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CONSIDERATIONS ON TEXTS TREATING THE DEVELOPMENT OF RUTHENIUM METALLODRUGS. It is relatively easy
to verify that literature focused on the planning and investigation of ruthenium complexes biological properties (and their possible

application as metallodrugs) has assumed certain generalizations that have been systematically repeated, mainly with respect to

parallelisms and antagonisms with the chemistry of iron and platinum. This work proposes a discussion on the construction of the
texts that deal with the theme, aiming to criticize the misuse of such generalizations.

Keywords: ruthenium; ruthenium complexes; metallodrugs; biological activity; cancer.

INTRODUCAO

H4 muito tempo € conhecido o importante papel dos fons
metdlicos nos processos bioldgicos e na formagio das estruturas
moleculares.! Um exemplo sdo as metaloproteinas (enzimas), que
desempenham fungdes tdo variadas quanto o transporte de oxigénio
no sangue, feito pelo centro ferro-heme da hemoglobina, transferén-
cias multieletronicas na respiragdo e transferéncias fotoinduzidas na
fotossintese.> Os metais também sdo encontrados na composi¢ao
de nutrientes essenciais como as vitaminas; para citar apenas um
exemplo, a vitamina B12 contém um fon de cobalto (Co) em sua
estrutura.'® Além disso, relatos de cerca de 5000 anos atrds jd reme-
tem ao uso medicinal dos metais.* Portanto, existe um grande apelo
para o uso de metais na formulag¢do de medicamentos em funcdo do
grande potencial dos cdtions metdlicos, como espécies deficientes em
elétrons, interagirem com residuos (bases de Lewis) de biomoléculas
como proteinas, enzimas e o proprio DNA e desse modo interferi-
rem em processos metabdlicos, fisiolgicos e patoldgicos das mais
diversas naturezas.’

No caso particular dos compostos de ruténio, hd muitos anos
existe uma série de abordagens que vao desde estudos sobre sua agao
fungicida, passando por sua atividade anti-inflamatdria,® antibidtica,’
anticarcinogénica,® até seu uso indireto como fotosensibilizador em
terapia fotodindmica, seja a partir de complexos com ligantes poli-
piridinicos hidrofébicos (bons intercaladores em DNA) ou a partir
de complexos liberadores de NO.*!!

Este trabalho tem como objetivo propor uma reflexdo sobre
a construgdo dos textos (predominantemente na forma de artigos
cientificos) que tratam do planejamento e investigag¢ao das proprie-
dades biolégicas de complexos de ruténio e sua eventual aplicacio
como metalofdrmaco. E possivel verificar facilmente (autores
familiarizados com o assunto concordario) que a literatura focada
no tema assumiu certas generalizacdes sobre a quimica do ruténio
que, com o tempo, praticamente alcangaram o status de dogma
e tém sido sistematicamente repetidas sem maiores discussoes,
principalmente no que diz respeito a paralelismos e antagonismos
com a quimica dos elementos ferro e platina. Para propor, entdo,
esta reflexdo, este texto ndo tem como objetivo apresentar uma
revisdo exaustiva sobre o tema, nem tampouco discutir o estado da
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arte focando em referéncias bibliograficas especialmente recentes.
Ao contrdrio, grande parte das referéncias apresentadas aqui foram
selecionadas por serem exemplares no que diz respeito a constitui¢io
e repeticdo das “verdades absolutas” sobre o ruténio, as quais estdo
sendo propagadas na literatura. Se por um lado esta reflexdo pode
apenas reforcar o espirito critico do pesquisador mais experiente
e, portanto, ja consciente da questdo, por outro ela certamente ¢
relevante para estudantes e pesquisadores que estio se aproximando
do tema pela primeira vez.

METALOFARMACOS DE RUTENIO

O evento que realmente despertou o interesse no desenvolvimento
de farmacos a partir de compostos metdlicos foi a descoberta, feita
por Rosenberg em 1965,'? da atividade antitumoral da chamada
“cisplatina” (cis-diaminodicloro-Pt")."* Sua atividade anticarcino-
génica € bem estabelecida para cancer de testiculo, ovdrio, cabega,
pulmao, estdmago e esdfago e sua citotoxicidade € fungdo da sua
capacidade de ligar-se ao DNA. O complexo passa por reagdes de
aquacgdo das duas posicdes originalmente ocupadas pelos ligantes
cloro e, posteriormente, liga-se covalentemente a uma fita do DNA.
Uma vez ligada, a cisplatina causa uma distor¢do na estrutura da
dupla hélice do DNA, comprometendo sua transcri¢do e replicacao,
interferindo, portanto, no desenvolvimento das células tumorais.>!*
Porém, a cisplatina, bem como outras duas drogas andlogas em uso
clinico (carboplatina e oxaliplatina), apresentam alta toxicidade
sistémica, levando a tratamentos extremamente debilitantes devido
aos efeitos colaterais indesejados (toxicidade renal, nduseas severas,
diminui¢do da produ¢do de medula éssea, entre outros), além de
serem inativas (por resisténcia intrinseca ou adquirida) contra varios
tipos de células tumorais e, principalmente, ndo apresentam efeito
em fase metastatica.'>'®

