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RESUMO

Até 2030 estima-se que ocorrerdo 27 milhdes de novos casos de cancer no mundo.
Em decorréncia deste alto numero de casos, estudos em busca de novos
quimioterapicos que sejam eficientes para o tratamento do cancer tém se intensificado.
Os complexos de ruténio tém-se destacado dentre os complexos de metais que tém
sido estudados para o tratamento do cancer por demonstrarem caracteristicas de
seletividade para as células tumorais e, consequentemente, serem menos toxicos para
as células normais. Diante disso foi avaliado o potencial citotoxico de seis novos
complexos de ruténio (Il) e dois desses com atividade promissora foram selecionados
para avaliar o potencial genotoxico, 0 mecanismo de morte e a interferéncia na cinética
do ciclo celular. A citotoxicidade foi avaliada pelo teste do MTT que mostrou que todos
0s complexos testados apresentaram inibicdo da viabilidade nas células tumorais de S-
180 e K562 em concentragdes baixas e uma citotoxicidade em concentra¢gées maiores
para células normais de L-929 e linfécitos humanos. Os complexos de ruténio
denominados Ru 05 e Ru 08 obtiveram os melhores resultados no teste de MTT e
foram selecionados para os testes de mecanismo de morte celular e de
genotoxicidade. Os dados indicaram que os Ru 05 e Ru 08 induziram mudangas no
ciclo celular através do teste realizado por citometria de fluxo, aumentando a
guantidade de células na fase GO/G1 e diminuindo na fase de sintese em 24 e 48
horas de tratamento. Para o Ru 05 houve um aumento na quantidade de células na
fase Sub-G1, levando ao indicativo de morte celular por apoptose e dano celular,
entretanto, nem o Ru 05 quanto o Ru 08 apresentaram dano significativo ao DNA no
teste Cometa em 24 e 48 horas. Ambos os complexos induziram o aumento da
quantidade de células positivas para Anexina-V pelo teste de citometria de fluxo,
sugestivo de morte celular por necrose ou apoptose, no entanto, o0 Ru 05 induziu
alteracdo no potencial de membrana mitocondrial, aumentou a expressédo dos genes
Bax, Caspase 9 e Tp53 realizado por PCR em tempo real e diminuiu a quantidade da
proteina anti-apoptética Bcl2 ativa nas células de S-180, levando a inferir que o
complexo pode estar desencadeando morte celular por apoptose via intrinseca

dependente de caspase. Ja o Ru 08 nado alterou estatisticamente o potencial de



membrana mitocondrial celular, aumentou a expressédo dos genes de Caspase 3, 8, 9
e Tp53, reduziu a quantidade de proteina anti-apoptética Bcl2 ativa e aumentou a
quantidade da proteina Caspase 3 ativa nas células de S-180 tratadas, permitindo
inferir que esse complexo pode estar atuando pela via extrinseca. Porém, outros
marcadores especificos sdo necessarios para compreender qual a cascata de eventos
da apoptose via extrinseca que esta sendo necessaria para efetivar esse processo de
morte celular, elucidando o mecanismo de agdo nas células de S-180 desses novos
complexos de ruténio estudados, que se mostraram promissores quimioterdpicos no

tratamento do cancer.

Palavras-chave: Complexo de Ruténio Il, Sarcoma-180, Morte celular.



ABSTRACT

It is estimated that 27 million new cancer cases will occur in the world until 2030. Due to
this high number of cases, researches for new chemotherapeutic agents that are
efficient for the malignant neoplastic disease treatment have intensified. Ruthenium
complexes have been highlighted from those metal complexes that are being
contemplated for the cancer treatment, because they exhibit the characteristics of
selectivity for tumor cells and thus be less toxic to normal cells. Consequently, we
evaluated the cytotoxic potential of six new complexes of ruthenium (II) and two of those
with promising activity were selected to assess the genotoxic potential, the mechanism
of death and interference on cell cycle dynamics. The cytotoxicity of these complexes
was evaluated by MTT assay showing that for all six ruthenium complexes there was a
reduction of viability of the tumor cells K562 and S-180 at low concentrations and
cytotoxicity at higher concentrations to normal cells L-929 and lymphocyte. The
ruthenium Il complexes Ru 05 and Ru 08 got the best resolutions in the MTT assay and
were selected for testing genotoxicity and mechanism of death. Data indicate that the
Ru 05 and 08 induced changes in cell cycle through test performed by flow cytometry,
increasing the number of cells in GO/G1 phase and decreasing into the synthesis phase
at 24 and 48 hours of exposure. For the complex Ru 05 there was an increase in the
number of cells in sub-G1 phase, which is indicative of apoptosis and cell damage, yet,
neither the complex Ru 05 nor the Ru 08 showed significant DNA damage in the Comet
assay during 24 and 48 hours. Both complexes increased the number of positive cells
for Annexin-V, however the complex Ru 05 had induced changes in mitochondrial
membrane potential, increased expression of the gene Bax, Tp53 and Caspase 9 and
decreased the amount of active anti-apoptotic Bcl2 protein in the S-180 cells, leading to
a reasonable supposes that this complex may cause the triggering of the cell death by
apoptosis through intrinsic caspase-dependent manner. On the other hand, the complex
Ru 08 did not statistically alter the mitochondrial membrane potential. Ru 08 increased
the gene expression of Caspase 3, 8, 9 and Tp53 and the amount of active Caspase-3
protein in the S-180 treated cells, and decreased the amount of anti-apoptotic Bcl2
protein, which allows inferring that this complex may be acting by the extrinsic pathway.

Despite the new ruthenium complexes studied have shown a promising future as



chemotherapy for cancer treatment, other specific markers are needed to understand
the cascade of events which the extrinsic apoptosis pathway is being triggered,

elucidating the mechanism of action in S-180 cell line.

Key-words: Ruthenium, Sarcoma-180, Cell Death.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer

A palavra cancer possui origem latina (Cancer) que significa “caranguejo”, a qual
deve ter sido empregada em analogia ao modo de crescimento infiltrante, que pode ser
comparado as pernas do crustaceo, que as introduz na areia ou lama para se fixar e
dificultar sua remocéao (DE ALMEIDA, 2005).

