplicacio terapéutica do Ga'' parece estar relacionada s
semelhangas quimicas com o fon Fe'"' que incluem similaridade de raio
16nico (GaIII 0,62 A e Fe 0,64 A), eletronegatividade, afinidade
eletronica, nimero de coordena(;ﬁo48 e afinidade a bases de Lewis, o que
sugere que o fon Ga' segue caminhos bioquimicos semelhantes aos
observados para o fon Fe'". Contudo, a observacio de que sais como

I
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nitrato de gélio sdo ativos frente a tumores e sdo capazes de interferir no
metabolismo do Fe***° ¢ evidenciada pelo fato do estado de oxidacdo +3
ser o mais estdvel para o Ga em meio fisioldgico, ji que o estado de
oxidagdo +2 € energeticamente desfavoravel. > >° A capacidade de ndo
sofrer reducdo em meio bioldégico ausenta o Gélio de processos redox e
o habilita a atuar como possivel agente terapéutic0.49°

Estudos sobre o mecanismo de acdo e absor¢do do cition Ga™
principalmente em testes anti-cancerigenos, indicam que o Ga'" afeta
aquisicio celular de Fe por meio de ligacio competitiva
transferrina’’, o que provoca uma grande captacio celular de géliosz,
por efeitos inibitérios sobre a acidificacdo de endossomas (que
essencial para a libertagdo intracelular de ferro a partir de
transferrina).53’54

No entanto, uma vez na célula, parece claro que o alvo celular
do Ga™ ¢ a enzima Ribonucleotideo Redutase,”” a qual catalisa a
reducdo de ribonucleotideos a desoxiribonucleotideos, sendo esses
necessdrio para a sintese do DNA. A inibicdo desta enzima tem sido
considerada uma via adequada para a acgdo anti-cancerigena.56 Tem sido
mostrado, também, que a apoptose se dd através da ativagdo do fator
pro-abiético Bax e da caspase-3.”

A limitag¢do do emprego dos sais de gdlio deve-se a toxicidade®
e a tendéncia desses sais sofrerem hidrdlise em meio fisioldgico, o que
tem como conseqiiéncia a formagdo de hidréxidos de gdlio nao-soldveis
0s quais sdo um dos principais impedimentos na permeacdo da
membrana e absor(;éo.48

A partir de resultados promissores com sais de gilio e com o
intuito evitar-se a hidrélise do Ga"', muitos estudos sobre a aplicacio de
complexos de Ga™ com ligantes N, O e S doadores, tem sido realizados
e demonstrado atividade antitumoral para diversos tipos de cancer.”
Esses ligantes estabilizam o Ga' contra a hidrélise, o que acarreta o
aumento das concentragdes plasmdticas de gilio e, portanto, eleva a
atividade anticancerigena do metal.

O interesse em obter-se compostos de Ga"' que explorem as
propriedades anti-proliferativas deste cation foi retomado recentemente
e se destacam complexos mononucleares.*’

O grande nimero de complexos de gédlio estudados segue a
tendéncia de obter-se complexos metdlicos com ligantes que possuem
potencial farmacéutico. Isso se deve principalmente a tentativa de elevar
a seletividade da droga, potencializar sua a¢@o e alterar a biodistribui¢ao.

Entre as moléculas organicas que t€m sua atividade bioldgica
descrita e t&m sido utilizadas para obter complexos de Ga™ se destacam

o o

(€N
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49a,58b _ . . 61 .
* % e tiosemicarbazonas (N, S-doadoras),” as quais

as semicarbazonas

tem sido investigadas como agentes antitumorais por mais de 50 anos™ e
apresentam potencial farmacéutico como antiviral, antimicobactéria,
antifingico e propriedades antimaldrica.” Os estudos indicam que as
tiosemicarbazonas agem preferencialmente, no meio celular, na enzima
ribonucleotideo reductase inibindo sua fung§0.64

