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RESUMO

Os farmacos utilizados na terapia do cancer apresentam elevados graus
de toxicidade, resultando em uma série de efeitos colaterais. Frente a
esses obstaculos e ao numero crescente de individuos diagnosticados
com cancer, torna-se necessaria a investigacdo por novos farmacos e
radiofarmacos, no caso, compostos capazes de atuar no diagnéstico e na
terapia dessa doenga. Os elementos galio e indio se destacam pela
utilizacéo dos seus radionuclideos (*’Ga, ®*Ga, *'In) em radiofarmacos.
Além do uso como radiofarmacos, complexos de Ga'"' tém demonstrado
potencial para atuar como agentes antineoplasicos. Ja os complexos de
In" s&o mais conhecidos pelo potencial antibacteriano. Os complexos
de cobre tiveram seu potencial antineoplasico primeiramente descrito
por potencializarem a atividade de ligantes tiossemicarbazonas. Desde
entdo, a atividade biolégica dos complexos com Cu" tem sido
investigada. Em virtude do que foi exposto, descreve-se nesse trabalho a
sintese, caracterizacdo e avaliacdo citotéxica de novos ligantes ndo-
simétricos e seus complexos com os metais galio, indio e cobre. Os
compostos foram obtidos com vistas ao seu potencial como agentes
antineoplasicos ou radiofarmacos. Assim, foram sintetizadas trés séries
de novos ligantes ndo-simétricos e seus complexos. Os novos ligantes
mononucleantes (HLM1, H,LM2, H3;LM3, H;LM4) e binucleantes
(HLB1, HLB2, H,LB3, H,LB4, H3LB5, H;LB6 e H3;LB7) foram
caracterizados por espectroscopia no |V, espectroscopia de RMN
(*H,C) e espectrometria de massa. Além desses, foram sintetizados e
caracterizados por espectrometria de massa e espectroscopia no 1V os
complexos: mononucleares [GaLM2]CIO, — 1, °NO; — 2, [GaLM3] - 3,
[InLM3] - 4, [GaLM4]JEtsNH- 5 e [InLM4]JEtsNH- 6;
heterobinucleares [GaCuLB7]ClO4.H,0.CH3CN — 7 e [InCuLB7]CIO4 —
8; homobinucleares [Cu,LB4]CIO; — 9 e [Cu,LB6]CIO; — 10. Os
complexos do 7 ao 8, além das técnicas j& mencionadas (1 a 6), foram
caracterizados por UV/VIS e eletroquimica. Os complexos 2, 3, 4, 6, 7,
9 e 10 foram caracterizados também por difratometria de raios X. A
citotoxicidade dos ligantes (HLM1, H,LM2, H3LM3, H,LM4 HLB1
H,LB3 Hs;LB5 e H3LB7) e dos complexos (1 a 8) foi avaliada frente &
células leucémicas (L1210) e de melanoma (B16F10). Verificou-se que
0s complexos 4 e 7 sdo potenciais quimioterdpicos, enquanto 0s
complexos 1 e 3 sdo promissores para 0 desenvolvimento de
radiofarmacos de diagnostico.

Palavras-chave: quimioterapicos e radiofarmacos; complexos de galio,
indio e cobre; ligantes ndo-simétricos.






ABSTRACT

The drugs used in cancer therapy have elevated toxicity levels, resulting
in a number of side effects. Facing these obstacles and the growing
number of individuals diagnosed with cancer, it becomes necessary to
research new drugs and radiopharmaceuticals. In this case, compounds
capable of acting in the diagnosis and therapy of this disease. The
gallium and indium elements are distinguished by the use of their
radionuclides (°’Ga, ®’Ga, ") in radiopharmaceuticals. Apart from use
as radiopharmaceuticals, complexes of Ga'' have shown potential to act
as antineoplastic agents, while In"' compounds are known by their
antibacterial property. Copper complexes had their anticancer potential
first described by potentiating the activity of thiosemicarbazones
ligands. Since then, the biological activity of Cu" complexes have been
investigated. In view of the foregoing, in this work describles the
synthesis and characterization of new not symmetrical ligands and their
complexes with the metals gallium, indium and copper. The compounds
were obtained with a view of their potential to act as antineoplastic
agents and radiopharmaceuticals. Therefore, three series of new not
symmetrical ligands and their complexes were developed. The ligands
mononucleates (HLM1, H,LM2, H;LM3, H,LM4) and the binucleates
(HLB1, HLB2, H,LB3, H,LB4, H3;LB5, H;LB6 e H;LB7) were
characterized by IR spectroscopy, RMN (*H,**C) spectroscopy and mass
spectrometry. Besides these, IR spectroscopy complexes have been
synthesized and characterized by mass spectrometry: mononuclear
[GaLM2](CIOs) — 1, °NO; — 2, [GaLM3] — 3, [InLM3] - 4,
[GaLM4]EtsNH - 5 and [InLM4]EtsNH- 6; heterobinuclear
[GaCuLB7]ClO4.H,0.CHsCN — 7 and [InCuLB7]CIO,4 — 8; binuclear
[Cu,LB4]CIO, — 9 and [Cu,LB6]. CIO, — 10. The complexes of 7 to 8,
in addition to mass spectrometry, IR spectroscopy have been
characterized by UV/VIS spectroscopy and electrochemistry.
Complexes 2, 3, 4, 6, 7, 9 and 10 were characterized by X-rays
diffraction. The cytotoxicity of the ligands (HLM1, H,LM2, H3LM3,
H,LM4 HLB1 H,LB3 H;3LB5 H3LB7) and of the complexes (1 a 8)
against leukemia cells (L1210) and melanoma cells (B16F10) were
assessed. It was found that complexes 4 and 7 are potential
chemotherapeutics, and complexes 1 and 3 are promising for the
development of diagnostic radiopharmaceuticals.

Keywords: chemotherapeutic and radiopharmaceutical, gallium, indium
and copper complexes, not symmetrical ligands.






LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Representacdo esquematica do modo de atuacdo dos compostos

08 G- <o 37
Figura 2 - Representagdo estrutural para os complexos maltolato de galio e
KIPAB. ... bbbt 38
Figura 3 - Representacdo estrutural dos ligantes curcumim e
IaCEtIICUrCUMIM. ..ottt 39
Figura 4 - Representacdo estrutural para os complexos InL3, InL5, GalL5.*
.................................................................................................................... 40

Figura 5 - complexo (A) = Caslll-ia ([Cu(4,4'-dimetil-2,2'-bipiridina)
(acetilacetonato)]NO,); complexo (B) = Caslll-Ea ([Cu(4,7-dimetil-1,10-
fenantrolina)(acetil-acetonato)]NOs); complexo (C) = Casll-gly ([Cu(4,7-

dimetil-1,10-fenantrolina) (glicinato)INO3).%% ........covvevviieeeeeeeeeeeeeae 41
Figura 6 - Complexo de Cu" com o ligante 1,4,7,10-tetraazaciclododecano.
.................................................................................................................... 43
Figura 7 - Representacdo estrutural do complexo de **In(oxiquinolina); .48
Figura 8 - Representacéo estrutural do complexo [*’Ga(citrato),]* . .......... 49
Figura 9 - Representagdo de um radiofarmaco bioconjugado. .................... 51
Figura 10 - Estrutura de alguns quelatos bifuncionais (DTPA (4cido
dietilenotriaminopentaacético), DOTA (&cido 1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-N,N,N,N-tetraacético), e o NOTA (acidol,4,7-
triazaciclononano-N,N,N-triacético) contendo conectores. ............ccveveene. 52
Figura 11 - Representagdo do composto  ‘In-DTPA-Octreotide
(O o1 =10 IS Tor: 0 ) PSS 52

Figura 12 - Representagdo do composto ®Ga-DOTA-TOC. .......c..cccevee.... 53



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Alguns complexos metalicos que atuam como pequenos
radiofArmacos Para tErapia. ......cc.coeererirueririeeeriee et 47
Tabela 2 - Alguns complexos metalicos que atuam como radiofarmacos
alvo-especificos para o diagnostico e/ou terapia. .......ccocvvvvveeeiveieereseneenns 50



LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 1 - sintese do Precursor L. ......oovvvceieiesnnesenieese e e 55
Esquema 2 - Sintese d0 PreCUISOr 2. ...c.vcvveiverveesesieseeeeseseesieseere e seens 56
Esquema 3- Sintese d0S PrecursoreS 3 € 4.....ovcvevveieieenenie e 600

Esquema 4 - Sintese do ligante HiLIMA4. .......coooovvviiiiice e 62



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

alif — Alifatico
ar- Aromatico
ald. — Aldeido

ATMS — Diacetil-bis(N4-metiltiossemicarbazona)

bpma — N-bis-(2-piridilmetil)amina

bmpaNH, — N',N -(2-metilpiridil)-propano-1,3-diamina

bmpamcf.HCI - 2-bis(2-piridilmetil)Jaminometil-4-metil-6-clorometil fenol
hidrocloreto

CMFF — 2-clorometil-4-metil-6-formilfenol

d — Dubleto

dd — Duplo dubleto

DMSO - Dimetilsulféxido

DNA — Acido desoxirribnucléico

DOTA - (&cido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-N,N,N,N-tetraacético)
DOTA-TOC - 2-[4-[2-[[(2R)-1-[[(4R,7S,10S,13R,16S,19R)-10-(4-
aminobutil)-4-[[(2R,3R)-1,3-dihidroxibutano-2-ilJcarbamoil]-7-[(1R)-1-
hidroxiethil ] - 16- [ (4-hidroxifenil) methil]- 13- (1H-indol-3-ilmetil)-6, 9,
12, 15, 18 -pentaoxo-1, 2 — ditil - 5, 8, 11, 14, 17-pentazacicloicos-19 —il
Jamino ]- 1 — oxo — 3 — fenilpropano - 2- il] amino]- 2- oxoetil]-7,10-
bis(carboximetil)-1,4,7,10-tetrazaciclododec-1-il]acido acético

DTPA — Acido dietilenotriamina pentacético

E1/2 — Potencial de meia onda

EDTMP — Etilenodiamina-tertrametileno-fosfato

en — etilenodiamina

ESI-MS - Espectrometria de massa com ionizag&o via eletrospray

Et;N — Trietilamina

Fc*/Fc — par redox ferrocinio/ferroceno

FS - Fosfolipideo fosfatidilserina

Grau “MS” — Solvente com pureza adequada para analise de espectrometria
de massa.