Em func¢ao de limitagcdes como as exemplificadas acima, hd uma
busca acentuada por alternativas de formacos baseados em complexos
de coordenacdo ou organometdlicos, com algum interesse naqueles
que combinam um centro metalico com farmacos orginicos com
atividade farmacoldgica ja explorada.'” A importancia desta estratégia
foi reconhecida ha muito tempo na literatura, uma vez que o resultado
desta combinagdo tem proporcionado melhoras no que diz respeito
aos efeitos colaterais e a resisténcia associada a certas drogas com
arcabougo exclusivamente orgénico.'>8
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De importancia histérica podemos citar o “vermelho de ruté-
nio”. Este composto consiste no complexo polinuclear de valéncia
mista [(NH;);RuORu"vY(NH;),ORu™(NH;);]°*."” Sua afinidade
por polissacarideos (componentes presentes em biomembranas)
permite sua utilizagdo em exames cintilogrificos e, portanto, a
visualizagdo de tumores. Além disso, por se ligar preferencialmen-
te a uma série de proteinas carregadoras de cdlcio, interfere em
processos metabdlicos mediados por este fon. Na sua formulagdo
comercial ocorre uma impureza chamada Ru360, cuja féormula é
[X(NH;),RuORu"v(NH;),X]*, X = CI ou OH".’ Hoje € sabido que
0 Ru360 € de fato o composto responsdvel por interferir no processo
de entrada de Ca* na mitocondria.”

Complexos de ruténio t€m sido utilizados também como sensi-
bilizadores em terapia fotodinamica (TFD), que envolve o uso de luz
para matar células tumorais.”! De modo geral, para ser ttil em TFD um
composto deve conter sitios de interag¢@o hidrofébica para que possa
ser incorporado a biomembranas® e ao DNA;* deve apresentar um
estado fundamental estdvel em meio fisiolégico e deve, idealmente,
absorver luz entre 600 nm a 800 nm (a chamada janela terapéutica),
radiagdo com boa penetra¢do em tecidos de organismos vivos.*

Em se tratando de ruténio, os andlogos funcionais a cisplatina
sdo os complexos denominados NAMI-A e KP1019 (Figura 1) e seus
congéneres.” Os primeiros artigos sobre a atividade anticancer de
compostos de ruténio datam da década de noventa do século passado,
significando que pesquisas com esse foco comecaram alguns anos
antes.” Ou seja: a investigacdo da aplicagido de complexos de ruténio
como quimioterdpicos para cancer tem aproximadamente 30 anos de
ocorréncia sistemdtica e pode ser considerada, portanto, como nova.
Os préximos trés pardgrafos mostram alguns aspectos relacionados
a este tema e foram predominantemente baseados em dois trabalhos
de revisdo do inicio dos anos 2000 que, portanto, refletem a menta-
lidade vigente nos anos 90 do século passado. Este trecho foi feito
desta forma a fim de, em um segundo momento, permitir ressaltar
as virtudes e problemas que a literatura vem carregando quando o
assunto € metalofdrmacos de ruténio.
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Figura 1. Estrutura dos complexos NAMI-A e KP1019

Admitia-se que complexos cujo centro metalico € o ruténio
possuem boa aplicagdo clinica principalmente devido a baixa toxi-
cidade do metal.! Isto foi atribuido a semelhanca das propriedades
fisico-quimicas deste fon metélico com as do fon ferro.?” O organismo
consegue proteger-se dos efeitos causados pelo excesso de ferro
através do aumento da produgdo de proteinas captadoras de ferro,
como a transferrina e a albumina.?® Postulou-se que 0 mecanismo
de defesa contra a toxicidade do ruténio seria o mesmo.!" Essa
“crenga” se estabeleceu ap0s a publicacio de estudos da interacdo da
HSTTf (transferrina sérica humana) com cloreto de ruténio marcado
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("RuCly).” Acreditava-se, também, que a existéncia ou ndo de
toxicidade associada ao metal poderia estar relacionada aos seus
estados de oxidac@o acessiveis em meio fisiolégico (I, III e IV).
Esses estados seriam acessiveis possivelmente em decorréncia da
acdo de agentes redutores como o dcido ascérbico ou de enzimas
como a citocromo oxidase.!!