O estudo realizado por Kowol e colaboradores® teve como foco
o uso de tiozemicarbazonas como ligantes (N, S-doador) e revelou que
os complexos mononucleares de Ga'', em ambiente octaédrico e sob
estequimoetria 2:1 (ligante:metal), sio mais ativos que o metal e os
ligantes livres. Além disso, foi feito um comparativo entre o potencial
anticancerigeno de complexos isoestruturais de Ga' e de Fe'; os
resultados revelaram que o Fe'' inibiu a atividade das
tiozemicarbazonas, pois o ICsy, em todos os complexos de Fem, é
substancialmente elevado quando comparado ao do ligante livre. Com
isso, observou-se que a complexacio do Ga™' elevou a citotoxicidade
das tiosemicarbanozas, sendo esse mesmo efeito observado em estudos
com outros ligantes que apresentam atividade antitumoral.**

Entretanto, dentre os complexos mononucleares estudados e
descritos na literatura o tris(-8-quinolinolato)Ga(Ill), também conhecido
como KP46, e o tris(3-hidroxi-2-metil-4H-piran-4-onato) de gélio (III)
sd0 os que t€ém apresentado resultados mais promissores € ja passaram
pela fase III dos testes clinicos®*. Os dois complexos estdo
apresentados na Figura 6 e sdo espécies neutras.”” %

Figura 6. Representacdo das estruturas do KP46 (a esquerda) e Maltolato
de Ga™ (a direita).

Embora desde 1971 j4 se saiba que o In"" é capaz de evitar o
crescimento de células cancerigenas, em experimentos com tumores
sOlidos, ainda sdo raros os estudos que mostram aplica¢des bioldgicas
para o In" além de diagnéstico (SPECT). Alguns estudos tém
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demonstrado o potencial biolégico de complexos de In" como

anticancer{ geno67 e antimicrobiano.®®

Mohammadi®® e colaboradores obtiveram complexos de In'"' e
Ga" com Curcumim (cur) e Diacetilcurcumim (DAC), e avaliaram o
potencial citotéxico dos complexos obtidos e dos ligantes livres frente a
células L1210 de linfoma de rato. Os valores de ICsy observados para os
complexos In(cur);e Ga(cur); (5-10 pM, para ambos) indicam que
ambos sdo mais ativos que a Curcumim (ICsp= 23-45 uM), além de
serem mais ativos que os complexos In(DAC), e Ga(DAC), (IC5,=20-25
uM e 25-30 puM, respectivamente). J4 os complexos In(DAC), e
Ga(DAC), foram menos ativos que a DAC livre (ICso= 10-15 uM).

Os resultados desse trabalho demonstram que a complexagao de
um ligante biologicamente ativo com um metal, em especifico, pode
potencializar ou inibir a sua atividade bioldgica.

Os complexos In(cur); e In(DAC); também foram avaliados
quanto a atividade anti-bacteriana frente a Staphylococcus aureus
(ATCC  25923) Staphylococcus  epidermidis (ATCC  14990),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Escerichia coli (ATCC
25922). Os resultados obtidos, por Tajbakhsh e colaboradores, ™
revelaram que o complexo de In(cur); é mais ativo que a Curmim e que
o In(DACQ);.

Entretanto, o potencial anti-bacteriano do In™ jd havia sido
observado pela primeira vez em 1980, onde no trabalho desenvolvido
por Rogers e colaboradores®®, onde foram obtidos complexos de Sc™" e
In"" com Enterochelin tendo com o objetivo avaliar a¢do anti-microbiana
desses compostos frente a Klebsiella pneumoniae. Ambos comI[I)Iexos
mostraram-se ativos in vitro e in vivo, sendo o complexo de Sc' mais
ativo.