HEDP — 1-hidréxi-etileno-di-fosfonato

CCs, — Concentracdo citotdxica que reduz a viabilidade celular em 50%.
IS — indice de seletividade

IV — Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

m - Multipleto

MeOH — Metanol

MTT — Brometo de (3-(4,5 —dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo
tetrazélico)

m/z — Razo massa carga



NOTA - (&cidol,4,7-triazaciclononano-N,N,N-triacético)
OMS - Organizacdo mundial da saide

PET- Tomografia por emissdo de positrons

PF — Ponto de Fuséo

RMN — Ressonancia magnética nuclear

s - Singleto

SPECT- Tomografia computadorizada por emisséo de fétons
%MT¢ — Tecnécio metaestavel

t - Tripleto

TFA — &cido trifluoracético

THF — tetrahidrofurano

TMS — tetrametilsilano

¢ — coeficiente extin¢cdo molar

& — deformacéo angular (1V)

8H — deslocamento quimico do hidrogénio (RMN'H)

v — estiramento (1V)

2 pyNH - N’, N’-bis(2-metilpiridil)- propano-1,3-diamina



SUMARIO

TINTRODUGCAO. ....ccuituiiieiiiierieiierteereesneerneerneesneesanenns 33
1.1 O POTENCIAL DOS COMPLEXOS DE GALIO, INDIO E
COBRE PARA ATUAR COMO AGENTES ANTINEOPLASICOS..36

1.2 MEDICINA NUCLEAR......cotiiiiiii e 44
1.2.1 Radiofarmacos TerapéutiCos..............coeveviviiniiiinan. 46
1.2.2 Radiofarmacos para o diagnéstico por imagem............ccceeeeev. 47
3 PARTE EXPERIMENTAL....ccciciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiecaens 55
3.1 SINTESE DOS LIGANTES....ccuuiieeeerereennnieeeeeerernnneneeeens 55
3.1.1 Sintese dos precursores 1, 2, 3 € 4uueueeeeenereeeenreneneienenens 55
3.1.1.1 Sintese do precursor N’, N’-bis(2-metilpiridil)- propano-1,3-
diamina - precursor 1 (2PYNH.).....cocovvveriieiie e 55
3.1.1.2 Sintese do  precursor cloridrato de  2-bis(2-
piridilmetil)aminometil-4-metil-6-clorometilfenol hidrocloreto
(bmpamCcf.HCI) — PreCurSOr 2.......c.vcveievese s 56

3.1.1.3 Sintese dos precursores N, N’-(2-metilpiridil) — etileno-1,2-
diamina (precursor 3) e N, N’-(2-hidroxibenzil) — etileno-1,2-diamina
(PPECUISOT 4)....iiiiiiiteeie et 60
3.2.2 Sintese dos ligantes mononucleantes..........cccooovevvieieieeenennas 61
3.2.2.4 Sintese do novo ligante N,N,N’-tris(2-hidroxibenzil)-N’-(2-
hidroxi-5-metilbenzil)-1,2-etanodiamina - H4LMA4............ccocvvvennnene 62



33

1 INTRODUCAO

Uma das grandes contribuicbes da quimica para a ciéncia
médica e a salde humana foi o desenvolvimento dos medicamentos. O
entendimento das propriedades farmacoldgicas de determinadas
substancias, aliado ao aprimoramento das técnicas laboratoriais,
permitiu a sintese em escala industrial de moléculas com propriedades:
anti-inflamatorias, anticancerigenas, antibacterianas, entre outras.
Assim, tornou-se possivel o tratamento e até mesmo a cura de
determinadas doencas, tais como: hepatite, sarampo e cancer.

Os farmacos sdo tradicionalmente conhecidos por serem
compostos organicos & base de carbono®, tais como a Aspirina (acido
acetilsalicilico) e a penicilina (estrutura geral = 4cido 6
aminopenicilanico)®® No entanto, ao longo das Gltimas décadas, as
reacdes quimicas especificas dos metais, suas propriedades magnéticas e
nucleares e a variedade estrutural dos seus complexos despertaram o
interesse para o desenvolvimento de compostos inorganicos com
aplicacio biomédica.® ?

O interesse por compostos metalicos contendo atividade
bioldgica ndo se restringe apenas as propriedades quimicas e fisicas dos
metais, mas também a sua funcdo no meio bioldgico. Muitos ions
metélicos, tais como: Fe"' e Cu" sdo considerados essenciais aos
organismos vivos® e podem ser uma estratégia no desenvolvimento de
farmacos menos toxicos ao organismo e, a0 mesmo tempo, mais
seletivos.’

A drea que estuda a funcdo dos ifons metdlicos em meio
biolégico é denominada de “bioinorganica”.® Essa é uma area
amplamente interdisciplinar que envolve profissionais da quimica,
biologia, bioquimica, biofisica, medicina, entre outros.” As pesquisas de
interesse bioinorganico estdo focadas nos ions metalicos e nas
propriedades quimicas que sdo capazes de exibir e conferir a um
organismo vivo. Essas propriedades envolvem a interacdo com ligantes,
catélise, sinalizagdo, sensibilidade, defesa, suporte estrutural e a
capacidade de atuar como um farmaco.?

O interesse de desenvolver e aplicar medicamentos contendo
metais, sequestrantes de metais, ou complexos metélicos originou a
quimica inorganica medicinal.’® Os estudos nessa érea estdo focados
principalmente no desenvolvimento de complexos metalicos para fins de
diagnéstico ou terapia e na projecdo de ligantes organicos (quelantes).™®
I A utilizacdo de um ligante livre toma espaco quando o objetivo é a
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quelacdo de um metal exdgeno (ex.: intoxicagdo por Pb ou Hg), ou ainda
guando a intencdo € o tratamento de uma doenca (ex.: doenca de
Wilson, caracterizada pelo excesso de cobre).*?

Dos complexos metélicos em uso clinico, sem davida a cis-
diaminodicloroplatina (Il), ou cisplatina, representa a principal
descoberta na area de metalofarmacos. As propriedades antitumorais
desse complexo foram observadas por Rosenberg e colaboradores no
final dos anos 60 e sua aprovacdo Pela FDA (Administracdo de
Alimentos e Drogas) ocorreu em 1978."*"® Desde entéo a cisplatina é
mundialmente utilizada para tratar tumores sélidos tais como: de ovario,
testiculo, pescoco, bexiga, prostata e melanoma maligno.™® ** 8 para
0s casos de cancer testicular, a taxa de cura é aproximadamente 90%, se
diagnosticado precocemente.*®

Além da cisplatina, outros compostos metalicos sdo
rotineiramente empregados na area médica, seja como agentes de
imagem e diagndstico, ou como agentes terapéuticos.’’ No campo de
diagndstico por imagem se destacam complexos de: Gd (ex.: Dotarem -
agente de contraste em ressonancia magnética por imagem), %¥MTe (ex.:
Cardiolite® — usado para imagem cardlovascular) e Ga (ex.: citrato de
galio — diagnéstico clinico de neoplasias).? Ja para fins terapéuticos sao
usados compostos de: Au (ex.: Aurofin- tratamento de artrite), Li (ex.:
carbonato de litio- antidepressivo) e Sm (ex.:***Sm-EDTMP-utilizado no
tratamento de metastase no cancer de 0ssos)." 2" %

Entre as doencas que podem ser diagnosticadas e tratadas com
compostos inorgénicos, sem ddvida o cancer é a principal delas.
Complexos de platina estdo entre os farmacos mais utilizadas na terapia
do cancer, enquanto complexos de tecnécio, galio e indio sdo aplicados
para o diagnéstico dessa doenca.?®

O cancer ¢ uma doenca caracterizada pelo desvio dos
mecanismos de controle que dirigem a proliferacdo e a diferenciacdo
celulares®. As células que sofrem transformacéo neoplésica proliferam
excessivamente e formam tumores locais, que podem comprimir ou
invadir estruturas adjacentes normais.® Segundo dados da Organizacéo
Mundial da Salde, o céncer foi responsavel por 7,6 milhdes de mortes
no ano de 2008, ou seja, 13% de todas as mortes ocorridas nesse ano.?
As Ultimas estatisticas da OMS indicam que 1 em cada 3 pessoas
deverdo desenvolver alguma forma de cancer durante sua vida e em
2030 estima-se que havera 21,4 milhdes de novos casos diagnosticados
em todo o mundo.” %

Em particular o cancer de pele, do tipo melanoma, e no sangue
ou medula 6ssea (leucemia) correspondem a dois dos tipos de cancro
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mais perigosos.”’” No Brasil, o cancer de pele é o mais frequente,
correspondendo a 25% dos tumores malignos registrados no pais;
desses, 4% sdo melanomas, o tipo mais grave de cancer devido a sua
alta possibilidade de metastase.?” A leucemia, por sua vez, é uma doenca
maligna relacionada aos glébulos brancos.”” O tratamento envolve a
associacdo de medicamentos, ou até mesmo o transplante de medula
6ssea. Estima-se que no Brasil, até o final desse ano (2014), tenham
surgidos 11.370 novos casos de leucemia.?’

Apesar de a cisplatina e seus derivados (carboplatina e
oxaliplatina) serem farmacos de primeira linha para o combate a
tumores, a terapia através desses farmacos nem sempre é eficiente, pois
costuma ser acompanhada de severos inconvenientes. Dentre 0s
problemas enfrentados estdo: a alta toxicidade, os efeitos colaterais
(nefrotoxicidade, neurotoxicidade e ototoxicidade) e a resisténcia
inerente ou adquirida.?” Além disso, esses medicamentos séo habeis para
tratar um subgrupo de canceres, ndo sendo eficazes para tratar todos 0s
tipos dessa doenga. Problemas como esses tem estimulado a pesquisa
por novos metalofarmacos compostos que sejam mais seletivos para as
células do cancer e consequentemente mais eficazes.?

Na busca por novos metalofarmacos, complexos metalicos néo-
platina representam uma alternativa promissora, uma vez que podem
apresentar mecanismo de acdo, biodistribuicdo e toxicidade diferentes
daqueles da cisplatina. Dos metais que atualmente vém sendo
investigados para atuar como farmacos no combate ao cancer, destacam-
se complexos de: Ru, Ga, Cu, Au, V, Ti, e Ge."® #32 No entanto, o
tratamento, ou mesmo a cura de um céancer ndo depende apenas do uso
de medicamentos terapéuticos, mas também do diagndstico precoce e da
caracterizacdo adequada do local. Nesse sentido, a quimica inorganica
medicinal tem buscado desenvolver novos complexos metélicos
contendo is6topos como o *®Ga e o ®Cu, além dos j& utilizados ®’Ga,
n e ®*™T¢, com o objetivo de obter novos agentes de imagem para o
diagnoéstico do cancer.®

Nesse contexto, o presente trabalho tem como intuito a proje¢édo
de novos ligantes e complexos (Ga", In"' e Ga"'/cu", In"'/Cu") que
possam vir atuar como farmacos e/ou radiofarmacos para a terapia e
diagndstico do cancer. As propriedades de decaimento dos isétopos de
gélio e indio permitem que complexos, desses metais, sejam explorados
como agentes de diagndstico através de imagem. Além dos is6topos
radioativos, estudos mais recentes tém demonstrado %ue alguns
complexos de galio e indio exibem atividade anticancer®" ** e esse &,
também, um dos focos desse trabalho. J& em relagdo ao cobre a ideia é
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explorar o seu amplo espectro de atividade para desenvolver complexos
gue exercam atividade anticancer através do centro de cobre.

1.1 O POTENCIAL DOS COMPLEXOS DE GALIO,' INDIO E
COBRE PARA ATUAR COMO AGENTES ANTINEOPLASICOS

Apesar de nao possuirem uma funcéo fisiolégica reconhecida no
organismo, galio e indio podem interagir com certos processos celulares
e protefnas especificas (por ex.. a transferrina e a ferritina).*> * A
interacdo do Ga" e In"" com a transferrina é facilmente estabelecida,
devido & similaridade entre esses fons e o fon Fe"'. * As caracteristicas
mais comuns incluem raio i6nico (Ga = 0,62 A, Fe = 0,65 A, In = 0,90
A), estado de oxidacdo mais comum (+1I1), afinidade eletronica e
geometria de coordenacdo.® ¥ No entanto, diferentemente do Fe"' os
fons Ga" e In"' sdo considerados redox-inativos, 0 que resulta em
efeitos fisiologicos diferentes daqueles do ferro.