Além da semelhanca com o ferro, a presumida baixa toxicidade
em funcdo de resultados de citotoxicidade in vitro e da possivel
ocorréncia de uma quimica redox relevante in vivo,* a busca por
complexos ativos de ruténio considerava que sua atividade deveria
estar relacionada com os mecanismos de atuagéo da cisplatina.'!=!32
Portanto, aspectos da cinética de aquacdo de complexos de ruténio
em meio aquoso e pH fisiolégico sempre foram pontos criticos no
planejamento de candidatos a metalo-farmacos baseados em ruténio.*

Com estas premissas em mente, iniciou-se a investigacdo das
propriedades biolégicas dos complexos NAMI-A, KP1019 e seus
andlogos. Ambos apresentam atividade em relagdo a tumores em
fase de metdstase, sendo baixa sua toxicidade sistémica em doses
farmacologicamente ativas.'>

A partir deste ponto e, apesar da vasta literatura disponivel sobre
o tema na forma dos artigos originais e de uma série de trabalhos
de revisdo mais recentes,™ minha andlise estd predominantemente
relacionada ao conteddo de dois artigos de revisao, referéncias 32 e
35, por haver um alinhamento de ideias. E ttil informar que ha uma
variedade estrutural enorme nos complexos de ruténio que apresen-
tam alguma atividade bioldgica. No entanto, tratar dos complexos
NAMI-A e KP1019 € inescapdvel a qualquer tentativa de falar sobre
metalofdrmacos baseados em ruténio, uma vez que estes compostos
530 os Unicos dois que chegaram a fase de testes clinicos (Fase I para
0 KP1019 e Fases I e II parao NAMI-A). Sendo assim, as referéncias
32 e 35, bem como as referéncias nelas citadas, servem como base
para o resto deste texto.

E uma médxima da quimica que elementos pertencentes a um
mesmo grupo (ou familia, para os mais velhos) na Tabela Periédica
tém propriedades afins. Com base nessa “verdade”, generalizou-se
a hipétese de que, sendo o ferro um metal essencial e sendo o ru-
ténio um metal do mesmo grupo, entéio a aparente baixa toxicidade
de compostos de ruténio derivaria do fato de que o ruténio usaria o
mesmo “maquindrio biolégico” do ferro e seria, em ultima andlise,
metabolizado e excretado pelas mesmas vias. E curioso como uma
afirmacdo dessa ordem € sistematicamente repetida pelos mais diver-
sos autores (incluindo-me nesse grupo). E explicacio recorrente nas
salas de aula que, de modo geral, os metais “pesados” sdo toxicos
justamente por substituirem metais essenciais parecidos em termos
de suas relacdes carga/raio em seus sitios bioldgicos (geralmente
metaloproteinas).*®

Além disso, o ferro, sendo um metal do primeiro periodo de tran-
sicdlo, apresenta o fendmeno chamado de “equilibrio de spin”. Sendo
assim, a distribuicdo eletronica dos fons Fe(Il) e Fe(II) € altamente
dependente dos ligantes presentes em sua esfera de coordenagao e daf
decorre o fato de que seu raio € varidvel, ndo apenas em funcio da
varia¢@o de nox / carga nuclear efetiva, mas também em fun¢do dos
efeitos eletronicos de estabilizacao relativa das distribui¢des de spin
alto e spin baixo. Ja o ruténio predomina na condicéo de distribuigdo
eletronica de spin baixo, portanto, apresenta um valor praticamente
fixo de raio para cada estado de oxidag@o. O fato do ruténio apresentar
um raio maior o torna um dcido mais mole do que o ferro, o que tem
implicagdes importantes na sua reatividade. Portanto, ndo € adequado
justificar um estudo de complexo de ruténio com base na ideia de
que suas propriedades, no que diz respeito a atividade bioldgica e
citotoxicidade, decorrem de sua semelhanca com o ferro.