O cancer é uma das principais causas de morte no mundo. E o resultado de
acumulacao de mutacfes genéticas e alteracdes epigenéticas de genes que regulam a
proliferacdo e morte celular, levando entdo a um crescimento descontrolado das
células. O crescimento excessivo e autbnomo das células acarreta a formacdo de
massas anormais de tecido, denominadas de tumores, exercendo um efeito
extremamente lesivo sobre a saldde, o que pode acarretar a morte do hospedeiro
(PELTOMAKI, 2012; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2013).

O balanco entre a taxa de proliferacdo e de morte celular programada determina
a taxa de crescimento do tumor e a alteracao entre esses dois fatores que pode ser o
elemento chave para a expanséo descontrolada de tumores malignos e posteriormente,
sua capacidade de invasdo em outros tecidos (MESTER e REDEUILH, 2008).

Metastase corresponde a migracao das células tumorais do sitio de origem para
outros orgéos e tecidos do corpo. Estudos demonstram que as células troncos tumorais
S&80 responsaveis por esse processo, sendo uma subpopulacdo de células presentes
no interior do tumor, que apresentam a capacidade de sofrer ciclos repetidos de
divisdo, podendo migrar para locais distantes do corpo e colonizar outros 6rgaos
(SAMPIERI e FODDE, 2012; LI et al., 2007)

As células cancerosas sao, geralmente, menos especializadas nas suas funcdes
gue as suas correspondentes normais. Conforme as células cancerosas vao
substituindo as normais, os tecidos invadidos vao perdendo suas fun¢bes. Segundo
Hannahan e Weinbeirg (2011), estudos realizados tém demonstrado que tumores
malignos funcionam como 6rgao, cuja complexidade se aproxima e pode até exceder o

tamanho dos tecidos saudaveis normais. Quando visto a partir desta perspectiva, a
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biologia de um tumor pode apenas ser entendida através do estudo dos tipos de
células especializadas individuais dentro dele, bem como o microambiente estromal
gue é construido durante o curso das varias etapas da tumorigénese (INCA, 2011).

Existem mais de 100 tipos de canceres, de acordo com o tipo de célula, tecido
ou orgao em que ocorrem. Nos paises desenvolvidos predominam os casos de cancer
de pulméo, mama, prostata e célon. Ja nos paises em desenvolvimento destaca-se a
ocorréncia do cancer de estbmago, figado, cavidade oral e colo de Utero. (INCA, 2011).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimou que em 2030, pode-se esperar
27 milhBes de casos incidentes de cancer, 17 milhdes de mortes por cancer e 75
milhdes de pessoas vivas, anualmente, com cancer. No Brasil, as estimativas para o
ano de 2014, mostram a magnitude do problema de céncer no pais, apontando a
ocorréncia de aproximadamente 576.000 novos casos de cancer. No estado de Goias a
estimativa de 2013 previa 18.400 novos casos de cancer para esse ano (Tabela 1)
(INCA 2011;INCA, 2014).

1.2. Sarcomas

Sarcomas constituem um grupo heterogéneo de tumores soélidos raros com
origem nas células mesenquimais com caracteristicas clinicas e patoldgicas distintas.
Os sarcomas podem iniciar em qualquer parte do corpo, tal como nos 0Ss0S ou em
tecidos moles (incluindo gordura, musculo, nervo, bainha dos nervos, vasos
sanguineos, e outros tecidos conjuntivos). Cerca de 60% dos sarcomas de tecidos
moles comeg¢am no brago ou na perna, 30% tém inicio no tronco ou no abdémen e 10
% ocorrem na cabeca ou no pescoco (DEMETRI et al., 2010; Cancer.Net Editorial
Board, 2013).

As criangas e os adultos podem desenvolver sarcoma, mas é rara a incidéncia
em adultos, representando cerca de 1% de todos os canceres em adultos. No entanto,
0s sarcomas representam cerca de 15% de todos 0s canceres em criancas
(Cancer.Net Editorial Board, 2013).
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Tabela 1: Estimativas para o ano de 2012/2013 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil habitantes e de
ndmero de casos novos por cancer no Brasil, segundo sexo e localizag&o priméria.

Estimativa dos Casas Novos

Localizagao Primaria

Neoplasia Maligna

Pristata

awe | o

T s T e
IR T R R
T

Mama Feminina

Colo do Citero

Traqueia, Brinquio e Pulmén

Gélon e Reto

Estimago

Cavidade Oral

Laringe

Bexiga

Esdfago

Ovario

Linfoma néo Hodgkin

Glandula Tireoide

Sistema MNervoso Gentral

Leucemias

Gorpo do (tero

Pele Melanoma

Outras Localizages

Todas as: Neoplasias

60.180 62,54 15.660 75.26 - - -
- - - - 52,580 52,50 18.160 78,02
- - - - 17540 1749 5,050 2172
17.210 17,90 4520 21,85 10.110 10,08 3.060 1331
14180 1475 4.860 2324 15.960 15,04 5,850 2537
12670 13,20 3.200 15,34 7.420 742 2170 947
9.990 10,41 2760 1334 4180 418 1130 492
6.110 6,31 1.540 7 56 - - - -
6.210 5,49 1.900 028 2 600 271 880 372
7.770 8,10 1500 726 2650 267 520 227
- - 6.190 6,17 2220 953
5190 5,40 1.560 766 4.450 444 1560 6,85
- 10590 10,59 3.490 1497
4820 5,02 1.190 5,82 4.450 446 1.200 523
4570 476 1.180 581 3.940 394 1.180 5,02
4520 453 1.700 739
3170 329 810 4,05 3.060 3,09 790 346
43120 4480 11.100 53,33 38.720 3861 10.320 4450
202,85 51.780 24860 | 180.150 188,58 59.280 254,86

251.870

G

Fonte: INCA, (2011)