Evidéncias da atividade antitumoral do galio surgiram em 1969
a partir da aplicacdo do citrato de galio como agente para diagndstico de
cancer nos 0ssos.*® ¥ Verificou-se que pacientes portadores de outros
tipos de tumores como: carcinoma de pulmdo, célon e linfoma de
Hodgkin (cancer nos ganglios do sistema linfatico), apresentavam um
acimulo do °’Ga nessas regides.*® *° Isso sugeriu a possibilidade de
aplicacdo do galio ndo s6 como radiofarmaco, mas também como um
possivel agente anticancer. Assim, em 1970 foram realizados
experimentos com o objetivo de avaliar as propriedades antitumorais do
Ga e de outros elementos do grupo 13 da tabela periddica (Al, In e TI).
Os experimentos com 0s sais desses quatro metais demonstram que o
Ga(NO3); e o In(NOs); eram eficazes para evitar o crescimento
tumoral.®® Entretanto, os estudos posteriores focaram apenas no
Ga(NO3); uma vez que esse sal foi 0 Unico a apresentar propriedades
terapéuticas adequadas para o desenvolvimento clinico.®

A eficicia do Ga(NOs); em suprimir o crescimento tumoral
estimulou as pesquisas por agentes anticancer contendo galio e tornaram
o fon Ga"', o segundo fon metalico, apés Pt", a ser usado no tratamento
do cancer.”® Atualmente o sal Ga(NO3); é aprovado pela FDA para o
tratamento de hipercalcemia relacionada a tumores malignos, uma
complicacdo que afeta mais de 30% dos pacientes com cancer e
caracteriza-se pelo nivel elevado de Ca no sangue.” ** Além de atuar
como farmaco para o tratamento de hipercalcemia, o Ga(NOs); exerce
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forte atividade antineoplasica no tratamento de linfoma ndo-Hodgkin e
cancer de bexiga.** *®

A atividade antineoplasica do Ga(NOj); estd relacionada a
capacidade do fon Ga"' em interferir no metabolismo do ferro. Em
particular, estudos sobre o mecanismo de aco e liberagdo do fon Ga'"
no organismo_demonstram que o Ga'"' afeta a aquisicao celular do Fe'"
por meio de ligacdo competitiva & transferrina.”® ** Assim, as células
cancerigenas que possuem uma grande disponibilidade de transferrina
passam a receber uma elevada quantidade de Ga''. O excesso de galio
faz com que o elemento acumule-se nos endossomos, impedindo a
acidificacdo e liberacéo de ferro intracelular.’® ** Tendo sido absorvido
pela célula cancerigena, o cation Ga'"' compete e substitui o Fe"" no sitio
ativo da enzima ribonucleotideo redutase, a qual atua no processo de
replicacdo do DNA.™ ** Como consequéncia, ocorre a interrupcdo do
ciclo celular (da sintese do DNA), levando a morte da célula por
apoptose via mitocondrial; a Figura 1 mostra um esquema do processo.*
Nesse contexto, a enzima ribonucleotideo redutase é reconhecida como
o principal alvo para a atividade anticancerigena do galio.”
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Fiqura 1 - Representagdo esquematica do modo de atuag¢do dos compostos de
Ga 1115

Mitochondria

Embora o Ga(NOs); exerca consideravel atividade
antineoplésica , sua aplicabilidade é limitada a baixas doses devido &
toxicidade renal e problemas épticos (no caso de infusdo continua, isto
é, administracdo continua do medicamento em tempo superior a 60
minutos).”® Além disso, sais de Ga"' ndo sdo suficientemente
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biodisponiveis, pois apresentam tendéncia a hidrolise em meio
fisioldgico, o que dificulta a permeacdo através da membrana e a
absorcdo.”* Uma alternativa para contornar os problemas de
biodisponibilidade tem sido a complexacdo do Ga"' com ligantes
organicos.*” *® A formagdo de um complexo evita esses inconvenientes,
pois estabiliza 0 fon Ga'' contra a hidrlise, facilita sua permeabilidade
através da membrana e melhora a absorgéo intestinal.*®

Nesse sentido, varios complexos de galio tém sido preparados e
avaliados frente a células tumorais.***° Dentre os complexos de galio
sob investigacdo, dois estdo no estdgio mais avancado de triagem
clinica, isto é, sendo testados em humanos. Esses complexos sdo o
tris(8-quinolinolato)galio(lll), também conhecido como KP46, e o
maltolato de galio, Figura 2. Ambos os complexos, tris(8-
quinolinolato)galio(l1l) e KP46, foram projetados para serem
administrados por via oral. O tris(8-quinolinolato)galio(lll) é ativo em
tumores de: melanoma, ovario, mama, célon e cancer de pulméo.®™ %2
Diferentemente, 0 maltolato de galio é ativo frente a células de cancer
hepético, bexiga e linfomas.*" *2
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Figurr;\gz - Representacdo estrutural para os complexos maltolato de gélio e
KP46.

O mecanismo de agdo dos complexos  tris(8-
quinolinolato)galio(l11) e maltolato de gélio ainda esté sob investigagao.
No entanto, estudos com o primeiro complexo tém demonstrado que o
mesmo ndo atua via transferrina, diferentemente do que é observado
para 0 maltolato de galio, 0 GaNO; e 0 GaCls.*! Em 2012, Hummer e
colaboradores investigaram a interacdo do tris(8-quino|ino|ato)gélio(IIIg
com proteinas do soro (apo-transferrina e albumina do soro humano).”
Essas proteinas sdo conhecidas como as mais relevantes no transporte de
fons metalicos “in vivo”. Os resultados demonstraram que ndo ha
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interacdo do centro metalico com a apo-transferrina, ou com a
albumina.”® Logo, a atividade citotoxica do tris(8-quinolinolato)Ga(lll)
pode ndo estar relacionada ao Ga'"', mas sim ao complexo “como um
todo”.

Complexos de galio com ligantes ndo-simétricos, contendo
grupos fendlicos e piridinas, também tém despertado interesse para o
desenvolvimento de agentes antineoplasico.”® * Alguns complexos,
contendo essa classe de ligantes, estdo em desenvolvimento pré-clinico e
0 mecanismo de acdo demonstrado por tais complexos é o de inibir a
funcdo proteassoma, responsavel pela degradacdo de proteinas
defeituosas.”® °* > Como essa funcdo é um fator critico para manter a
homeostase celular, o resultado observado é a morte da célula por
apoptose. >> % A forma como os complexos de Ga"' exercem atividade
inibidora do proteassoma ainda néo esta clara .

Diferentemente dos compostos de galio, somente um pequeno
nimero de complexos com indio tém sido avaliados como agentes
anticancer. Dentre os poucos trabalhos reportados na literatura sobre a
atividade antineoplasica do indio estdo os estudos desenvolvidos por
Mohammadi e colaboradores com o ligante curcumina (cur) e
diacetilcurcumim (DAC), Figura 3.°’ Esses autores avaliaram o
potencial citotoxico dos complexos e dos ligantes livres. Os resultados
demonstraram que ambos sdo ativos frente as células L1210 de linfoma
de rato. No entanto, os complexos com curcumim sdo mais ativos que o
ligante livre, enguanto os complexos de In(DAC) sdo menos ativos que
0 DAC livre.*®®

Figura 3 - Representacdo estrutural dos ligantes curcumim e
diacetilcurcumim.®’

Em data mais recente, no ano de 2012, nosso grupo de pesquisa
desenvolveu um trabalho de doutorado com ligantes ndo-simétricos e
complexos de In"' e Ga"'.** O estudo avaliou a toxicidade de ligantes e
complexos frente s células de leucemia aguda monocitica (THP-1) e
linfoma histiocitico (U937). Os resultados obtidos demonstraram que
tanto os ligantes como os complexos sdo ativos nas duas linhagens
celulares testadas.®* Dentre esses compostos o InL5, InHL3 e 0 GaL5,
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Figura 4, apresentaram valores de CCsy (concentragdo citotoxica)
promissores, entre 5,0 uM e 12,0 uM. Desses trés complexos, o GaL5 se
mostrou o mais seletivo para células de leucemia (THP-1), com indice
de seletividade igual a 4,11. O complexo de indio (InL5) foi habil para
inibir o crescimento celular em ambas as linhagens testadas, porém o
indice de seletividade encontrado foi de 1,5, consideravelmente menor
que o observado para o GaL5.*

Figura 4 - Representagdo estrutural para os complexos InL3, InL5, GaL5.*

Se, por um lado, a atividade antineoplasica dos complexos de
In"" é pouco explorada, 0 mesmo ndo ocorre com seu potencial
antibacteriano.®® *® A atividade antibacteriana desses compostos foi
observada, pela primeira vez, em 1980 contra a bactéria Klebsiella
pneumoniae.®® Essa bactéria é um importante patégeno de infecges
hospitalares, pode levar a pneumonia e oferece resisténcia a
determinados antibiéticos.”® Outra bactéria que sofre forte inibicéo por
complexos In" é a Mycobacterium tuberculosis. Experimentos
realizados com complexos de Fe"', V'V, As"' e In"' e o ligante 1, 4, 8, 11
— tetraazaciclotetradecano - 1, 4, 8, 11- tetra-acético (TETA)
demonstraram que o complexo de indio ([IN(TETA)]) inibe o
crescimento bacteriano em 99%, sendo o mais ativo entre 0s compostos
testados.”

Outra classe de compostos metalicos que tem se destacado
como promissores agentes anticancer sdo os complexos de cobre.
Diferentemente do galio e do indio, o elemento cobre é um metal
bioessencial, importante para a funcdo de varias enzimas e proteinas,
tais como: a hemocianina (responsavel pelo transporte de O,), Cu-Zn
superdxido dismutase (que atua na defesa antioxidante do organismog e
a citocromo ¢ (envolvida no transporte de elétrons e na respiragdo).®*®
A atuacdo dessas enzimas envolve reacbes de oxidagdo/reducdo em que
o cobre participa através do ciclo redox Cu'/Cu'.**
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A rica quimica redox do cobre é um dos fatores que mais
desperta interesse para utilizacdo dos seus complexos como
metalofarmacos. A capacidade de participar ativamente de reagdes
redox permite ao cobre atuar tanto em mecanismos de defesa do
organismo (ex.: Cu-Zn superoxido dismutase), como em processos
maléficos (ex.: geragdo de espemes reativas de OX|gen|o (ROS) e 0
consequente stress oxidativo).”” A geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) é um dos principais mecanismos propostos para
explicar a toxicidade induzida pelo cobre® e por muitos dos seus
complexos, pois essas sdo espécies prejudiciais as células devido ao seu
alto grau de reatividade.®? Em particular tem sido demonstrado que o
cobre é capaz de induzir a clivagem do DNA e a omdagao de bases
nucleicas através da producdo de espeues reativas de oxigénio.**

Entre os complexos de Cu", sob investigacdo como agente
antineoplasico, as Casiopeinas® representam um dos grupos mais
promissores. Esses complexos s&o uma mistura de quelatos de Cu",
representados pela formula geral [Cu(N-N)(O-O)JNOs ou [Cu(N-N)(O-
N)]NO3.%° Nesse caso, 0 N-N pode ser a 1,10-fenantrolina ou 2,2 -
b|p|r|d|na substituidas, o O-N representa um o-aminoacido ou peptldeo
e 0-O é usado para representar o acetilacetonato ou o salicilaldeido.”
Dentro da classe das Casiopeinas®, os complexos representados na
Figura 5 sdo considerados os mais promissores. A Casiopeina Caslll-ia
(A) e a Cas-ligly (B), Figura 5, correspondem a dois dos poucos

complexos de cobre com atividade antitumoral “in vivo”.>%* %
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Figura 5 - complexo (A) = Caslll-ia ([Cu(4,4’-dimetil-2,2'-bipiridina)
(acetilacetonato)]NO;); complexo (B) = Caslll-Ea ([Cu(4,7-dimetil-1,10-
fenantrolina)(acetil-acetonato)]NOs); complexo (C) = Casll-gly ([Cu(4,7-
dimetil-1,10-fenantrolina)(glicinato)]NO5).%