Propagou-se também a ideia de que a acessibilidade a vdrios
estados de oxidag@o, embora indubitavelmente seja uma propriedade
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importante, seria um pré-requisito para a atividade bioldgica do
ruténio. Bem, na grande maioria dos casos estudados, valores de
potencial para os processos redox Ru(I1V) / Ru(Ill) / Ru(Il) foram
determinados mediante reagdes de eletrodo, em solugdes organicas
ou aquosas de pH fisioldgico, na auséncia ou nao de moléculas de
interesse biol6gico como a albumina. Ou ainda foram verificadas
as reagdes em solugdo de complexos com agentes redutores como
o dcido ascdrbico e a glutationa, ou oxidantes como o per6xido
de hidrogénio. Infelizmente, assumir que as propriedades redox
observadas nas condigdes experimentais mencionadas possam ser
estritamente extrapoladas para a quimica redox que venha a ocorrer
in vivo € temerdrio, por mais que seja conveniente. A tnica situacao
na qual os valores de potenciais redox observados em tais condi¢des
podem manter um alinhamento com a quimica redox in vivo seria
para casos onde os complexos sdo inertes, assumindo ainda que a
inércia quimica observada em solugio se manteria diante dos mais
variados tipos de proteinas presentes in vivo.

Uma dificuldade intrinseca de se correlacionar resultados quimi-
cos € in vitro com o que esperar in vivo para complexos de coordena-
¢do deriva do fato de que in vivo ainda ndo se tem conhecimento, nem
tampouco controle, das estruturas que efetivamente estdo presentes.
Naio se sabe quais sdo os potenciais redox das espécies efetivamente
ativas. Isso ocorre em funcao de dois fatores: a labilidade dos com-
plexos de ruténio (naturalmente relacionada a sua esfera de coorde-
nag¢do) e sua tendéncia de se ligar a proteinas séricas. Alguns poucos
estudos de raios-X ja mostraram que complexos inertes em solugio
perdem seus ligantes e interagem com a albumina como fons nus,
coordenando-se preferencialmente a residuos de histidina, no caso
do ruténio(IIT).’”* Portanto, as propriedades de inércia / labilidade
dos compostos de ruténio observadas em solugio aparentemente nao
sdo reproduzidas na presenca de proteinas séricas.

Entdo, seria mais razodvel dizer que ndo € tdo importante avaliar
compostos cujos potenciais redox em solu¢do ocorrem em valores
acessiveis em meio aquoso de pH 7,4. Mais importante seria avaliar
compostos cujos potenciais redox possam ser modulados em uma
faixa de potenciais acessiveis em meio bioldgico.

J4 a questdo da labilidade / inércia dos compostos de ruténio nos
remete as comparacdes com os mecanismos de acdo da cisplatina. O
primeiro comentdrio a fazer diz respeito ao fato de que, inicialmen-
te, buscava-se por complexos de ruténio que apresentassem taxas
de hidrélise compardveis as dos compostos de platina nas mesmas
condigdes.

A contraposicdo da labilidade / inércia dos compostos de ruténio
com a platina € algo que também costuma ser invocado nos artigos.
O Ru(III) € considerado nesses textos como sendo, necessariamente,
mais inerte que a Pt(II).>**° Se levarmos em conta que a energia de
estabilizacdo de campo cristalino, sendo um efeito eletrdnico, € o
principal fator a ser considerado, poderiamos concluir que este fon
ndo € mais inerte que a Pt(Il). Podemos verificar isso a partir da
posicdo relativa dos dois elementos na tabela periddica e nos valer
de argumentos simples da quimica de coordenagdo, como a variagao
periddica de A, (parametro de desdobramento de campo cristalino) e
os efeitos de estabilizacdo daf originados. No entanto, a carga maior
no fon Ru(II) contribui para uma maior inércia em reagdes de subs-
titui¢do tanto quanto a geometria quadrado planar dos complexos de
Pt(I) levam a uma maior reatividade em comparagdo com complexos
octaédricos, tipicos para os fons Ru(Il) e (I1I).

Normalmente a generalizacdo de que compostos de ruténio sao
(sempre) mais inertes que os de platina se presta a balizar a hipotese
de que para um metalofdrmaco ser ativo ele precisaria passar pelo
que se chama de “ativag@o por reduc¢do”. Ou seja: um composto de
Ru(IIl) seria ativo apenas apds ser reduzido. A redugdo o tornaria
mais 14bil e mais apto a interagir com bioalvos. Novamente hd um
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viés conceitual, pois o fon Ru(I) de configuracdo d°tenderia a ser
mais inerte do que o fon Ru(IIl) d°, novamente considerando as
energias de estabilizagdo de campo ligante (efeito eletrdnico), que
¢ mdxima para fons d® dos segundo e terceiro periodos de transi¢@o,
em geometria octaédrica.