1

Em 2005, no estudo realizado por David e colaboradores foram
obtidos complexos de V', As", Fe'" ¢ In" com o ligante 4cido
1,4,8,11-tetraazaciclotetradecano-1,4,8,11-tetra-acético (TETA). Esses
complexos tiveram sua atividade anti-microbiana avaliada frente a
Mycobacterium tuberculosis e o resultado mais promissor foi do
complexo [In(TETA)], sendo a menor concentracdo inibitéria
de 3 uM 9

Além das aplica?()es bioldgicas exemplificadas, hd estudos com
complexos de Ga' e In"" que tém demonstrado outras duas aplicagdes
bastante interessantes. A primeira se refere a aplicagdo como sondas
fluorescentes, a qual foi observada em um estudo realizado por
Arrowsmith e colaboradores,”’ onde os complexos de In™ e Ga™
obtidos com tiosemicarbamazonatos, na relacdo estequiométricas 1:1,
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mostraram propriedades fluorescentes que permitiram uma completa
investigacdo do seu comportamento citotéxico in vitro, Figura 7.
Embora esses complexos tenham apresentado potencial citotoxico, os
complexos s30 menos ativos que as tiosemicarbazonas utilizadas para a
complexacdo com o Ga' e com o ™"

/HN s s ’\& ) SC|S K

Figura 7. Representagdes dos complexos de In™ e Ga™ com derivados de
tiosemicarbazonas obtidos por Arrowsmith e colaboradores.”

A outra aplicagdo bioldgica é de fotosensibilizadores para
Terapia Fotodindmica. Os resultados obtidos por Durmus e
colaboradores’', os quais obtiveram complexos de Ga' e In"' com
Ftalocianina, indicam que esses complexos apresentam potencial como
fotosensibilizadores para Terapia Fotodinamica.

Curiosamente, a0 mesmo tempo em que o Indio e Galio sdo
avaliados e utilizados em aplicacdes médicas, ambos sdo estudados e
empregados em outros campos da ciéncia, como: catdlise de reagdes
0rgﬁnicas72, ligas metélicas73, OLED™ e SMOLED75, LCD”7 e célula
fotovoltaica.”’

Essas aplicacdes vém apenas ressaltar o leque de aplicagdes
médicas e tecnoldgicas que esses dois metais possuem, o que reafirma a
relevancia de estudos que objetivem complexos com esses metais.

1.2 ALGUNS ASPECTOS DO COMPORTAMENTO QUIMICO DOS
ELEMENTOS Gae In

Os elementos gélio e indio possuem estreitas similaridades que
se devem, principalmente, ao fato de pertencerem ao grupo 13 da tabela
periédica, porém ocupando periodos diferentes (4° e 5°,
respectivamente). O estado de oxidacdo prevalente, para ambos, em

~ . . . s . 50 . .
solucdo e no meio fisioldgico é 43,” e a isso se deve a maior
importancia desses fons para a quimica radiofarmacéutica e terapéutica.
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I 1

A complexagdo de Ga= e In" ocorre preferencialmente com
ligantes duros O, N doadores, uma vez que esses dois fons, segundo a
classificacdo de Pearson, comportam-se como &dcido de Lewis duros.
Embora também tenha sido demonstrado que esses cations t€ém uma boa
afinidade com tiolatos, sendo que hd um ligeiro aumento do Ga para o In
em relacdo a afinidade de se ligar a S (bases moles).”® No entanto,
dependendo do ligante, o nimero de coordenacdo (NC) apresentado
pode ser 3, 4, 5, e 6. Em alguns casos o In™ (raio i6nico 0,80 A) pode
expandir a esfera de coordenagdo e apresentar-se hepta ou
octacoordenado, o que se deve ao caréter menos duro do In"" e ao raio
ionico. As semelhangas das caracteristicas do Ga'' com o Fe" como:
raio i6nico (0,62 A-Ga" e 0,64 A-Fem), a quimica de coordenagdo e a
configuracio eletronica (Ga'" 3d"% e Fe™ 3d°) sdo caracteristicas que
fazem com que os fons Ga"' sejam capturados pela transferrina tio
prontamente.

Em solugdo aquosa, Ga™ e In"" sdo estdveis apenas sob
condi¢des 4cidas (até pH 3). Entre pH 3 e 9 forma-se Ga(OH); e
In(OH)3, que sdo hidréxidos insoliveis, e acima de pH 9 sdo formados
os ions soliveis [M(OH)4]'.50’ ”

Ga™ e In" se depositam no figado e pulmdes devido
capacidade de se ligarem fortemente a transferrina.’’ Portanto,
fundamental que os complexos sejam cineticamente inertes, ou seja,
fon ndo seja capturado por biomoléculas coordenantes (ex.: proteinas),
que sejam, também, termodinamicamente estdveis no que se refere aos
processos de hidrélise em pH fisioldgico.