As Casiopeinas® tém apresentado atividade antineoplasica
contra varias linhagens de células tumorais, incluindo leucemia (L1210),
carcinoma de ovario (CH1), carcinoma de colo (HCT-15) e glioma
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murino (C6).°* %% Apesar dos resultados promissores de atividade
antitumoral, pouco se sabe sobre 0 modo como essa classe de compostos
exerce sua fungao citotoxica. Evidéncias mais recentes sustentam que as
Casiopeinas®? s&o habeis para |n|b|r a prollfera(;ao celular, causando
morte da célula por via apoptética.®® Esse mecanismo pode ser
mediado através de espécies reativas de omg nio (ROS), toxicidade
mitocondrial ou interagdo direta com o DNA.” Em particular, estudos
realizados com as Casiopeinas® da Figura 5 demonstraram que esses
complexos clivam o DNA por um mecanismo que envolve a geracdo de
radicais livres (ROS).%

Complexos de cobre também tém atraido interesse para o
desenvolvimento de pro-farmacos biorredutiveis, isto €, compostos
capazes de serem bioativados diretamente no local do tumor.® A
utilizacdo de compostos biorredutiveis é vista como uma estratégia
promissora para o tratamento de tumores sélidos. A relevancia desses
compostos esta relacionada a sua habilidade de serem seletivamente
ativados no ambiente hipoxico do tumor (regido redutora com baixa
concentragdo de oxigénio e pouca vascularizacdo).”® A condicio de
hipoxia, considerada um obstaculo para as terapias convencionais,
(quimioterapia e radioterapia) providencia a seletividade que diferencia
as células saudéveis das cancerosas.”” "*

A quimica do cobre é atraente para o desenvolvimento de
farmacos seletivos a regides de hipdxia, pois o cobre € um metal redox
ativo passivel de reagoes de oxirreducdo em meio biolégico. Assim, um
complexo contendo Cu" pode ter seu centro metallco reduzido a Cu',
devido ao ambiente redutor da regido em hipéxia.”* A reducéo do centro
metélico pode desproporcionar o complexo e liberar um ligante ativo, ou
ainda tornar o complexo ativo pela presenca do Cu'.** Um composto
com essa caracteristica exerce o potencial citotdxico de forma seletiva,
impede reag6es secundarias e minimiza os efeitos colaterais.'®

Em 2004, Parker e colaboradores obtiveram complexos de Cu"
com ligantes mostardas e testaram sua seletividade para regides de
hipéxia.”® Quando administrados em meio biolégico, essa classe de
ligantes interage covalentemente com muitos componentes celulares,
tais como enzimas e 0 DNA, resultando em elevada toxicidade (CCsy =
10° M).*™ A alta toxicidade constitui uma desvantagem aos
compostos, pois 0s mesmos ndo sdo capazes de distinguir as células
saudaveis das demais.” A complexagdo a um cation metalico como o
cu", formando um complexo biorredutivel, pode ser a alternativa para
resolver os problemas de seletividade do ligante. Os estudos realizados
por Parker e colaboradores demonstraram que a formagdo de um
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complexo de Cu" com esses ligantes protegeu o composto da hidrdlise
em melo aquoso e permitiu a ativacdo da pro-droga “in situ” (no
tumor).”® Os complexos foram testados contra células de cancer de
pulmdo, e o complexo 1,4,7,10-Tetra(2-cloroetil)-1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-[Cu(ID]Cl,, Figura 6, mostrou-se 24 vezes mais
téxico em condicdes de hipéxia do que em condicdes oxidas.™® "
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Figura 6 - Complexo de Cu'" com o ligante 1,4,7,10-tetraazaciclododecano.”

Na busca por novos farmacos antineoplasicos é preciso
considerar além dos complexos seus respectivos ligantes. Os ligantes
podem influenciar grandemente na natureza lipofilica ou hidrofilica do
complexo formado, na sua solubilidade em fluidos extracelulares e na
permeabilidade através da membrana.®? Além disso, é preciso considerar
gue muitos ligantes sdo potencialmente ativos como, por exemplo, 0s
ligantes tiossemicarbazonas, ja citados anteriormente. A atividade
antineoplasica desses ligantes foi descoberta em 1956, quando a 2-
formilpiridina tiossemicarbazona apresentou atividade antileucémica.”
Na atualidade, esses compostos representam uma importante classe de
ligantes organicos com ampla atividade bioldgica. Tiossemicarbazonas
apresentam atividade como: agentes antitumorais, antivirais,
antiftingicos, antibacterianos e antimalaricos.”

A capacidade de um ligante livre atuar como um pro-farmaco
ou farmaco ndo depende apenas do seu potencial citotoxico, mas
também da sua capacidade de quelar determinados metais. Isso é
importante se considerarmos que alguns tipos de tumores, tais como: 0s
de mama préstata, pulmdo e cérebro, apresentam niveis elevados de
cobre.® A funcdo do cobre nesse caso, esta relacionada a angiogenése e
ao crescimento tumoral.'® Para contornar esse problema, a alternativa
tem sido a administracdo de um farmaco capaz de quelar o ion cobre
(ex.: D-penicilamina).’
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1.2 MEDICINA NUCLEAR

Medicina Nuclear é uma especialidade médica que utiliza
moléculas marcadas com um radionuclideo, isto é, um radiofarmaco
para fins de diagndstico ou terapia. Como ferramenta de diagndstico,
essa especialidade médica usa técnicas de imagem para avaliar o estagio
de determinada doenca e os érgdos afetados. Quando o objetivo é a
terapia, sdo usados radiofarmacos capazes de levar doses especificas de
radiacdo a um tecido lesionado.”®"®

O radiofarmaco é um farmaco radioativo, ou seja, um composto
goue possui na sua estrutura um radionuclideo capaz de emitir radiagéo.”

Em outras palavras, um radiofdrmaco pode ser uma pequena molécula
organica, inorganica ou uma estrutura bioquimica, marcada com um
determinado radionuclideo.” ® Entre as estruturas biogquimicas usadas
para esse fim estdo: anticorpos, peptideos e proteinas.? ® De acordo
com sua aplicacdo médica, os radiofarmacos séo divididos em agentes
de diagnéstico ou de terapia.®®

O radionuclideo é um elemento quimico que apresenta atividade
nuclear, ou seja, um radiois6topo capaz de emitir radiacdo. Esse
elemento é responsavel pelas propriedades fisicas do radiofarmaco e ira
contribuir para a eficiéncia final do composto.®® Para a escolha de um
radionuclideo adequado € preciso considerar: caracteristicas de emissdo
nuclear (desintegracdo esponténea, tipos de emissdo e energia de
radiacdo); disponibilidade (custo de produgdo e o tempo de meia vida) e,
eventualmente a possibilidade de ser ligado a uma determinada
molécula.® "%

Para realizar um exame de diagnostico, a medicina nuclear
utiliza-se de diferentes técnicas de andlise, dependentes do tipo de
radiacdo emitida pelo radionuclideo.®® As técnicas mais utilizadas séo a
tomografia computadorizada por emissdo de fétons (SPECT, também
conhecida como cintigrafia) que requer radionuclideos emissores de
raios gama (y) e a tomografia computadorizada por emissdo de pésitrons
(PET) que precisa de radionuclideos emissores de positron (*).%" % Em
ambos 0s casos 0 ty, do radionuclideo deve ser suficiente para: a sintese
do radiofarmaco, administracdo ao paciente, localizacdo do tecido alvo e
coleta de imagens.®® 3 No geral, necessita-se de um tempo de meia vida
suficientemente curto para minimizar a exposi¢do do paciente a
radiacdo, porém adequado & realizagdo dos procedimentos médicos.?*

Para a obtencdo da imagem, a cintigrafia se utiliza de cameras
gama associadas a computadores que fazem a aquisicdo e o tratamento
de dados. O resultado ¢ uma imagem tomografica que mostra a
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distribuicdo da radiagdo, no corpo do paciente, a medida que o detector
vai rodando de 180° a 360°.%° Na pratica sdo requeridos radionuclideos
emissores de raios gama com energia entre 100 e 200 keV, pois essa é a
faixa adequada aos sistemas de deteccdo dos equipamentos.®® & Ja na
tomografia computadorizada por emissdo de pdsitrons, o decaimento de
positrons resulta na emisséo simultanea de dois fétons de mesma energia
(511keV), orientados 180° um em relacdo ao outro.®” % A radiacéo
resultante é detectada por uma camara especial e geometricamente
construida, originando uma imagem tridimensional.®’

Os radionuclideos utilizados em cintigrafia sdo necessariamente
diferentes dos usados nos exames de tomografia computadorizada por
emissdo de positrons (PET), ja que essa Ultima se baseia na emissdo de
positrons e a primeira na emissdo de fétons gama. Assim, na técnica de
cintigrafia (SPECT), o principal radionuclideo utilizado é o *™Tc
(emissor , ty, ~ 6,02 horas e energia de radiacéo = 140 keV).®* Além do
Tc, os elementos Ga e In também possuem is6topos adequados para o
uso em cintigrafia: o ®’Ga (emissor y, ty, ~ 78 horas / energia da
radiacdo (y) = 93, 184, 296 keV) e 0 ™In (emissor y, ty, ~ 67,5 horas /
energia de radiacdo (yz = 172,5, 247 keV).¥ Na atualidade, os
radionuclideos *™Tc, *'Ga e 'In sdo os mais utilizados em
radiofarmacos para diagndstico através de cintigrafia.

Ja na tomografia por emissdo de positrons (PET) destacam-se
os radionuclideos: *°F, ®Ga, ¥, *Cu, C, **N e 0 °S.*® Nessa técnica,
o radiois6topo mais usado é o °F (emissor B*, t, ~1,8h e energia de
radiacido = 2498 keV). O F é o radionuclideo empregado
mundialmente  para marcar a desoxiglicose (F-18 FDG-
fluordesoxiglicose), um radiofdrmaco aplicado para obter informacoes
referentes a metabolizacdo da glicose Saltera(;c”)es na distribuicdo da
glicose, cidos graxos ou aminoécidos).** A fluordesoxiglicose é usada
para avaliar a viabilidade do miocéardio, 0 metabolismo de tumores e
leses malignas.®®

Apesar de a tomografia computadorizada por emissdo de
positrons (PET) ser uma técnica onde predomina o uso do *°F
(fluordesoxiglicose), nos Gltimos anos alguns radionuclideos metalicos
tém ganhado espaco. Nessa nova geracdo de agentes de imagens para a
técnica de PET destacam-se aqueles contendo os radionuclideos ®*Ga
(emissor B*, ty, ~ 1h, energia de radiacdo = 1889 keV) e *Cu (emissor
B*, tiz ~ 13 h, energia de radiacdo = 511 keV).** ¥ Agentes de imagem
contendo ®*Ga estdo em fase de triagem clinica, enquanto aqueles com
%Cu estdo sendo testados “in vivo”(ratos); em ambos 0s casos 0S
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compostos tém apresentado perfil clinico adequado para a aplicacéo
como radiofarmacos.®

Em suma, o uso das técnicas de cintigrafia (SPECT) e PET
representa um grande avango para a medicina, particularmente na
oncologia, neurologia e cardiologia.®® Entre outros beneficios, essas
técnicas permitem: a avaliacdo rapida e ndo-invasiva dos 6rgdos ou
tecidos; possibilitam a avaliacdo ndo s6 da morfologia do 6rgdo, mas
também da sua funcdo; permitem a detecgéo precoce de doengas e
possibilitam a avaliacdo durante a terapia.” Além dessas vantagens,
essas técnicas apresentam alta sensibilidade, os radiofarmacos séo
utilizados em concentracdes da ordem de 10° M na técnica de SPECT, e
10® 2 10™ M para a técnica PET.®