Fazendo uma digressio, essa linha argumentativa é conveniente,
pois leva a outra generalizacdo: a de que um complexo obrigatoria-
mente precisa passar por uma via redutiva, ji que o ambiente dos
tumores € redutor (devido a hipdéxia). A via redutiva oferece hipote-
ticamente um meio de controle da atividade: compostos de Ru(III)
sdo inertes e inativos até atingirem o tumor, onde seriam reduzidos
e passariam a expressar sua atividade. Ou seja: criou-se uma linha
argumentativa que habita o imagindrio das pessoas envolvidas na drea
e que embute alguns problemas conceituais, mas que, confortavel-
mente, presta-se a estabelecer como certo que compostos de Ru(I1I)
precisam ser inertes para serem ativados por reducdo apenas quando
chegarem ao seu bioalvo, o tumor.

Em primeiro lugar, hoje, em 2018, parece haver consenso de que
os tumores primdrios (sélidos) ndo sdo os alvos preferenciais dos
complexos de ruténio. Fato € que existe uma variedade de exemplos
na literatura de complexos de Ru(III) e Ru(II) que sdo mais ou menos
inertes em diferentes condigdes, especialmente no que diz respeito
a presenca ou nao de uma proteina como a HSA (albumina do soro
humano) no meio reacional. Essa frase ocorre aqui apenas para dizer
0 6bvio: ndo € de todo realista tentar racionalizar o comportamento
de complexos com esfera de coordenagdo mista, em meio bioldgico,
com argumentos exclusivamente baseados na teoria cinética original
de Taube. A linha de andlise € obviamente correta, no entanto, hd
que se estudar caso a caso. Os argumentos sobre labilidade e inércia
apresentados acima em termos de estabilizagdo relativa de reagentes
e produtos com base em A sdo validos para os chamados “comple-
xos de Werner”, que sdo complexos octaédricos homolépticos com
ligantes “simples” como a d4gua, a amonia ou os haletos. Além disso,
aracionalizagdo (reitero, correta) do comportamento cinético de um
fon metdlico a partir da estabiliza¢ao relativa dos reagentes e produtos
por energia de estabilizagido de campo ligante € apresentada nos livros
textos para reagdes de substituicdo de dgua coordenadas (ou seja,
de solvente), o que ndo tem paralelo com os complexos NAMI-A,
KP1019 e outros estudados como candidatos a formacos.

O que se sabe € que a reacdo de hidrélise da cisplatina € impor-
tante para sua atividade, uma vez que € o complexo aquo que se liga
ao DNA. A reagdo de interesse (aquag@o) ocorre em um intervalo de
poucas horas (cerca de duas) nas concentragdes de fons Cl- presen-
tes no meio celular (4 — 20 mmol L), intervalo compativel com os
processos de divisdo celular. Ja os complexos de Ru(Ill) da familia
do NAMI-A e KP1019 sofrem reac@o de substituicao de fons cloreto
mesmo nas concentragdes mais altas desse anion encontradas no
meio extracelular (~150 mmol L"), o que responderia em parte por
sua grande afinidade por proteinas séricas. Hoje ja foi descrito, no
entanto, que mais de 90% da dose de cisplatina administrada por via
intravenosa € desativada por ligacio com proteinas séricas. Ou seja:
as taxas de hidrdlise desses complexos ndo sdo dependentes apenas
da concentragio de Cl no meio. A reatividade na presenca de pro-
tefnas séricas possivelmente nido ¢ a mesma em compara¢io com a
reatividade estudada em solug@o.

O conhecimento sobre os mecanismos de acdo da cisplatina e seus
andlogos € muitissimo maior do que o conhecimento acumulado para
os compostos de ruténio. J4 estd bem estabelecido que a cisplatina
atua preferencialmente em tumores, e mais, atua diretamente no DNA.
Portanto, € pré-requisito para sua atua¢do que o complexo seja inter-
nalizado pelas células. No caso do ruténio, a grande verdade € que os
mecanismos de suas agdes bioldgicas ndo estdo seguramente descri-
tos. Contudo, no que diz respeito a cancer, a maioria dos compostos
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de ruténio ndo atua diretamente em tumores primdrios. Ao contrario,
tém atividade relevante em fase de metdstase. Aparentemente esse
comportamento pode ser explicado em funcéo de dois fatores ja
investigados: a internalizac@o (ou “uptake” celular) € baixa no caso
dos complexos de ruténio e os mesmos apresentam alta afinidade por
proteinas séricas. Até o momento uma das melhores hipdteses para
explicar a atividade anti-metastatica dos complexos de ruténio seria
sua capacidade de se ligar ao coldgeno na matriz extracelular e as
proteinas do tipo da actina na superficie celular, de modo a interferir
na mobilidade de células cancerigenas invasivas.