Os sarcomas tém sua maior incidéncia entre criangcas e adolescentes. E o

segundo cancer mais frequente nesse grupo, superado apenas pelos hematolégicos

(leucemias e linfomas). Como atinge, principalmente, quem estd em crescimento,

acredita-se que seja causado por falhas no processo de multiplicacdo das células

nessa fase da vida. Os tipos mais comuns em criancas e adolescentes sdo o

osteossarcoma, o sarcoma de Ewing (ambos quase que exclusivos dessa faixa etaria)

e 0 condrossarcoma, que atinge tanto criangas quanto adultos (PETRILLI, et al., 2006;

HENDERSON, et al., 2012).
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Sarcomas de partes moles (SPM) sdo um grupo de canceres que comecam nos
tecidos que suportam e conectam o corpo, como as células de gordura, muasculos,
nervos, tenddes, o revestimento das articulacdes, vasos sanguineos e vasos linfaticos.
Como resultado, os SPM podem ocorrer em qualquer lugar do corpo. Quando um SPM
€ pequeno, ele pode passar despercebido, j4 que ele ndo costuma causar problemas
logo no inicio. No entanto, quando um SPM cresce, ele pode interferir com as
atividades normais do corpo (Cancer.Net Editorial Board, 2013).

No ano de 2013, cerca de 11.410 pessoas (6.290 homens e 5.120 mulheres)
foram diagnosticadas com sarcoma de partes moles nos Estados Unidos. Estimou-se
gue 4.390 adultos e criancas (2.500 homens e 1.890 mulheres) deveriam morrer da
doenca no ano. (Cancer.Net Editorial Board, 2013).

Na tentativa de evitar que o cancer se espalhe, existem trés tipos principais de
tratamento: excisdo cirurgica, radioterapia e quimioterapia, porém, outras modalidades
como terapia alvo dirigido e hormonoterapia também vem sendo bastante utilizadas na
clinica (KUMMAR et al. 2008; INCA, 2011). Tem-se utilizado também a terapia
combinada, em que varias modalidades terapéuticas séo utilizadas em associacao,
visando a obtencdo de melhores resultados. Os objetivos da terapia antineoplasica séo:
proporcionar a cura, prolongar a vida ativa e melhorar a qualidade de vida dos
pacientes portadores da doenca (INCA, 2011).

A evolucédo dos sarcomas de partes moles pode ser predita por alguns fatores
prognoésticos bem definidos, como o grau, o tipo histoldégico, o tamanho do tumor, a
presenca de metastases linfonodais ou a distancia para a composicdo dos estagios.
Alem destes fatores, a presenca de margens cirargicas comprometidas estéao
relacionadas com um pior prognéstico (Cancer.Net Editorial Board, 2013). Se o
sarcoma € diagnosticado em um estagio inicial e ndo se espalhou a partir de onde
comecou, o tratamento € eficaz e muitas pessoas podem ser curadas. Por outro lado,
se 0 sarcoma se espalhou para outras partes do corpo, o tratamento geralmente pode
controlar o tumor, mas nado é curavel (KELLER et al., 1998; STOJADINOVIC et al.,
2002; Cancer.Net Editorial Board, 2013).

A cirurgia é o primeiro tratamento para 0s sarcomas que Sao menores € em

locais especificos. Se o tumor ndo pode ser removido por cirurgia, pode ser possivel
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controlar o seu crescimento com radioterapia. Para um tumor que pode ser removido
cirurgicamente, radioterapia e / ou quimioterapia pode ser administrada antes ou apos
a cirurgia para reduzir o risco de recorréncia. A quimioterapia e a terapia de radiagcao
podem também ser usadas para reduzir o tamanho do sarcoma ou aliviar a dor de
outros sintomas (Cancer.Net Editorial Board, 2013).

As antraciclinas e ifosfamida foram estabelecidos como os farmacos mais ativos,
apesar de ndo serem especificos para o tratamento de pacientes com sarcomas de
tecidos moles avancados, na maioria dos subtipos histoldgicos, com a excecao de
tumores estromais gastrintestinais. No entanto, apds o fracasso destes farmacos, os
pacientes com sarcomas de tecidos moles avancados tém poucas opcbes de
tratamento. Portanto, a limitagdo de opcdes terapéuticas atuais para estes tumores tem
solicitado o desenvolvimento e avaliagcdo de um grande numero de novos agentes

quimioterapicos e biolégicos para o seu tratamento (MILANO et al., 2006).

1.3. Quimioterapia Antineoplasica

Apesar do objetivo primario da quimioterapia ser a destruicdo das células
neoplasicas, preservando as normais, 0s agentes quimioterapicos, na maioria das
vezes, atuam de forma nao especifica, lesando tanto células malignas quanto as
normais. Isso explica a maior parte dos efeitos colaterais da quimioterapia: nauseas,
perda de cabelo e susceptibilidade maior as infeccbes. A maioria dos agentes
antineoplasicos ndo possui especificidade, ou seja, ndo consegue destruir, seletiva e
exclusivamente, as células tumorais. Sendo assim, em geral sao toxicos aos tecidos de
rapida proliferacdo, caracterizados por ter uma alta atividade mitética e curtos ciclos
celulares (DE ALMEIDA et al., 2005).

Existe uma classificacdo para os tipos de quimioterapicos no tratamento do
cancer (Figura 1): (1) agentes alquilantes (mostardas nitrogenadas, alquisulfonatos e
triazenos), que atuam por meio da formacédo de ligacdes covalentes com moléculas
organicas como o DNA, impedindo sua replicagdo; (2) antimetabdlicos (analogos as
purinas, analogos as pirimidinas), que interferem em diversos processos bloqueando as

vias metabdlicas normais envolvidas na sintese de DNA,; (3) medicamentos obtidos por
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producdo natural ou alcaldides; (4) hormdnios, dos quais 0s mais importantes sdo 0s
esterdides e farmacos que suprimem a secrecdo de horménios ou antagonizam sua
acao; (5) terapia alvo dirigido; (6) antibiéticos (antraciclinas, mitoxantrona, mitomicina c)
atuam através da intercalacéo entre bases especificas do DNA, bloqueando a sintese
de DNA, RNA ou de ambos; (7) inibidores mitoticos, que agem inibindo etapas de
divisdo do ciclo celular, através de inibicdo do fuso celular e inibicdo de
topoisomerases; (8) outros agentes, com mecanismos de acado que nao permitem a
inclusdo nos grupos apresentados, por exemplo, a dacarbazina, indicada no tratamento
do melanoma avancado, sarcomas de partes moles e linfomas (CHU e
SARTORELLI, 2006; INCA, 2011).