1.2.1 - Radiofarmacos terapéuticos

Quando o objetivo é a terapia, a medicina nuclear se utiliza de
radiofarmacos projetados para entregar doses terapéuticas de radiacdo
ionizante nos locais afetados pela doenca.” Nesse caso, o radionuclideo
deve ser um emissor de particulas (o, B, € Auger) com ty, entre 1 e 10
dias.” O tipo de particula a ser utilizada dependera do tamanho do
tumor, da distribuicdo intratumoral (ex.: grau de heterogeneidade de
deposicéo do radiofarmaco) e da farmacocinética do radionuclideo.®*

A aplicacdo de radiagdo ionizante envolve destruicdo celular,
logo, o radiofarmaco deve atingir o tumor em concentragdes suficientes
para liberar a radiagdo citotoxica na célula tumoral e deve, ao mesmo
tempo, ser eliminado rapidamente da corrente sanguinea e de érgdos nao
cancerosos, a fim de minimizar os danos provocados pela radiacéo.” A
radiacdo ionizante (citotoxica) pode ser entregue no local da doenca de
trés formas. Através de radioterapia externa; nesse caso, 0 paciente
recebe radiacdo de uma fonte externa.®™ ® Pela braquiterapia, que
envolve o uso de ‘“sementes”, isto €, pequenas capsulas que sao
implantadas no corpo do paciente, préximas ao tumor.?" # Além das
duas formas anteriores, pode-se fazer o uso da administracdo sistémica;
nesse caso, sdo utilizados radiofarmacos especificos, ou seja, compostos
projetados para se posicionarem diretamente no local do tumor.®" %

Dentre os radionuclideos usados para terapia, o **!1 (emissor B,
energia de radiacdo = 806 keV, ti, ~ 8,02 dias) desempenha papel
fundamental e historico, pois é o primeiro radionuclideo terapéutico e o
mais utilizado até a atualidade.”” ® Dos radiofarmacos utilizados para
fins terapéuticos destacam-se: o iodeto de sédio (**I- doencas da
tiredide), o cloreto de estroncio (**Sr - metastase ssea) e o fosfato de
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sodio (P- metéstase 6ssea).””® Na Tabela 1 estdo destacados alguns
complexos metélicos que atuam como radiofarmacos terapéuticos ou
que estdo em fase de desenvolvimento clinico.

Tabela 1 - Alguns complexos metélicos que atuam como pequenos
radiofarmacos para terapia.®* % 82

Radiofarmaco Nome Comercial Emprego

Tratamento paliativo
da dor éssea
186Re - HEDP® metatatica, associada
ao cancer de prostata,
mama e colorretal.

Tratamento paliativo
da dor 6ssea em

153Sm-EDTMP (Quadramet®) :
pacientes com
metastase esqueletal.
mSn-DTPA Sob investigagao Tratamento de

mestastase dssea.

1.2.2 - Radiofarmacos para o diagnostico por imagem

Os radiofarmacos utilizados para obtencdo de imagem
(compostos de maior interesse nesse trabalho) sdo predominantemente
complexos metélicos.®> ® A utilizacdo de complexos torna-se
interessante devido a variedade de radionuclideos disponiveis, as
propriedades nucleares desses radionuclideos (tipo de radiacdo, radiacdo
beta ou gama e ty,) e & rica quimica de coordenacdo.’” % As
propriedades nucleares diversificadas ampliam as possibilidades de
técnicas, pois pode ser escolhido um radionuclideo adequado a
determinada técnica.®®* A grande variedade de radionuclideos metélicos
permite a adaptacdo exata do t;, do radiois6topo com o tempo que o
radiofarmaco necessita para localizar-se no tecido lesionado. Em relacédo
a quimica de coordenacdo, a vantagem estd na simplicidade e
modularidade de utilizar diferentes quelantes e radionuclideos, o que
permite a criacdo de uma ampla variedade de agentes de imagem.* Por
fim, as reacGes de radiometalacdo séo répidas e os procedimentos de
purificacéo sdo simples.*

Historicamente os primeiros complexos metalicos, utilizados
como radiofdrmacos de diagndstico, tinham como radionuclideo o
%mTc, coordenado por ligantes simples e pequenos.®’” Esses compostos
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eram predominantemente radiofarmacos de perfusdo, isto €, se
distribuiam conforme o fluxo sanguineo Sdo exemplos desses
radiofarmacos o anion complexo ° mTcO4 (pertecnetato), usado como
agente de diagnéstico para tireoide;®® o *™Tc-sestamibi, o qual pode ser
representado  pelo  cétion [gngc(CNR)G] (CNR=  (2-metoxi-2-
metllpropll)lsonltrlla) ainda utilizado para |magem do miocardio com o
nome de Cardiolite®® e, 0 complexo neutro *™TcBisicate [TcO(ECD)]
(ECD = L, L- etilenodiamina-dietil-éter) empregado em medidas de
fluxo sanguineo cerebral.”® &7 89

Os resultados promissores obtidos com o0s primeiros
radiofarmacos de tecnécio, aliados ao desenvolvimento dos reatores
nucleares e a tecnologia dos ciclotrons, tornaram vidvel o
desenvolvimento de novos radiofarmacos contendo radionuclideos
diferentes do tecnécio.* Assim, passou-se a utilizar co t!olexos contendo
outros radionuclideos metalicos, como o Ga, *n, Y, ¥Rb e mais
recentemente o ©Cu, %Ga, *Cu, Zr e 0 ?Rb. % ¥

Em relacdo aos complexos de galio e indio, utilizados como
radiofarmacos para a imagem, o !In(oxiquinolina); Figura 7, e o
[*"Ga(citrato),]*, Figura 8, destacam-se no campo de pequenos
complexos metalicos. Esses dois complexos sdo radiofarmacos
utilizados mundialmente para obtencéo de imagem através da técnica de
cintigrafia (SPECT).%" %

O complexo de 'In(oxiquinolina);, Figura 7, é um
radiofarmaco amplamente utilizado no diagnéstico de processos
infecciosos e inflamatorios. Esse radiofarmaco é um composto de
coordenacdo 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.®® Com isso, as células marcadas concentram o
radionuclideo nesses pontos e, dessa forma, permitem o diagnostico
precoce desses processos.®

111

Figura 7 - Representagdo estrutural do complexo de "*In(oxiquinolina), **
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No que se refere aos radiofa&rmacos de galio, o ponto
determinante foi a descoberta das propriedades do citrato de galio-67,
[*'Ga(citrato),]®, Figura 8. Esse complexo é um radiofarmaco usado
para o diagnostico de alguns tipos de tumores, processos infecciosos e
inflamatérios.”* Quando o citrato de gélio é introduzido na corrente
sanguinea, o fon Ga"' é imediatamente sequestrado pela transferrina.®* A
troca de ligantes ¢ uma consequéncia da baixa constante de estabilidade
do complexo (Ga/Citrato), bem como da semelhanca entre o Ga'' e o
Fe''. Nesse caso, o radiofarmaco efetivo é o complexo resultante da

coordenacdo da transferrina ao fon Ga'" 8 9 %
(e}
O
OH
O O
0. \
O\/Gg—o
HO o % °
(e}
O

Figura 8 - Representacdo estrutural do complexo [*'Ga(citrato),]* .%

A aplicacdo dos radiofarmacos para o diagnostico ocorre, em
sua maioria, por via intravenosa® e suas caracteristicas de
biodistribuicdo os dividem em: radiofd&rmacos de perfusdo e
radiofarmacos especificos para o alvo.®™ 8 ® Qs radiofarmacos de
perfusdo tém a biodistribuicdo determinada, quase que exclusivamente,
por suas propriedades fisico-quimicas, sdo radiofarmacos de fluxo
sanguineo, ou seja, sdo transportados pelo sangue e atingem o 6rgdo ou
tecido alvo na proporcao do fluxo sanguineo.?* ® % J4 os radiofarmacos
especificos sdo projetados para se posicionarem diretamente no local do
tumor. Para gerar essa especificidade podem ser usadas biomoléculas
gue tenham afinidade por determinados 6rgédos, tecidos, ou receptores
biolgicos. # 8 %

1.2.3 — Radiofarmacos alvo-especificos

Algumas propriedades devem ser consideradas na hora de
projetar um radiofdrmaco. Entre essas propriedades estdo o tipo de
emissdo nuclear do radionuclideo, o t, a estabilidade termodinamica
do complexo radionuclideo-ligante, a farmacocinética do radiofarmaco
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(refere-se a0 movimento da droga no organismo e inclui: a absorcdo,
distribuicdo, metabolismo e eliminagdo do radionuclideo), a
especificidade, o custo e a disponibilidade.®® Dessas propriedades, sem
duvida, a especificidade é uma das caracteristicas mais almejadas, pois
torna o radiofarmaco mais eficaz; seja esse um radiofarmaco para
diagnéstico ou terapia.”” ®

Para obter um radiofarmaco seletivo, passou-se a considerar,
além das caracteristicas fisico-quimicas, as propriedades bioguimicas do
composto radiomarcado. Assim, muitas biomoléculas, incluindo
anticorpos monoclonais, pequenos peptideos e agUcares, tém sido usadas
para liberar o radionuclideo diretamente no tecido alvo.”” *" * Alguns
exemplos de complexos metalicos que atuam como radiofarmacos alvo-
especificos para o diagndstico e/ou terapia estdo destacados na Tabela 2.

Tabela 2 - Alguns complexos metélicos que atuam como radiofarmacos
alvo-especificos para o diagndstico e/ou terapia.®® 8 &

Radiofdrmaco Nome Comercial Emprego
111 N
In- C_apromab ProstaScint® Imggem de cancer de
Pendetide prostata
Imagem de metastases
111 R N
In- Satumomab OncoScint® associadas ao cancer
Pendetide de ovario e de colo do
Utero.
Deteccdo de areas
"n- Imciromab MyoScint® necrosadas no infarto
Pendetide do miocardio
%y Ibitumomab . Tratamento de
. Zevalin® linfomas ndo —
tiuxetan :
Hodgkin

A principal estratégia para obter radiofa&rmacos mais seletivos
tem sido o desenvolvimento de compostos bioconjugados. Um
radiofarmaco bioconjugado é constituido por quatro partes: uma
biomolécula direcionadora, um grupo conector ou espagador, um
quelato bifuncional (QBF) e um radionuclideo metalico, Figura 9.3 &
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Conector