Esses fatos mostram que o DNA ndo necessariamente deva ser
um alvo pretendido quando se idealiza a estrutura quimica de um
candidato a metalo-fairmaco. Obviamente, para que o DNA seja um
bioalvo realista, o complexo em avaliac@o precisa ser internalizado.
Verifica-se que o aumento global da hidrofobicidade do complexo (ob-
tido pela escolha de ligantes organicos) aumenta sim a interacio dos
mesmos com biomoléculas. E isso tem como consequéncia maiores
valores de “uptake” celular, possivelmente relacionado ao aumento
na intera¢do dos complexos com estruturas da membrana celular.

E necessério, porém, desmistificar a ideia de que a presenca de
ligantes organicos hidrofébicos e, muitas vezes, aromdticos e plana-
res que servem como ancora para a interacdo dos complexos com
biomoléculas, implica necessariamente em ganho nas propriedades
de um metalofarmaco. O aumento na hidrofobicidade se traduz, de
modo geral, em aumento de lipofilicidade. Muito embora tenha sido
demonstrado que, geralmente, esse fato implique em aumento de
citotoxicidade nos ensaios in vitro, isso também aumenta os tempos
de reten¢@o dos complexos no organismo e pode aumentar também
sua toxicidade geral.

Daqui deriva outro ponto que precisa ser levantado: o que busca-
mos quando idealizamos um candidato a metalofarmaco? Geralmente
buscamos planejar aspectos estruturais que garantam citotoxicidade
em concentracdes seguras. Ora, o NAMI-A foi investigado justamente
por sua citotoxicidade ser baixa, pois ele atua em processos que levam
a morte celular sem apresentar alta citotoxicidade in vitro. A dico-
tomia citotoxicidade vs toxicidade € evidente no caso do NAMI-A:
os testes clinicos foram descontinuados ap6s a conclusio da fase 11
pois, apesar da baixa citotoxicidade nos testes in vitro e in vivo em
fase pré-clinica, o composto mostrou-se téxico nas condi¢des de
realizagdo dos testes em humanos.

Portanto, o fato de que altos valores de citotoxicidade ndo preci-
sam ser necessariamente um objetivo a ser alcangado no desenho de
candidatos a metalo-firmacos de ruténio, e do conhecimento de que
sua internalizagdo € baixa, confere relevancia aos ensaios de interacio
dos complexos de ruténio com proteinas séricas. Naturalmente esses
aspectos devem ser investigados caso a caso, mas para os propositos
deste texto, a generalizacdo € vélida.

O NAMI-A € o melhor exemplo disso. Nos testes clinicos de
fase II, apresentou toxicidade tdo alta aos pacientes que 0 composto
foi, finalmente, descartado. Ao contrdrio, o complexo KP1019, que
apresenta citotoxicidade in vitro em geral superior a observada para
o NAMI-A, apresentou-se menos toéxico em humanos nos testes
clinicos de fase L.

Serd que o NAMI-A € de fato ruim? Alessio pondera que, no-
vamente, caiu-se na armadilha do paralelismo “obrigatério” com
a cisplatina.*® De modo bem simplificado, os testes clinicos foram
realizados segundo protocolos que levaram em consideraco a atuagao
dos fadrmacos a base de platina. Estes atuam no DNA e, como j4 dito,
os complexos de ruténio tém como principal alvo biolégico proteinas
séricas e sua internalizagdo nas células costuma ser baixa. No entanto,
¢é 6bvio que essas interacdes podem ser moduladas, principalmente
em funcdo da concentragdo do farmaco. Foi demonstrado que a
internaliza¢@o de compostos de ruténio aumenta em concentracdes
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altas (> que 100 umol L) devido & maior taxa de ligagdo a apo-HSTf
(a apo-HSTIf ¢ a forma livre de ferro da HSTY). A transferrina € uma
proteina que apresenta seletividade ao ferro quando este estd em
excesso em relacdo a outros metais e quando hd também excesso de
albumina, que se ligard preferencialmente a esses outros metais. Ou
seja: a transferrina € seletiva a ferro nas condigdes fisiologicas. No
entanto, ela € capaz de se ligar a vdrios outros metais, especialmente
se a concentracio dos mesmos for alta. Tumores, por serem muito
vascularizados, precisam de um aporte alto de ferro. Portanto, ha
um aumento de receptores de HSTf em sua superficie. Desse modo,
o aporte do complexo de ruténio seria maior no tumor se fosse ad-
ministrado em quantidades altas. Os testes, grosso modo, seguiram
os protocolos de administragdo dos farmacos a base de platina e
utilizou-se concentragdes tdo altas quanto 600 pumol L' m?. Foram
deixados em segundo plano o conhecimento de que os mecanismos
de acdo dos complexos de ruténio sdo diferentes e que as atividades
conhecidas ocorrem em faixas de concentragdo muito mais baixas.