1.4. Ciclo Celular e Quimioterépicos

Existem diversos mecanismos que estdo envolvidos na evolucdo de uma célula
normal para uma célula potencialmente maligna, mas a maior parte deles interferem na
divisdo celular e, assim, o conhecimento do ciclo celular ou dos seus mecanismos €
importante para que haja a compreensao da etiologia do cancer (HAHN e WEINBERG,
2002).

As células eucaridticas sdo capazes de sofrer ciclos de divisdo dando origem as
células-filhas idénticas. O conjunto ordenado de eventos que caracterizam o ciclo de
divisdo celular é dividido em duas fases: a interfase, periodo no qual as células
multiplicam seu material genético e sintetizam produtos necessarios para sua divisao e
a mitose, que constitui a divisao celular propriamente dita. O mecanismo de divisdo
celular € um evento precisamente controlado e dividido em quatro fases: intervalo G1,
fase S ou de sintese do DNA, intervalo G2, mitose (fase M) (GARRETT, 2001).

Essas fases do ciclo celular se dividem em duas funcionais e duas preparatérias.
As fases funcionais séo a fase S, com sintese do DNA, e a fase M, ou mitose, com
segregacao dos cromossomos duplicados. As fases preparatorias séo a G1 (gap 1) que
prepara a célula bioquimicamente para a fase S, com a produgdo de fatores de
crescimento celular que séo essenciais para formagédo de uma nova célula e G2 (gap

2), onde ocorre a sintese de componentes para a mitose. As células que nao se
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dividem ativamente podem ser permanentemente removidas do ciclo por diferenciagéo,
ou ficar temporariamente presas em um estado inerte, chamado de fase GO, em que 0
DNA apresenta-se super enovelado com atividade nuclear baixa (DE ALMEIDA et al.,
2005).

A passagem sequencial de uma fase para outra, ocorre apenas apo0s 0S
rigorosos mecanismos reguladores serem ativados em pontos estratégicos do ciclo,
chamados de “pontos de checagem” ou “checkpoints”. Esses pontos de checagem
ocorrem predominantemente em G1, na transicdo G1/S, na transicdo G2/M e na
mitose, na transicdo metafase/anafase. Pontos de checagem do ciclo celular podem
interromper o ciclo se determinados eventos ndo se completarem. O avancgo através de
G1 e G2 também pode ser atrasado pelos mecanismos de frenagem se o DNA no
cromossomo estiver danificado. O atraso nestes pontos de checagem devido a um
dano no DNA fornece tempo para o DNA danificado ser reparado, entdo a frenagem do
mecanismo é liberada e o ciclo celular é retomado, ou se necessario a célula

desencadeia o processo de apoptose (GALLORINI et al., 2012).

A regulacdo nesses pontos de checagem é exercida por diversas moléculas,
dentre as quais se destacam as ciclinas, as proteinas quinase dependentes de ciclinas
(CDK) e os inibidores das Quinase-Ciclina conhecidas como CDKIls (Inibidores de
Quinase-Ciclina). A familia das CDKs sé&o as principais reguladoras do ciclo, mantendo
as células em divisdo ou levando-as a morte celular por apoptose, caso as condi¢ées
nao sejam favoraveis (MALUMBRES e BARBACID, 2005). As quinases sdo enzimas
cuja atividade catalitica depende da sua interacdo com as ciclinas, que séo proteinas
reguladoras cujos niveis variam de acordo com o estagio do ciclo. Complexos ciclinas -
CDKs diferentes atuam em estagios especificos do ciclo celular. As fungbes das CDK
sdo contrabalanceadas pela atividade dos CKIls, que incluem os inibidores universais
P21, P27, e P57 que atuam em varios periodos do ciclo celular, prevenindo ou
limitando a fosforilagdo dos substratos-alvo pelas CDKs. A falha de uma ciclina ou a
mutacdo de alguma das proteinas envolvidas nessa regulacdo pode levar ao
surgimento de tumores (MALUMBRES e BARBACID, 2005; GALLORINI et al., 2012).

Outro componente envolvido no ponto de checagem e no reparo de erros no

DNA é o fator de transcricdo Tp53. O dano ao DNA induzido nas células em

27



proliferacdo resulta na ativacdo do ponto de checagem de reparo, a partir do qual
ocorre a parada do ciclo celular e o recrutamento da maquinaria de reparo, evitando
assim que uma informacdo genética incorreta seja transmitida para as células-filha
(NIIDA e NAKANISHI, 2006; MEEK, 2009).

A progressao desregulada do ciclo celular tem sido considerada como a marca
da proliferacdo do cancer e, por isso, € um objetivo para o desenvolvimento de
farmacos antineoplasicos que possam atuar no ciclo celular “contornando” essa
proliferacdo desregulada das células (RATHOS et al., 2002).

Importantes classes de quimioterapicos antineoplasicos atuam durante o ciclo
celular. Estes apresentam mecanismos de acao variados e exibem especificidade em
termos da fase do ciclo em que tém atividade. Muitos farmacos eficazes contra o
cancer exercem sua acao sobre as células que se encontram no ciclo celular, e sao
denominados farmacos ciclo-celular especificos (CCS) (Tabela 2). Um segundo grupo
de agentes, denominados farmacos ciclo-celular ndo especificos (CCNS), tem a
capacidade de exterminar as células tumorais independentemente de estarem
atravessando o ciclo ou de estarem em repouso no compartimento GO (Tabela 2) (DE
ALMEIDA et al., 2005).

Tabela 2: Relagdes entre ciclo celular e principais classes de agentes antineoplasicos.