Biomolécula
Figura 9 - Representacdo de um radiofarmaco bioconjugado.®®

Cada parte que compde o radiofarmaco bioconjugado deve ser
cuidadosamente planejada. A biomolécula direcionadora pode ser:
anticorpos, fragmentos de anticorpos ou pequenos peptideos e serve
como veiculo para transportar o radionuclideo até o tecido doente
(alvo).®® ® O radionuclideo metalico é responsavel pela emissdo da
radiagdo; logo, deve ser escolhido de acordo com a funcdo do
radiofarmaco (terapia ou diagnéstico).”® ® O quelato bifuncional
(QBF) é um ligante capaz de formar um complexo estdvel com o
radionuclideo e, a0 mesmo tempo, estabelecer uma ligacdo covalente
com uma biomolécula.’®® '™ O QBF tem dois polos, um responsével
pela formacdo do complexo e outro constituido por grupos funcionais
(aminas, iminas, carboxilatos, aldeidos) que permitem o acoplamento do
ligante & biomolécula.® O grupo conector, como oPréprio nome diz,
permite a conexdo entre a biomolécula e o QBF.2% * Esse grupo pode
ser usado com o interesse de modificar as propriedades farmacocinéticas
do radiofarmaco.”® ' Dessa forma, se o objetivo for elevar a
lipofilicidade do composto, pode-se usar uma cadeia de
hidrocarboneto; ja a adicdo de uma sequéncia peptidica ¢ capaz de
aumentar a hidrofilicidade e a eliminacéo renal.”® Alguns exemplos de
guelatos bifuncionais contendo grupos conectores estdo representados
na Figura 10.
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HODC’FN-" \NCCCOH HOOG™ /™ |/ ~COOH HOOC™, /7 CO0H
“n NJ EN Nj o [ j ° G
HOOC~"\__/ \~COOH Hooc-MN__/ \,”\NH woog-_M N\’“-u'"ij
o o
NCS b
P-SCN-DOTA Maleimido-DOTA s/ DOTA-NHS-ester
(cDOTA)
NCS seNy ;
M\ = COOH
Hooc” N N coou Nr
<__—N Q_’}_CCDDH nooe” N ~" " coon
kGDOH HOOC/_N> p coou Hooc” L‘coou
HOOC ~ COOH
P-SCN-NOTA CHX-A"-DTPA p-SCN-DTPA

(eNOTA)

Figura 10 - Estrutura de alguns quelatos bifuncionais (DTPA (acido
dietilenotriaminopentaacético), DOTA (&cido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-
N,N,N,N-tetraacético), e o NOTA (acidol,4,7-triazaciclononano-N,N,N-
triacético) contendo conectores.® *

Dentre os radiofarmacos bioconjugados de Ga"' e In
destacam-se: 0 "In-DTPA-octreotide (OctreosScan®), Figura 10, e 0
seu analogo ®Ga-(DOTA-TOC), Figura 11. O *!In-DTPA-octreotide ¢
um radiofarmaco amg)lamente utilizado para obtencdo de imagens em
cintigrafia (SPECT),” ® ja ®Ga-(DOTA-TOC) esta em fase de triagem
clinica para ser usado como agente de imagem na técnica de PET.** %

A descoberta e sucessiva aplicacdo do ***In-DTPA-Octreotide
(OctreosScan®), Figura 11, foi um ponto fundamental ara o
desenvolvimento  de  radiofarmacos  alvo-especificos.””'* O
OctreosScan® tem como alvo os receptores da somatostatina, um
horménio proteico produzido pelo pancreas.’®® Na atualidade, o **'In-
DTPA-Octreotide é usado para obter imagem de tumores pancreaticos
(gastrinomas) em pacientes com sindrome de Zollinger-Ellison, e em
tumores neuroenddcrinos.”® 8 83 104

@‘\N/ﬁ HN—D—Phe—nI:ys—Pne—D- P
ey
\\

Dj/\w s
o-— e 0 s
O/ \O CyI—Thr Lys
o ol i
Thr{ol)
Figura 11 - Representacio do composto " In-DTPA-Octreotide

(OctreoScan®).®
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0 ®Ga-DOTA-TOC (*Ga-DOTA-D-Phe'-Tyr3-octreotideo),
Figura 11, é similar ao ***In-DTPA-Octreotide, porém foi projetado para
ser usado na técnica de PET. Esse radiofarmaco é usado para o
diagndstico precoce de tumores neuroenddcrinos e em metéstase
6ssea.'® O *¥Ga-DOTA-TOC é semelhante & somatostatina e apresenta
potencial superior ao do tracador *®F-FDG. Diferentemente do *°F-FDG,
0 ®Ga-DOTA-TOC possui alta sensibilidade para detectar tumores de

baixa atividade metabélica e crescimento lento.**®

OH

7
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HO )
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Figura 12 - Representacéo do composto **Ga-DOTA-TOC.*
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Em virtude do que foi exposto até aqui, desenvolveu-se nesse
trabalhno um estudo de sintese, caracterizacdo e avaliacdo de
citotoxicidade de novos ligantes ndo-simétricos e seus complexos.
Obteve-se uma série de complexos monucleares contendo os cations
metalicos Ga" e In"' com o intuito de avaliar o potencial desses
complexos para atuar em analises de diagndstico de doencas, ou na
terapia do cancer. Além dos complexos mononucleares, foram
sintetizados complexos heterobinucleares de Ga"'/Cu" e In"'/Cu", a fim
de investigar o potencial desses complexos (heterobinucleares) para
exercer dupla funco, isto é, agentes de diagndstico através dos centros
de Ga"' ou In"" e terapia através do centro Cu". Convém destacar que até
0 momento ndo existem relatos na literatura que descrevam complexos
heterobinucleares de Ga''/Cu" e In"'/Cu" com a funcdo de atuar como
agente bifuncional. Além disso, o uso de radiofarmacos que
desempenhem a dupla funcdo (agente de diagnostico/terapia) ndo é
conhecido. Os radiofarmacos atuais destinam-se ao diagnostico ou a
terapia, ndo se tem conhecimento de nenhum composto em uso clinico
gue desempenhe dupla funcdo, como se almeja nesse trabalho.

Em relacdo aos novos ligantes, foram obtidas trés séries de
compostos, uma contendo ligantes mononucleantes e duas com ligantes
binucleantes. Os novos ligantes mononucleantes assimétricos foram
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inspirados nos ligantes mononucleantes simétricos, H,BBPEN e
H,BBPN obtidos por Neves e colaboradores. % "

Os novos ligantes mononucleantes assimétricos apresentam um
aldeido livre, o que possibilita a reagdo com grupos amino presentes em
biomoléculas. Assim, esses compostos se mostram promissores para a
obtencdo de radiofarmacos alvo-especificos. Ja os demais ligantes, isto
é, as duas séries de ligantes binucleantes foram projetadas com o intuito
de obter complexos heterobinucleares, além de avaliar a influéncia do
tamanho do grupo espagador na quimica de coordenacdo dos respectivos
ligantes. Por fim, convém salientar que os ligantes podem, ainda, atuar
como potenciais agentes citotdxicos, ja que muitos farmacos usados na
rotina de tratamento do céncer sdo moléculas exclusivamente organicas.
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3 PARTE EXPERIMENTAL
3.1 SINTESE DOS LIGANTES
3.1.1 Sintese dos precursores 1,2,3¢e 4

3.1.1.1 Sintese do precursor N’, N’-bis(2-metilpiridil)- propano-1,3-
diamina - precursor 1 (2pyNH,)

N — —

/ N N
N\ Y/ N\
X Raney-Nickel
1 NH + 2 Ny MeOH NN 4 N/\/\NH2
refluxo 60 °C EtOH, LiOH
=
LN = =
Z L \ N
(bpma) (acrilonitrila) (precursor 1)

Esquema 1 - sintese do precursor 1.

O precursor 1 foi sintetizado a Partir de pequenas modificacbes
nos métodos descritos na literatura.** 2 Primeiramente sintetizou-se o
N-bis-(2-piridilmetil)amina (bpma), conforme método descrito na
literatura.™™ Em um baldo de 100 mL, contendo uma solucdo do 2-
(aminometil)piridina (100 mmol; 10,80 g) em metanol (50 mL) e
resfriado a 0 °C, foi adicionado, lentamente e sob agitagdo, 2-
piridinacarboxialdeido (100 mmol; 10,70 g). A mistura foi agitada a
temperatura ambiente por 1 hora e a solucédo resultante adicionou-se 1 g
de paladio/carbono 5%, que ficou sob agitacdo e em atmosfera de
hidrogénio a 40 psi durante 15 horas. A solugdo resultante foi entdo
filtrada e o solvente evaporado a pressdo reduzida, obtendo-se o produto
desejado com rendimento quantitativo.
RMN 1H (200 MHz; CDCI3), em ppm: & 2,90 (sl, 1 H, NH); 3,98 (s, 4
H, CH2); 7,15(dd, 2 H, CHar); 7,35 (d, 2H, CHar); 7,63 (dd, 2H, CHar);
8,56 (d, 2 H, CHar).
IV (filme KBr), em cm-1: v (N-H) 3300; v (C-Har e C-Halif) 3062-
2828; v (C=N e C=C) 1592-1434; v (C-N) 1148; 5 (C-Har) 758.

Para obtencéo do precursor 1 foram dissolvidos 2,98 g do bpma
(15 mmol; 199,11 g mol™) em 50 mL de MeOH. Essa solucéo foi ent&o
transferida para um baldo de 250 mL, adicionando-se lentamente 1,99
mL de acrilonitrila (30 mmol; 53,06 g mol™; 0,081g mL™). A reacéo foi
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refluxada entre 60 e 65 °C por 25 horas. Em seguida, o solvente foi
evaporado a uma pressdo reduzida, obtendo-se um 6leo de coloracdo
amarela. O 6éleo resultante foi dissolvido em 70 mL de MeOH e, a esse,
foram adicionados 3,35 g de catalisador Raney-Nickel (solu¢do aquosa)
e 1,67 g de LiOH (69,93 mmol; 23,95 g mol™). A reacdo permaneceu
15 horas sob agitacdo em atmosfera de H, (hidrogenagdo). Apos esse
periodo, a reacdo foi filtrada em celite e o solvente evaporado,
resultando em um sélido contendo LiOH e o produto. Para extrair o
produto, foram adicionados ao s6lido 50 mL de CH,Cl,. A solucédo
amarela do precursor 1 em CH,Cl,, foi filtrada e o solvente evaporado.
Foram obtidos 4,93 g do precursor 1, na forma de um 6leo amarelo
(19,23 mmol; 256,35 g mol™).

Rendimento: 89% em relacéo ao bpma.

IV (KBr) em cm™: v(N-H)3380; v(C-Ha e C-Haif) 3062-2824:v(C=N e
C=C) 1589 -1473; 6(C-Hy) 760.

RMN 'H (400 MHz, CDCl5) (5, ppm): 1,68 (m, 2H, CH,); 2,17 (s, 2H,
N-H); 2,58 (t, 2H, CH,); 2,71 (t, 2H, CH,); 3,78 (s, 4H, CHy);
7,13(ddd,1H, CH,); 7,47 (d, 2H, CHpy); 7,63 (td, 2H, CHpy); 8,51
(m,2H, CHpy).

3.1.1.2 Sintese do  precursor cloridrato de = 2-bis(2-

piridilmetil)aminometil-4-metil-6-clorometilfenol hidrocloreto
(bmpamcf.HCI) — precursor 2

=
N
Y/ N /
CHZCIz THF/MeOH
06 NH +1 cCI .0
NaBH4
OH

S5

(bpma) (CMFF) (bmpamff)
—
= N
CH,CI
cr H* N\/©\/CI <% soc,  + N OH
OH \ OH
LN LN
Y
(precursor 2 - bmpamcf.HCI) (bpmamhf)

Esquema 2 - sintese do precursor 2.
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O precursor bmpamcf.HCI foi preparado conforme método
descrito na literatura."™> O procedimento de sintese foi realizado em
quatro etapas.