A HSTf € uma proteina com uma fungéo especifica, ela € respon-
savel pela internalizacéo do ferro nas células. Experimentos in vitro
mostraram que, quando se incuba células com HSTf previamente
carregada com KP1019, sua internalizacdo diminui em comparagio
com a incubacdo com o complexo em solucdo. Esse fato sugere
que, embora a ligagdo da HSTf com o complexo de ruténio ocorra,
é possivel que o aduto formado ndo tenha a conformagio correta
para interagir com os receptores celulares. Esse ponto ganha forga
mediante a observacdo de que a internalizacdo do KP1019 aumenta
quando se utiliza uma HSTf pré-carregada com ruténio e ferro, res-
pectivamente nas proporcdes 1:1:0,3. Por fim, apesar da capacidade
da HSTT se ligar a alguns complexos de ruténio em determinadas
condi¢oes e de ter sido verificada a internalizagdo nas células, por hora
nada se sabe sobre a capacidade dos adutos HSTf-Ru e HSTf-Ru-Fe
liberarem ruténio nas mesmas condi¢des fisioldgicas da liberagdo do
ferro (redug¢@o em meio 4cido a Fe(II) com consequente diminui¢io
de afinidade pela proteina).

Além dos fatos discutidos acima, outro aspecto inescapdvel € a
grande diferenga de concentragio plasmatica entre a HSA (da ordem
de 600 pmol L'') e da HSTT (varia entre 20 a 30 pmol L). In vivo,
¢ muito mais provavel a ocorréncia de ligacdes inespecificas entre
complexos de ruténio com a HSA. A HSA parece ndo ter nenhum
papel especifico além de transportar e armazenar 0s compostos,
mantendo sua concentra¢do plasmatica constante.

Diante deste cendrio (especificidade para ferro nas condi¢oes
fisioldgicas e atuagdo dos compostos de ruténio no meio extracelular),
talvez ndlo seja tdo importante estudar as interagdes de complexos
de ruténio com a HSTf. Em outras palavras, talvez ndo seja rigoro-
samente necessdrio buscar complexos cujo alvo seja 0 DNA, uma
vez que qualquer atuag@o nesse sentido depende da internalizagio
do complexo de ruténio na célula (assumindo que a principal via de
internalizagao seria mediada pela HSTT). Reitera-se a relevancia da
realizacdo do estudo das interagdes dos complexos com a HSA. A
avaliagdo das interacdes fracas que se estabelecem entre complexo
e a HSA ¢ extremamente relevante, pois estas intera¢des dirigem a
posterior formagao de adutos covalentemente ligados, normalmente
com residuos de histidina (cujo grupo ligante para o ruténio ¢ um
imidazol). Recentemente foi levantada a possibilidade de que sdo os
adutos HSA-Ru que seriam responsdveis pela atividade observada
para o NAMI-A e o KP1019 in vivo.

Nao serd de uma hora para outra que a comunidade abandonard
a ideia de que os compostos precisam obrigatoriamente ser interna-
lizados para serem ativos e, portanto, de que € necessdrio continuar
investigando a HSTf. No entanto, se isso ocorrer, as mesmas ques-
tdes sobre como o ruténio seria liberado de seu aduto com proteina
sérica para realizar suas fungdes serdo centrais. Do ponto de vista
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estritamente quimico, as ligagdes Ru(I1I) / Ru(Il) com a histidina sdo
estdveis e pouco labeis.