Os compostos originados de Ga™ e In", provavéis
radiofdrmacos ou quimioterdpicos, devem ser cineticamente inertes e
termodinamicamente estdveis com respeito aos processos de hidrolise
que podem ocorrer a medida que sdo inseridos e se distribuem no
sistema vivo. Se ndo atendidas essas caracteristicas os complexos sdo
passiveis de desmantelagcdo, sendo os complexos dissociados e os fons
metdlicos sequestrados por biomoléculas capazes de atuarem como
fortes ligantes, se destacando a transferrina que possui constantes de
estabilidade relativamente altas com esses dois ions ( Ga™ , logK, =
19,75, logK, = 18,80; In'"" , logK, = 18,30, logK, = 16,44 ).”'

As pesquisas que buscam drogas mais eficientes nutrem-se de
sucessos jd obtidos com drogas liberadas e resultados promissores. No
entanto, o aprimoramento das técnicas de diagndstico deve estar aliado
ao desenvolvimento de novas drogas, pois ambos t€m como fim a
ampliacdo da possibilidade de cura e da sobrevida do paciente.

1

o O e
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Uma estratégia para se atingir a seletividade depende de
trabalhos de cunho bioquimico, no que se refere a identificacdo e
caracterizacdo dos receptores celulares. A partir disso se torna plausivel
a constru¢do de um farmaco seletivo para tais receptores.

No entanto, as pesquisas que t€ém como objetivo a quimica de
coordenagdo, para a variedade de radionuclideos disponiveis e dos
metais com potencial aplicagdes bioldgicas, sdo de grande relevancia e
podem auxiliar ou até mesmo possibilitar que se obtenha farmacos
seletivos.

O desenvolvimento de novos complexos de Ga™ e In"" com
potenciais aplicagcdes como quimioterdpicos e agentes de diagndstico
(PET e SPECT) té&m sua relevancia fundamental no nimero crescente
de pessoas adoecerdo e morrerdo em decorréncia de cincer, no nimero
restrito tanto de quimioterdpicos como de radiofdrmacos aprovados para
0 uso in vivo, € na necessidade de producdo de firmacos com
propriedades bioquimicas especificas.

Especificamente a obten¢io de complexos de Ga™ com
atividade anti-cancerigena e que venham a se tornar quimioterdpicos
liberados para o uso clinico t€m sua relevancia calcada nas propriedades
bioquimicas bastante estudadas do cition Ga'", o que lhe garante o posto
de segundo metal mais utilizado em quimioterapia. J4 a obtencdo de
complexos de In"" tém sua relevancia destacada no nimero limitado de
estudos bioldgicos que envolvam esse metal.

O Brasil, por meio do Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares (IPEN) produz isétopos de Ga e ""In e também realiza
pesquisas com radiofdrmacos, mas o estudo com radionuclideos exige
condi¢des especificas de trabalho; além de ser dispendioso. Portanto, a
existéncia de isétopos de Ga e In ndo radioativos é uma vantagem, pois
permite que se trabalhe em condi¢des normais.

Baseado no que foi agresentado, este trabalho propde a
obtencio de complexos de Ga' e In" utilizando novos ligantes
hexadentados N, O-doadores ndo-simétricos, que possuam potencial
emprego em andlises de diagnéticos de doencas e, a0 mesmo tempo,
possam ser ativos biologicamente. Além disso, a presenca do aldeido
livre, em 4 dos 5 novos ligantes, possibilita a reacdo com grupos amino
livres, presentes em peptideos ou receptores celulares e, dessa forma
permite a obtencdo de complexos alvo-seletivos.

Vale ressaltar que a relevancia de estudos com Ga e In tém
como base o amplo espectro de aplicagdes (médicas e tecnoldgicas)
desses dois metais.

I
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