Primeiramente 1preparou-se o CMFF de acordo com
metodologia j& descrita."™ Inicialmente, fez-se necessaria & formagéo
do intermediério 2-hidroxi-5-metoxibenzaldeido (hmb): A um baldo de
trés bocas de 5 L, equipado com um agitador mecanico, adicionou-se 3
L de cloroférmio e p-cresol (1,60 mol; 173,71 g). Em torno de 60 °C e
sob agitacdo, NaOH (12 mol; 480 g), previamente dissolvido em cerca
de 300 mL de &gua destilada, foi adicionado lentamente (nas trés
primeiras horas de reacdo) a mistura reacional. A solugdo resultante foi
mantida sob agitacéo e refluxo por mais uma hora e, entéo, deixou-se
resfriar até a temperatura ambiente. A seguir, foram adicionados cerca
de 1,5 L de agua destilada e HCI concentrado até pH 2. A fase organica
foi separada, lavada com agua destilada, seca com Na2S04 anidro e o
solvente evaporado a pressao reduzida. O material restante (6leo escuro
e viscoso) foi destilado a pressdo reduzida, com auxilio de uma
colunavigreaux de 40 cm (55 — 65 °C a 0,1 mmHg), obtendo o produto
desejado (hmb) com rendimento de 46%.

IV (filme KBr), em cm™: v (C-Har e C-Halif) 3024-2864; v (C-Hald)
2738; v (C=0)1658; v (C=C) 1590-1484; 5 (O-H) 1372; v (C-Ofenol)
1282; 6 (C-Har) 742.

RMN 'H (200 MHz; CDCl;), em ppm: & 2,34 (s, 3 H, CH3); 6,90 (d, 1
H, CHar);7,34 (sl, 2 H, CHar); 9,85 (s, 1 H, CHald); 10,84 (s, 1 H,
OHfenol).

A partir do intermediario hmb, a segunda e Gltima etapa para a
formacdo do CMFF foi realizada: Em um baldo de 250 mL de trés
bocas, foi adicionado 2- hidrdxi-5-metilbenzaldeido (0,24 mol; 32 g),
seguido de formaldeido 37% (1,30 mol; 37,50 mL) e 125 mL de HCI
concentrado. A mistura foi submetida a refluxo e agitacdo por 30
minutos e, em seguida, foi resfriada a 0 °C, formando uma massa
compacta no fundo do baldo, a qual foi filtrada sob vacuo e lavada com
HCI concentrado. O sélido obtido foi recristalizado em CH,CI,,
levando ao produto 3-clorometil-5-metilsalicilaldeido (CMFF) com 70%
de rendimento.

IV (filme KBr), em cm™: v (C-Har e C-Halif) 3048-2852; v (C-Hald)
2749; v (C=0) 1664; v (C=C) 1600-1470; & (O-H) 1378; v (C-Ofenoal)
1257; 8 (C-Har) 703; v (C-Cl) 613.

RMN H (200 MHz; CDClg), em ppm: 6 2,35 (s, 3 H, CH3); 4,66 (s, 2
H, CH2); 7,34 (s, 1 H, CHar); 7,45 (s, 1 H, CHar) ; 9,86 (s, 1 H, CHald);
11,24 (s, 1 H, OHfenol).
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CUIDADOS: Durante essa segunda etapa para a formacdo do cmff,
pode-se formar o subproduto bis-(clorometil)éter, altamente toxico e
potente agente carcinogénico. Portanto, essa reacdo foi realizada em
capela com boa exaustdo, utilizando-se mascara e luvas, e todo o
material utilizado foi lavado com solucdo alcalina (por exemplo,
etanol/agua/KOH: 60 mL/40 mL/5 g, na capela), promovendo a
hidrélise do bis-(clorometil)éter para formaldeido. A solucéo reacional e
todos os residuos foram descartados somente apds correcdo do pH (pH >
9,0) por adicao de hidréxido de sédio ou potassio.

Obtendo-se o CMFF foi possivel a sintese do precursor 2-[bis-
(piridilmetil)aminometil]-4-metil-6-formil-fenol (bmpamff) conforme
procedimento a seguir. Em baldo de 250 mL adicionou-se 2,80 g do
CMFF (2-clorometil-4-metil-6-formilfenol) (15 mmol; 184,62 g mol™),
conforme descrito na literatura."** A respectiva massa de CMFF foi
dissolvida em 40 mL de CH,Cl, e mantida sob agitacdo e banho de gelo
durante 15 minutos. Simultaneamente, 3,00 g do composto bpma™
(15,06 mmol; 199,11 g mol™) foram dissolvidos em 40 mL de CH,Cl, e
adicionados a solugdo contendo o CMFF. A mistura reacional
permaneceu sob agitagdo por 3 horas, quando foi interrompida,
transferida para funil de separacdo e lavada com solugdo aquosa
saturada de NaHCO; (6 x 50 mL). A fase organica foi filtrada em
Na,SO, anidro e o solvente evaporado a uma pressao reduzida. Obteve-
se um o6leo amarelo, o qual foi cristalizado em isopropanol. Apos
cristalizacdo foram obtidos 4,02 g do produto bpmamff (11,57 mmol;
347,16 g mol™), na forma de um p6 amarelo.

Rendimento: 77 % em relagdo ao bpma.

IV (KBr), cm™: v(C-Hpa, e C-Hajir ) 3038-2849; v(C=0) 1680; v(C=N

e C=C) 1591-1437; 8(O-H fenol ) 1378; v(C-Ofenoi ) 1276; v(C-N) 1114;
3(C-Har) 773.
RMN H (400 MHz; CDCl3 ), (8, ppm): 2,28 (s, 3H, CH3 ); 3,87 (s,
2H, CH,); 3,96 (s, 4H, CH,); 7,19-7,27 (m, 3H, CH-4; ); 7,41-7,45 (m,
3H, CH-4 ); 7,64-7,68 (m, 2H, CH-4, ); 8,57 (t, 2H, CH-4 ); 10,41 (s,
1H, CHageido )-

A segunda etapa envolve a sintese do precursor 2-[N-bis-
(piridilmetil)aminometil]-4-metil-6-hidroximetilfenol (bpmamhf), o qual
foi obtido a partir da reducdo do bmpamff com NaBH,. Em baldo de 100
mL, contendo uma mistura de THF:MeOH (50:20 mL), foram
dissolvidos 13,60 g de bpmamff (39,00 mmol; 347,16 g mol™). Sob
banho de gelo, adicionou-se a essa soluc¢do 1,50 g de NaBH,4 (39 mmol;
37,83 g mol™ ), em pequenas aliquotas. Apés 1 hora de agitacéo, o pH
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da solucdo foi ajustado para 7,00 pela adicdo gota a gota de solucéo
aquosa de HCI (2,00 mol L™). O solvente foi evaporado, resultando em
um 6leo viscoso, que foi dissolvido em CH,CI,, lavado com solugédo
aquosa de NaHCO; e filtrado em Na,SO, anidro. A fase organica foi
evaporada a uma pressao reduzida e o produto obtido na forma de um
6leo amarelo. Foram obtidos 13,39 g do produto (38,33 mmol;
349,43 g mol™).
Rendimento: 98% em relacdo ao bmpamff.
IV (KBr), em cm™: v(O-H) 3461; v(C-H Ao e C-H ajir ) 3043-2828;
v(C=N e C=C) 1592-1436; 8(O-Hyeno ) 1363; v(C-Ogeno ) 1228; 5(C-H
ar) 771
RMN 'H (200 MHz; CDCly), (8, ppm): 2,23 (s, 3 H, CH3); 3,76 (s, 2
H, CH,); 3,88 (s,4H, CH,); 4,73 (s, 2H, CH, ); 6,82 (5, 1 H, CHa/ );
6,95 (s, 1 H, CHar ); 7,17 (t, 2 H, CHa; ); 7,30 (t, 2 H, CHp, ); 7,59-7,68
(m, 2 H, CHar); 8,56 (d, 2 H, CHp,).

A terceira e Ultima etapa envolve a reacdo entre bpmamhf e
SOCIl,, de modo a obter o 2-bis(2-piridilmetil)aminometil-4-metil-6-
clorometilfenol hidrocloreto (bmpamcf.HCI). Para obtencdo do produto
foram dissolvidos 13,30 g do bpmamhf (38 mmol; 349,43 g mol™) em
60 mL de CH,CI,. A essa solugdo foram adicionados, sob agitacdo
magnética e banho de gelo, 3,30 mL SOCI, (46 mmol;118,97 g mol™;
1,638 g mL™). A reacdo foi mantida sob agitagdo durante 1 hora e o
solvente evaporado a uma pressdo reduzida. Obteve-se uma espuma de
coloracdo amarela escura, que foi dissolvida em 50 mL de CH,CI, e o
solvente evaporado. Esse procedimento foi repetido varias vezes, até
obtencdo de uma espuma amarelo palha, ou seja, bmpamcf.HCI. Foram
obtidos 15,38 g do produto (38,06 mmol; 404,33 g mol™).
Rendimento: 95% em relagdo ao bpmamhf.
IV (KBr), em cm™: v(0-H) 3398; v(C-Har e C-Hpjis ) 3057-2870;
v(C=N e C=C) 1610-1465; 8(O-Hyeno1 ) 1380; v(C-Ogenol ) 1213; 3(C-
HAr) 765.
RMN *H (200 MHz; D,0), (8, ppm): 2,07 (s, 3H, CH3); 3,71 (s, 2 H,
CH;); 4,41 (d, 4H,CH;); 4,82 (s, 2H, CH; ); 6,74 (s, 1 H, CHx, ); 6,87
(s, 1H, CHar); 7,80-7,93 (m, 4 H,CHp, ); 8,42 (t, 2 H, CHa, ); 8,64 (d, 2
H, CHa ).
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3.1.1.3 Sintese dos precursores N, N’-(2-metilpiridil) — etileno-1,2-
diamina (precursor 3) e N, N’-(2-hidroxibenzil) — etileno-1,2-diamina

(precursor 4)
T
NH  HN
shr
<
O  MeOH ] precursor 3
1 H,N NH, + 2 R ———» R=—N N=—R /\42

St
" \1 /\

2 o NH HN
O X
2N OH OH HO

precursor 4

Esquema 3- Sintese dos precursores 3 e 4.

O precursor 3 foi obtido conforme método descrito na
literatura,"™® porém foram feitas pequenas modificagdes na etapa de
reducdo. Em baldo de 250 mL, contendo 40 mL de MeOH e 2,67 mL de
etilenodiamina (40 mmol; 60,10 g mol™; 0,897 g/cm®), foram
adicionados 7,65 mL de piridilcarboxialdeido (80 mmol; 107,11 g mol™;
1,12 g/lcm?), dissolvidos em 20 mL de MeOH. O procedimento foi
realizado mantendo-se o sistema sob banho de gelo, durante a adicéo, e
agitacdo magnética, sendo esta mantida por mais 4 horas. Transcorrido
esse tempo, o solvente foi evaporado, a pressdo reduzida, e o Gleo
resultante (imina) foi dissolvido em 50 mL de EtOH. A solugdo
etandlica, contendo a imina, foi transferida para recipiente apropriado a
hidrogenacdo e foram adicionados lentamente 5,35 g de catalisador
paladio/carbono 5%. A reacdo permaneceu durante 15 horas em
atmosfera de hidrogénio, pressdo de 45 psi e agitacdo. Apds esse
periodo, a reacdo foi interrompida e deixada em repouso por 1 hora,
antes da abertura do sistema. Posteriormente, o catalisador foi separado
da solucdo por filtracdo e o solvente evaporado. O produto foi obtido na
forma de um 6leo amarelo claro.

Rendimento: 88% (8,52 g; 35,18 mmol; 242,32 g mol™) em relagdo &
etilenodiamina.

IV (KBr) em cm™: v(N-H) 3300; v(C-Ha e C-Hair) 3062-2830; v(C=N
e C=C) 1589 —1430; 5(C-H,) 764.



61

RMN *H- & (400 MHz; CDCIl3) (8, ppm): 2.28 (s, 2 Hyn) 2.83 (s, 4 H,
CH,) 3.92 (s, 4 H; CHy) 7.08 - 7.24 (m, 2 H, CHp,) 7.28 - 7.37 (m, 2 H,
CHar) 7.64 (t, 2 H, CHa,) 8.55 (d, 2 H, CH,,).