A ultima questdo que gostariamos de levantar diz respeito a
quando o metalo-formaco atua como a droga em si, ou quando
ele atua como uma pro-droga. A defini¢do de um complexo como
metalofarmaco passa pela ideia implicita de que € a estrutura origi-
nalmente administrada que tem a atividade bioldgica. A pré-droga
seria 0 composto quimico que, apds sua administragio, sofreria algum
grau de biotransformac@o e os novos produtos gerados in vivo € que
seriam efetivamente ativos.

No caso dos complexos de coordenagdo e particularmente no
caso dos compostos de ruténio, o leitor menos familiarizado com a
drea costuma encarar o complexo como um mero “carregador” de
ativos organicos (os ligantes) e que, na melhor das hipéteses, sofrerd
reagdes de substitui¢do (aquacdo, por exemplo) in vitro ou in vivo,
liberando o ativo organico. De modo geral ndo se tem considerado o
outro lado da histdria, o fato de que em reagdes de substitui¢do em
meio bioldgico, a espécie de interesse pode ndo ser aquela que foi
liberada do composto, mas sim a nova espécie metélica. Ha sugestdes
na literatura de que, em dltima andlise, as agdes bioldgicas observadas
para os complexos da familia do NAMI-A (e KP1019) teriam origem
na simples perturbagao das vias metabdlicas do Fe(III). Essas pertur-
bacdes ocorreriam apés a perda dos ligantes e a substitui¢do do fon
de ferro pelo fon de ruténio nu em metaloproteinas. Essa ¢ a tnica
linha argumentativa que passa pela ideia de biomimetismo original-
mente preconizada na bioinorgéanica: as eventuais semelhancas entre
o ferro e o ruténio, por serem metais do mesmo grupo, permitiriam a
substitui¢do em sitios bioldgicos de ferro, conferindo sim toxicidade
aos compostos de ruténio.

Entdo, trés tipos “bésicos” de complexos podem ser considerados
como candidatos a metalofdrmacos: a) compostos inertes (metalofar-
maco propriamente dito); b) compostos que liberam grupos funcionais
especificos, como o 6xido nitrico, mediante estimulos controlados
(pré-droga) e c) complexos ldbeis como o NAMI-A, que assumem
outra composi¢do in vivo pela perda de seus ligantes (pré-droga;
neste caso a espécie ativa ndo seria os ligantes liberados e sim o
aduto metalico formado).

CONCLUSAO

A conclusdo (superficial) que a andlise apresentada pode sugerir a
um leitor desavisado € a de que, entdo, ndo haveria sentido no desen-
volvimento de enormes quantidades de artigos académicos focando
estudos em solucdo e in vitro de complexos candidatos a farmacos.
Nada poderia ser mais equivocado! A ideia aqui € trazer a tona a dificul-
dade de tratar dados obtidos em soluc@o e in vitro como preditivos do
comportamento in vivo. O comportamento in vivo pode ser muitissimo
imprevisivel, especialmente por que nio temos controle de todas as
varidveis envolvidas. Essa €, de fato, a tinica limitacdo. No entanto, é
o comportamento estabelecido a partir de estudos académicos que per-
mite a obten¢do reprodutivel de um material em quantidades e pureza
adequadas. E o que desperta interesse a partir de alguma propriedade
distintiva. E mais: ndo haveria rigorosamente nenhuma chance de se
realizar experimentos in vivo, seja em protocolos animais ou em huma-
nos, sem o acimulo de um grande nimero de dados coletados in vitro
que permitam inferir sobre a atividade e toxicidade de um candidato
a fdrmaco. A pesquisa académica € inescapdvel.

Do ponto de vista apresentado neste texto, apds mais de trinta
anos de investiga¢des focando a atividade bioldgica de complexos
de ruténio, simplesmente ndo serd mais o bastante (talvez ndo seja
sequer possivel!) justificar estudos dessa natureza a partir de gene-
ralizagdes sobre o comportamento do ruténio e paralelismos com o
ferro e a platina. E preciso sim levantar dados de exemplos, tal qual
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0 NAMI-A, para os quais alguma atividade relevante tenha sido de-
monstrada. >3 E preciso ndo abandonar pesquisas de cunho bisico,
que focam alvos cldssicos como o DNA, mas fazé-las com um olhar
mais arejado, mais critico.*! E mandatério investigar outros aspectos,
como o metabolismo e as possiveis interacdes cruzadas dos candidatos
a farmacos com outros compostos quimicos. E, por fim, é preciso
ndo se intimidar diante de complexos metalicos cuja estrutura nio
apresente nenhum aspecto facilmente reconhecivel como promissor
no planejamento de um farmaco.
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