1. Agentes ciclo-celular especifico
(CCS, “Cell Cycle-Specific”)

2. Agentes ciclo-celular ndo especificos
(CCNS, “Cell Cycle-NonSpecific)

2.1. Produtos Naturais
2.1.a Antibioticos naturais
2.1.a.1. Antraciclinas
2.1.a.2. Mitomicina
2.1.a.3. Dactinomicina
2.1.a.4. Plicamicina
2.1.a.5. Blecmicina
2.1.2.b. Alcaloides Pirrolizidinico
2.2. Complexos de coordenagéo de Platina

1.1. Agentes Antimetabdlicos

1.1.a. Anélogo do acido félico

1.1.b. Antagonistas das pirimidinas

1.1.c. Anélogos das purinas e inibidores correlatos
1.2. Agentes Hormonais

1.2.a. Adrenocorticosteréides

1.2.b. Progestinas

1.2.c. Estrogénios

1.3.

1.2.d Androgénios

1.2.e. Antiestrogénico

1.2.f. Antiandrogénio

1.2.g. Analogo do hormdnio liberador de

gonadotropina

1.2.h Inibidor de aromatase

1.2.i. Inibidor do horménio peptidico

Produtos Naturais

1.3.a. Alcaloides vegetais
1.3.a.1. Alcaloides da Virca
1.3.a.2. Podofilotoxinas
1.3.a.3 Paclitaxel (Taxol)
1.3.b. Enzimas

2.2.a. Cisplatina (cis-DDP)

2.2.b. Carboplatina (CBDCA)
2.3. Agentes alquilantes diversos

2.3.a. Mostardas nitrogenadas

2.3.b. Nitrossuréias

2.3.c. Triazenos

2.3.d. Alquil sulfonatos

Fonte: De Almeida et al. (2005).
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Na figura 1, observa-se a correlacdo das classes de quimioterapicos ciclo-
especificos mais comuns e a fase do ciclo que atuam. Como j& mencionado, em geral,
esses quimioterapicos induzem alteragcdes no DNA celular e acabam por determinar a
parada do ciclo em momentos pré-determinados, seguida de morte celular por
apoptose (DE ALMEIDA et al., 2005).

Figura 1: Atividade dos agentes quimioterapicos antineoplasicos, dependendo da fase do ciclo célula.

Antimetabdlitos

Produtos naturais ,’ (Metatrexato,
N + __S-fluoracil)
L

\\Alcaléides—uinca (Vimblastina e
Vincristina)

Agentes 77 [ .. .A- N o

alquilantes =~ o \Inibidores mitdticos

doDNA [ . |

(Cisplatina e ’;' i

ciclofosfamida) fTaxdEdes el
/ Docetaxel)

Fonte: Adaptada De Almeida et al. (2005).

1.5. Tipos de Morte Celular

O organismo humano possui mais de 10 trilhdes de células proprias originadas
a partir do zigoto. Para se manter homeostatico, milhares de células morrem todos os
dias e sdo eliminadas do organismo, sendo substituidas por células jovens e
saudaveis. Para isso, diferentes mecanismos endodgenos de controle de proliferacéo e

morte celular estdo envolvidos no desenvolvimento embrionario e na manutencao desta
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homeostase, sendo controladas de maneira tempo e intensidade especifica ao longo da
vida (CAMPISI e DI FAGAGNA, 2007).

Diversos tipos de morte celular tém sido descritas. A morte celular pode ser
classificada de acordo com a aparéncia morfoldgica do processo letal, critérios
enzimaticos (envolvendo caspases, nucleases, catepsinas), aspectos funcionais
(programada ou acidental, fisiolégica ou patologica) ou caracteristicas imunolégicas
(imunogénicas ou nao imunogénicas). Dentre os tipos mais estudados de morte celular
encontram-se a necrose, apoptose, morte celular autofagica, catastrofe mitética e
outras modalidades vem sendo propostas como novas modalidades de morte celular:
anoiques, entose e piroptose (DEBNATH et al., 2005; CAMPISI e DI FAGAGNA, 2007,
GALLUZZ| et al., 2012).

A necrose demonstra comprometimento bioenergético, degradacéo aleatéria do
DNA e desencadeia a liberacdo de fatores envolvidos na estimulacdo da resposta
imune ou ativa o sistema de reparo de feridas e les6es. Todos estes eventos resultam
em perda de funcdo homeostética. A necrose, diferentemente da apoptose, impede a
reposicao celular e a regeneracao de tecidos (ZONG e THOMPSON, 2006).

Durante muito tempo, a morte celular por necrose foi considerada como um
mecanismo de morte acidental das células e foi definida pela auséncia de
caracteristicas morfolégicas da apoptose ou autofagia. A morte celular por necrose nao
era considerada a via desejada pelos medicamentos antitumorais, por ndo ser um
processo especifico para as células cancerigenas, havendo ainda a promocao de
processo inflamatorio intenso (ZONG e THOMPSON, 2006). No entanto, estudos
recentes tém demonstrado que a necrose pode ocorrer de maneira regulada através de
um mecanismo chamado “necroptose” e que a morte celular necrética tem um
importante papel em processos fisiologicos e patologicos. Varios agentes tais como,
agentes alquilantes do DNA, ecotoxicinas e a ligacao de receptores de morte (em
algumas circunstancias) podem induzir morte necrética regulada (GALLUZZI et al.,
2012).

“Necroptose” € um termo que tem sido utilizado como um sinénimo de necrose
regulada. A ativacdo da necroptose se d& por meio de receptores de morte comuns a

apoptose, como TNFR1 (receptor de TNF-a do subtipo 1), e é desencadeada pela
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atividade das quinases RIP1(proteina de interagcdo com o receptor 1) e RIP3 (proteina
de interacdo com o receptor 3). O estudo da necroptose pode proporcionar
oportunidade para se destruir tumores resistentes a apoptose. Contudo os eventos que
deflagram tais vias de morte ainda precisam ser melhores esclarecidos (GALLUZZI et
al., 2012).

A autofagia (auto= proprio + fagia=comer/alimentar-se) € um processo catabdlico
conservado evolutivamente que visa a degradacédo e reciclagem de componentes
celulares. Este processo envolve a constituicdo de vesiculas compostas por uma
membrana dupla, contendo componentes celulares que se ligam aos lisossomos,
formando os autofagolisossomos. Neste local, ha degradacdo dos componentes
intravesiculares, resultando em diversos produtos que podem ser reutilizados pelas
células (BAEHRECKE, 2005).