Para a obtencdo do precursor 4 procedeu-se de forma
semelhante & do precursor 3 e conforme procedimento descrito na
literatura™®. Em baldo de 250 mL, contendo 80 mL de MeOH e 2,67 mL
de etilenodiamina (40 mmol; 0,897 g/cm® 60,10 g.mol™) foram
adicionados, gota a gota, 8,30 mL de aldeido salicilico (80 mmol; 1,14
glcm® 122,12 g.mol™). Imediatamente, ap6s a adicdo do aldeido,
observou-se a formacdo de grande quantidade de um solido amarelo
(imina). A formacdo do precipitado tornou necessaria a adicdo de mais
50 mL de MeOH, a fim de manter a agitacdo do sistema. O
procedimento foi realizado mantendo-se o sistema sob banho de gelo,
durante a adicdo, e agitagdo magnética, sendo esta mantida por mais 1
hora. Transcorrido esse tempo, realizou-se a redu¢do da imina através da
adicdo de 1,80 g de NaBH, (50 mmol; 37,83 g mol™), em pequenas
porcdes. Durante a reducédo o sistema foi mantido sob banho de gelo. A
reacdo permaneceu sob agitacdo por mais 2 horas, obtendo-se um
precipitado branco. O precipitado foi separado através de filtracdo,
lavado com agua gelada, seguido de metanol gelado e seco em
dessecador.

Rendimento: 95 % (10,08 g; 37,04 mmol; 272,34 g mol™*) em relacéo &
etilenodiamina.

PF: 124°C.

IV (KBr) em cm™: v(O-H) 3286; v(N-H) 3445; v(C-H,, e C-Haji) 3035-
2854; v(C=C) 1602 - 1400; 3(O-H) 1380; v(C-Osenol) 1252; 5(C-Hy)
757.

RMN 'H- (400 MHz; CDCl3) (8, ppm): 2,18 (s, 2 Hy.n) 2.85 (s, 4 H,
CH,) 4,01 (s, 4 H, CH,) 6,77 — 6,81 (m, 2 H, CHa/) 6,84 (d, 2 H, CHp,)
6,99 (d, 2 H, CHa) 7,18 (t, 2 H, CHpp).

3.2.2 Sintese dos ligantes mononucleantes

A sintese dos novos ligantes mononucleantes foi realizada a
partir do procedimento descrito na literatura para ligantes similares,®
com algumas modificagdes, tais como: solvente utilizado, tempo de
reacdo e ordem de adi¢do dos produtos.
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3.1.2.4 Sintese do novo ligante N,N,N’-tris(2-hidroxibenzil)-N’-(2-
hidroxi-5-metilbenzil)-1,2-etanodiamina - H,LM4

NH HN MeOH ©/\
o oy M 2 5
4 horas precursor 11

precursor 4

MeOH/TFA
NaBH,
OH HO
SqEps o g
/N
THF + N N
NeURNsaN g e
Et3N on
@6 5?/ 24 horas OH
ligante - (HsLM4) CMFF precursor 12

Esquema 4 - Sintese do ligante H,LM4.

O procedimento de sintese do novo ligante H;LM4 é
semelhante ao descrito anteriormente para a sintese dos outros trés
ligantes mononucleantes.

A primeira etapa envolve a reacdo ciclizagdo entre o precursor 4
e o aldeido salicilico, de forma a obter o precursor 11 (2,2’ {2-(2-
hidroxifenol)imidazolidina}—1,3—bis(metileno)difenol). Para obtencéo
do precursor 11 procedeu-se conforme a rota sintética descrita por
Schmitt e colaboradores.™® Foram adicionados 1,33 mL de aldeido
salicilico (12,92 mmol; 1,14 g cm® 122,12 g mol™) a uma solugdo
metanélica do precursor 4 (3,49 g; 13,9 mmol; 272,15 g.mol™; 100 mL
de MeOH). A reacdo permaneceu sob refluxo durante 1 hora, quando se
verificou a formacdo de um sélido amarelo escuro. O sélido foi filtrado,
transferido para béquer de 500 mL contendo n-hexano e aquecido até
ebulicdo. O aquecimento foi mantido até a mudanga de coloragdo do
precipitado de amarelo escuro para amarelo claro, “quase branco”. Apés
essa etapa o precipitado foi resfriado, filtrado e lavado com n-hexano
gelado e transferido para dessecador.

Rendimento: 93% (4,48 g; 11,92 mmol; 363,19 g mol™) em relacéo ao
precursor 4.

PF. 158,3 — 159. 1°C

IV (KBr) em cm™: v(C-Hg e C-Hyi) 3048-2831(2619); v(C=C)1589 —
1483; 5(0-H)1378; v(C-0) 1252; 5(C-H,) 760 (espectro no Anexo 10).
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RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) (5, ppm): 2,57 — 2,61 (M, 2H, CHae,)
3,08 — 3,12 (m, 2H, CHye) 3,49 -3,53 (d, 2 H, CH,) 3,69 - 3,73 (d, 2 H,
CHy) 4,20 (s, 1 H, CHyji) 6,67 — 6,77 (m, 4 H, CH,) 6,78 — 6,86 (m, 2
H, CH,) 7,01 — 7,13 (m, 4 H, CH,,) 7,18 — 7,24 (m, 1 H, CH,,) 7,32 (dd,
1 H, CHy).

RMN *C (400 MHz, DMSO-ds) (8, ppm): 49,3; 51,5; 85,5; 115,12;
116,1; 118,8; 121,7; 122,9; 128,1; 129,2; 129,8; 130,8; 155,8; 157,7.
(espectro de *H e **C no Anexo A).

A segunda etapa sintética refere-se a obtencdo do precursor 12
(N,N,N’-tris(2-hidroxibenzil)-etano-1,2-diamina) e segue 0 método
descrito por Schmitt'*:. Em baldo de 250 mL foram adicionados 3,00 g
(7,97 mmol; 376,18 g.mol™) do precursor 11 e 50 mL de MeOH. A
mistura foi entdo resfriada drasticamente até -100 °C, usando nitrogénio
liquido. Obtida essa temperatura, procedeu-se a adicdo lenta de 0,6 mL
de TFA (7,96 mmol; 1,49 g cm™®; 114,02 g mol™;), seguida de 0,493 g
NaBH, (13,03 mmol; 37,83 g. mol™) em pequenas aliquotas. A reacdo
permaneceu sob resfriamento durante 4h. Ap6s esse periodo, a
temperatura foi gradativamente elevada até 25 °C e a reagdo mantida sob
agitacdo, com protecdo de cloreto de calcio, durante 18 horas.
Posteriormente o solido foi filtrado, lavado com n-hexano gelado e seco
em dessecador.

Obs: durante todo o periodo de sintese 0 composto permaneceu na
forma sélida.

Rendimento: 80% (3,01 g; 7,97 mmol; 378,19 g mol™) em relacéo ao
precursor 11. .

PF=168.0-169.5 C

IV (KBr) em cm™: v(O-H) 3334; v(N-H) 3276; v(C-Hy € C-Hair)
3048-2732; v(C=C)1614 — 1416; 5(0-H)1363; v(C-O) 1257; 3(C-H,)
750 (espectro no Anexo A).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) (8, ppm): 2,55 — 2,58 (M, 2 H, CHe,)
2,71 -2,74 (m, 2 H, CH,,) 3,63 — 3,69 (m, 6 H, CH,) 6,69 — 6,76 (m, 6
H, CH,) 7,01 - 7,14 (m, 6 H, CH,,).

RMN C (400 MHz, DMSO-dg) (8, ppm): 45,2; 49,9; 51,9; 54,3;
115,4; 115,6; 118,7; 118,9; 123,5; 128,0; 128,6; 130,3; 156,7; 157,1
(espectro de *H e **C no Anexo A).

A terceira etapa refere-se a obtencédo do ligante H4,LM4 e segue
conforme esquema 7. Foram utilizados 2,50 g do precursor 12 (6,6
mmol; 378,19 g mol™) e 0,96 mL de Et;N (6,6 mmol; 726 g cm™;
101,19 g mol™) em THF. A essa solucéo foram adicionados 1,19 g do
CMFF (6,6 mmol; 184,62 g mol™) previamente dissolvido em 20 mL de
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THF. Apds o término da reacdo, o solvente foi removido e o produto
obtido como uma mistura dleo/sélido. A mistura foi dissolvida em
CH,CI,, lavada 3 vezes com solugdo aquosa saturada de NaHCOs,
filtrada em NaSQO, anidro e o solvente evaporado. O ligante H,LM4 foi
obtido como um sélido amarelo palha. Para purificagdo do produto, o
solido foi suspenso numa mistura de n-hexano/CHCI; (2:1) e aquecido
até a ebulicdo. Esse procedimento foi repetido varias vezes (= 4 vezes),
até que o solido se tornasse branco. A mistura sélido n-hexano foi
resfriada, filtrada, lavada com n-hexano gelado e transferida para
dessecador. Foram obtidos 3,12 g do novo ligante H,LM4 (5,93 mmol,;
526,25 g mol™) na forma de um sélido amarelado.

Rendimento: 90% em relagdo ao precursor 12.

PF:171.8-172.4°C

Estrutura cristalina no Anexo B. Cristais do ligante H,LM4 foram
obtidos a partir da evaporacdo lenta de uma solugdo do ligante em
acetato de etila.

IV (KBr) em cm™: v(O-H) 3273; v(C-Ha e C-Haif) 3042-2718;
v(C=0)1655; v(C=C) 1615 —1457; 3(O-H) 1365; v(C-0) 1252; 5(C-H,)
757.
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Figura 13 - Espectro no infravermelho do ligante H,LM4.

RMN 'H (400 MHz, CDCly) (8, ppm): 2,29 (s, 3 H, CH3) 2,78 (s, 4 H,
CHoaen) 3,58 — 3,69 (m, 8 H, CH,) 6,73 — 6,80 (m, 6 H, CH) 6,92 (d, 1
H, CH,) 7,00 (d, 2 H, CHy) 7,07 — 7,17 (m, 3 H, CHy) 7,23 (d, 2 H,
CHg) 9,81 (s, 1 H, COHy,), 0 espectro integrado encontra-se no Anexo
A.
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Figura 14 — Espectro de RMN 'H do ligante H,LM4 (400 MHz, CDCls).

RMN *C (400 MHz, CDCl;) (8, ppm): 19,9; 48,6; 48,8; 53,5; 54,3;
115,2; 121,7; 122,7; 123,2; 124,5; 127,6; 128,4; 128,7; 129,8; 130,8;
136,7; 156,2; 156,5; 158,7; 191,6.

fid.esp DMSO-d6
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Figura 15 - Espectro de RMN **C do ligante H,LM4 - (400 MHz; CDCI3).
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Espectrometria de massa (ESI-MS): CzH3sN,Os; espécie [HiLM4]
(m/z = 527,19 Da).
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Figura 16 - Espectro de massa panfg(%a)ligante H,LM4 em CHLCN, perfil
isotdpico experimental sobreposto ao perfil simulado (dentro), ESI-MS (-).

OBS: Em todas as etapas de sintese é importante que se mantenha o
resfriamento do sistema e protecdo com CaCl, ou NaSO,. Tais cuidados
sdo importantes, principalmente, nas etapas de abertura dos anéis dos
precursores ciclicos (aminais). Caso contrario, o equilibrio pode ser
deslocado em direcdo a reacdo com agua e assim pode ocorrer a perda
do anel.
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