Desta maneira, a autofagia atua como um mecanismo pro-sobrevivéncia,
principalmente em condicbes adversas, como deplecdo de nutrientes e oxigénio.
Entretanto, este processo tem um carater autolimitante e pode acabar resultando em
morte celular autofagica quando altos niveis de intensidade ou duracéo deste processo
ocorrerem (LEVINE e YUAN, 2005).

Embora a expressdao “morte celular autofagica” originalmente nao implica
gualquer consideracao funcional, os cientistas atualmente tém utilizado o termo para
sugerir que a autofagia seria realmente a execucédo da célula a morte. Isto aplica-se em
duas configuragcdes muito distintas. Primeiro, a autofagia demonstrou mediar morte
celular fisiolégica in vivo, durante o programa de desenvolvimento de Drosophila
melanogaster. Em segundo, a autofagia parece ser responsavel pela morte de algumas
células cancerosas (especialmente quando falta moduladores apoptoéticos essenciais
como Bax, Bak ou Caspases) que respondem a um painel selecionado de agentes
quimioterapicos in vitro. No entanto, na maioria dos casos conhecidos, a autofagia
constitui uma resposta citoprotetora ativada por células que morrem na tentativa de
lidar com estresse, e sua inibicdo acelera, em vez de prevenir a morte celular
(GALLUZZI, 2012).

Ocasionalmente empregava-se o termo “catastrofe mitotica” restritivamente para
morte celular que ocorre em mitose (VAKIFAHMETOGLU et al.,, 2008). Mais

31



frequentemente, refere-se a casos de morte celular desencadeada por mitose anormal

e executada durante a mitose ou na interfase subsequente. Pode ser causada por

estresse quimico ou fisico, como radiacdo ionizante, drogas estabilizadoras de

microtUbulos e drogas anticancer que causam defeito nos pontos de checagem do ciclo
celular. Exibe algumas caracteristicas como: a formacéo de envelope nuclear ao redor

dos grupos de cromossomos mal-agregados, incompleta sintese de DNA, a

condensacao prematura dos cromossomos e o0 aumento do tamanho celular

(VAKIFAHMETOGLU et al., 2008; GALLUZZI et al., 2012).

A catastrofe mitdtica ndo constituiria uma via executora de morte celular
"propriamente dita", mas um mecanismo oncosupressor que: (i) é iniciada por
perturbacdes do aparelho mitdtico (por exemplo, cromossomos e da maquinaria
complexa, que asseguram a sua segregacao exata), (ii) € iniciado durante a fase M do
ciclo celular, (iii) € paralelo por algum grau de paralisacdo da mitose, e (iv), em ultima
andlise, um gatilho para morte celular ou senescéncia (GALLUZZI et al., 2012).

Galluzzi et al. (2012) relata outros tipos de morte descritas recentemente:

e Anoiques: modalidade de morte celular descrita para a resposta apoptotica de
células aderentes devido a auséncia da matriz celular. Deve-se notar que a maioria,
se nao todos, dos casos de morte celular anoiques, é executado pela maquinaria
molecular de via intrinseca de apoptose;

e Entose: mecanismo de morte celular onde ha "Célula-em-células” - fenétipo que é
frequentemente exibido por células nonofagocitica em amostras clinicas de
tumores. Algumas caracteristicas sdo observadas neste tipo de morte: em primeiro
lugar, as células englobadas nunca devem sair do fagossomo e devem ser
degradadas no lisossoma; em segundo lugar, o fenétipo de "célula-em-célula” deve
surgir a partir de interacdes homotipicas e ndo deve envolver fagocitos; em terceiro
lugar, o processo ndo deve ser sensivel as intervengdes quimicas e genéticas que
normalmente blogueiam a apoptose intrinseca dependente e independente de
caspase;

e Piroptose: termo introduzido em 2000 por Brennan e Cookson para descrever um
tipo de morte peculiar de macrofagos funcionalmente infectados com Salmonella
typhimurium (GALLUZZI et al., 2012).
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e Parthanatos: esse termo foi introduzido para indicar um modo de morte celular
particular envolvendo enzimas sensivel ao dano no DNA, a poli (ADP-ribose)
polimerases (PARPSs), e em particular PARP1, que sozinha é responsavel por mais
de 90% da atividade celular de PARP. Constitue uma vida de morte independente
de caspase e possivelmente representa junto com a necroptose um caso particular
de necrose regulada.

e Netoses: pode ser definida como um sub-grupo de morte celular que é restrito a
células granulociticas, insensivel e talvez dependente de inibicdo de caspase e
dependente da maquinaria autofagica. Esse tipo de morte parece compartilhar
caracteristicas bioquimicas tanto com a morte celular autofagica e necrose

regulada.

1.6. Apoptose

Apoptose € um tipo de morte celular que ocorre por um processo coordenado e
depende de energia. Envolve uma complexa cascata de eventos que tem inicio com o
estimulo e termina com a morte celular (ELMORE, 2007). Os fatores desencadeadores
desse mecanismo envolvem estimulos e condi¢cGes diversas, tanto fisiolégicas quanto
patolégicas. E considerada critica para a autodestruicdo celular e para uma variedade
de processos, tais como o0 desenvolvimento ou a prevencdo da transformacgao
oncogénica (GREENWOOD et al., 2011).

A apoptose € um mecanismo essencial para o desenvolvimento embrionario,
funcionamento do sistema imunoldgico e manutencdo da homeostase dos tecidos nos
organismos multicelulares. No processo apoptético, ocorre uma sequéncia de eventos
morfolégicos e atuacdo de um programa interno bioquimico de suicidio. Pode ser
considerado um mecanismo de autodefesa, destruindo células infectadas com
patdgenos ou aquelas que sofreram mutacfes. Neste caso, uma cascata de eventos
moleculares detecta e destroi estas células ativando a via apoptotica, prevenindo,
portanto, o desenvolvimento do cancer (FANELLI et al., 2012).

Existem algumas caracteristicas que definem a apoptose: alteragbes no
citoesqueleto que induzem contragao celular; fragmentacdo do DNA; condensacédo da
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cromatina levando a aparéncia de nucleos picndticos; formacdo de bolhas na
membrana plasmatica seguida por separacdo de fragmentos de células em corpos
apoptoticos ligados a membrana (LIAO et al.,, 2005). Os corpos apoptéticos sao
compostos de citoplasma e organelas bem compactadas, com ou sem a presenca de
fragmentos nucleares e sao subsequentemente fagocitados por macréfagos e
degradados nos lisossomos (YASUHARA et al, 2003). As células saudaveis
adjacentes migram e proliferam para substituir o espaco da célula apoptética eliminada,
ndo h& essencialmente nenhuma reacdo inflamatéria associada a este processo
(LAVIN, 1993; ELMORE, 2007).

O processo da apoptose divide-se em trés fases: a fase de iniciacéo, a efetora e
a de degradacdo. A fase de iniciagdo é caracterizada por depender do tipo de estimulo
apoptotico recebido pela célula por via intrinseca ou via extrinsica. A primeira fase
influencia a eficacia das fases subsequentes (efetora e de degradacdo). Na fase
efetora, ocorre a ativagcdo da cascata de caspases, constituida da ativacdo de
proteases, nucleases, e de outros intermediarios que participam dessa fase. E na fase
de degradacdo, a célula adquire as caracteristicas bioquimicas e morfologicas
caracteristicas desse processo (GREEN e KROEMER, 1998).

A maior parte desse processo é executada por proteinas caspases (proteases
cisteino-asparticas) ativadas em uma cascata coordenada de clivagens das formas pré-
ativas para formas ativadas, entretanto, o processo de apoptose pode ocorrer de forma
independente de caspases. Entre as caspases existem moléculas iniciadoras
(caspases 2, 8, 9 e 10) e outras executoras (caspases 3, 6 e 7) do processo, as quais
realizam a protedlise de componentes celulares que acabam levando as alteracdes
tipicas de apoptose (ELMORE, 2007).

A apoptose pode ser desencadeada por duas vias principais, a via intrinseca (ou
mitocondrial) e a via extrinseca ou mediada por receptor de morte (GALLUZZI et al.,
2012).

O termo "apoptose extrinseca” tem sido amplamente utilizada para indicar os
casos de morte celular por apoptose induzidos pelos sinais de estresse extracelulares,
gue ativam os receptores de superficie celular e propagam-se através da membrana

celular (Figura 2).
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Figura 2: Via de sinalizag&o de receptores de morte e receptores dependentes durante a apoptose
via extrinseca.
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Via apoptose extrinseca apresentada em trés grandes cascatas de sinalizacao letais: (i) a sinalizagdo do

receptor de morte e ativacdo da Caspase-8 (ou -10) — cascata de Caspase-3, (ii ) sinalizacao de receptor
de morte e a ativacdo da Caspase-8 - tBID - MOMP - Caspase-9 - via Caspase-3, ou ( iii ) receptor
dependente induzida por privacao do ligante, seguida de sinalizacao (direta ou dependente de MOMP),
ativacdo de Caspase-9 — cascata de Caspase—3. Fonte: Galluzzi et al. (2012).

A apoptose via extrinseca pode ser iniciada pela ligacdo de ligantes de morte,
como o Fas/CD95 (Ligante de Receptor de Morte Celular), o TNF-a (Fator de Necrose

Tumoral alpha), o ligante indutor de apoptose relacionado ao TNF (TRAIL) nos
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receptores de morte celular presentes na superficie celular, que pertencem a familia
dos receptores do TNF, incluindo o FasL/CD95, o TRAILR1 e 2 Ligante Indutor de
Apoptose relacionado ao TNF (TRAILR1 e 2) e o TNF-R1 (Receptor 1 do Fator de
Necrose Tumoral), todos contém um dominio de morte citoplasmatico que
desempenham um papel de extrema importancia na transmissdo do sinal pro-
apoptotico (KUMAR, 2007, FULDA, 2009, GALLUZZI et al., 2012). As proteina com
dominio de morte associada ao Fas (FADD) liga-se a procaspase 8 e/ou procaspase 10
gue resulta na formacdo do complexo de sinalizacdo de inducdo de morte denominado
(DISC), que culmina na autocatalise das procaspases que se tornam nesse momento
em caspases iniciadoras. A ativacdo proteolitica sequencial dessas caspases
iniciadoras,culmina na ativacao de caspases efetoras 3, 6 e 7 que estdo no citoplasma,
induzindo diretamente a préxima fase do processo apoptético, a execucao. (HAJRA e
LIU, 2004; KUMMAR, 2008, GALLUZZI et al., 2012).

Alternativamente, um sinal pré- apoptético extrinseco pode ser desencadeado
pelos chamados "receptores de dependéncia" (Figura 2), incluindo o netrin 1 (por
exemplo, UNC5A -D e deletadores de carcinoma coloretal - DCC ) , que apenas
exercem funcdes letais quando a concentracdo dos seus ligantes especificos se situa
em um nivel critico (GALLUZZ| et al., 2012).

Uma interacdo entre as vias extrinsica e mitocondrial ocorre em diferentes
niveis. Em alguns tipos de células conhecidas como células de tipo | (linfocitos), a
ativacdo de caspase 8 é suficiente para ativar diretamente as caspases efetoras 3 e 7,
para completar a excecucdo da apoptose de uma maneira independente da via
mitocondrial. Ja em células como hepatdcitos e células pancreaticas B (células de tipo
II), caspase-8 medeia a clivagem proteolitica de Bid (Dominio de Morte de Interacéo
com BH3) que leva a geracédo da permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa
(MOMP) e consequentemente ativagdo da via intrinseca ou mitocondrial. Apoptose
extrinseca pode ser ativada pelos receptores dependentes, como o DCC ou UNC5B,
que transmitem sinais de morte na auséncia do seu ligante netrin 1, ativando
diretamente a Caspase 9 (GALLUZI et al., 2012) (Figura 2).

A via intrinseca ou mitocondrial pode ser ativada por varios estimulos incluindo

hipOxia, espécies reativas de oxigénio, irradiacao ultravioleta ou gama, deprivacédo de
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nascimento da fatores de crescimento, sinais de estresse e VArios compostos

citotoxicos capazes de alterar a homeostase da mitocondria. Multiplos sensores,
incluindo proteinas com dominio BH3 e a proteina Tp53, reagem a esses estimulos
causando alteracbes na membrana interna desta organela, com transicdo da
permeabilidade e abertura de poros, além de perda do potencial transmembranico e
liberacdo de proteinas apoptogénicas, como: o citocromo c, o AlF (Fator de Inducéo de
Apoptose), a proteina Smac/DIABLO (segundo ativador de caspase derivado de
mitocondria/proteina de ligacdo-IAP direta com baixo ph) e o Omi/HtrA2 ou
endonuclease G (SAELENS et al., 2004; FULDA e DEBATIN, 2006; BELIZARIO et al.,
2007).

No mecanismo de apoptose via mitocondrial dependente de caspase ocorre a
formacdo de um megaporo contendo proteinas, através deste ocorre a liberacdo do
citocromo c¢ no citosol, em presenca de dATP, induzindo a formacao do apoptossomo
gque € 0 mecanismo mais importante dessa via. O apoptossomo consiste de um
heptamero de moléculas adaptadoras APAF-1 (Fator Ativador de Protease Apoptética),
gue promove a clivagem da pro-Caspase 9, liberando a Caspase 9 ativa. Esta caspase
atua sequencialmente no processamento e ativacdo das caspases efetoras 3 e 7 e
iniciando a execucao da apoptose. O complexo apoptossémico provavelmente serve
como um regulador alostérico da Caspase 9 que, em situaces onde ndo haja estimulo
apoptético, encontra-se livre no citosol na forma de mondémeros inativos. A integracéo
da Caspase 9 ao apoptossomo induz sua dimerizacéo e ativacdo (CROCE, 2008).

Desordens na formacdo do apoptossomo tém relevante importancia na
patogénese do cancer e na resisténcia a quimioterapia. No entanto, estudos tém
identificado compostos capazes de induzir ou de inibir a formacao do apoptossomo,
podendo constituir importantes estratégias para o tratamento do cancer, bem como de
outras doencas que apresentam prolongamento do processo apoptético (MAREK,
2013).

Segundo Galluzi et al (2012), estudos tém demonstrado que mecanismos
envolvendo a participacdo de proteases como Calpainas, Catepsina B, Gramenzima A
e B, Omi/htra2, Endonuclease G e AlF induz morte celular por apoptose intrinseca com

mecanismos independentes de caspases. Estas proteases na maioria das vezes
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cooperam na via apoptética dependente de caspases, entretanto dados recentes
sugerem que estas podem acionar mudancas morfolégicas caracteristicas de apoptose
de maneira independendente de caspase. A via independente de caspase, seja ela
ativa (por exemplo, AIF e ENDOG), ou passiva (por exemplo, o esgotamento de ATP),
tende a prevalecer sobre a inibicdo das caspases e mata as células, mesmo em casos
de apoptose intrinseca que poderiam ter sido naturalmente e rapidamente executada

pela cascata de caspase (Figura 3).

Figura 3: Via de apoptose mitocondrial dependente e independente de caspase.

{\R Estressemtracelular _;f
: Z M

.A"

IMS
oM

Cltoesqueleto

:

Paralisacdo da
sintese de ATP

Excesso de ROS

§
&

Inibicao da cadeia
respiratoria

38



Fonte: Galluzzi et al. (2012).

A via intrinseca é regulada por uma familia de proteinas, a familia Bcl-2, cujos
membros apresentam em sua estrutura um ou multiplos dominios homodlogos de Bcl-2
(dominio BH3). A familia Bcl-2 € dividida em dois grupos de proteinas, as
antiapoptoticas (tendo como principal componente Bcl-2 — o primeiro membro descrito
e que deu o nome a familia de proteinas, além de Bcl2I1 Bcl2l2, Mcll e Bcl2ala) e as
pré-apoptoéticas (as quais se dividem em dois subgrupos: proteinas BH-3 only, que
possuem apenas um dominio BH3, que inclui as proteinas Bik, Blk, Bnip3, Bim-L, Bad,
Bid, Bbc3, Pmaipl; e proteinas multidominio, cujas principais representantes sdo as
proteinas Bax e Bakl). Essas proteinas sdo determinantes para o inicio ou a
interrupcdo da morte por apoptose por esta via, uma vez que governam a
permeabilidade da membrana mitocondrial. Durante a morte celular por via intrinseca,
0os membros pro-apoptéticos prevalecem em detrimento dos n&o-apoptoticos
(ELMORE, 2007).

A compreensdo dos mecanismos e das alteracdes nos componentes das vias
apoptéticas e sua correlagdo com a ocorréncia do cancer sdo importantes para o
desenvolvimento de novas terapias e métodos de prevencdo do cancer (GRIVICICH et
al., 2007).

As alteracbes moleculares nas células advindas de um cancer comecam a ser
compreendidas e relacionadas aos mecanismos que regulam a divisdo celular normal,
a proliferacdo e a morte celular. Mudangas nos genes que regem a apoptose acarretam
um maior acumulo de células neoplasicas por induzir uma elevada taxa de crescimento
celular e diminuicdo nos niveis de destruicdo das células mutadas (IGNEY e
KRAMMER, 2002).

No entanto, a capacidade de interferir nos mecanismos apoptoticos e induzir a
morte das células cancerigenas, constitui uma alternativa importante na terapéutica da
doenca. Assim, a maior parte das estratégias anticAncer utilizadas clinicamente,
incluindo a quimioterapia, tem suas acdes relacionadas a ativacdo das vias de
sinalizacdo envolvidas na apoptose (FULDA e DEBATIN, 2006).
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1.7. Complexos Metalicos e Atividade Antitumoral

A aplicacdo de complexos metélicos tem grande importancia no tratamento de
cancer, devido ao aumento da sobrevida de varios pacientes com o uso de complexos
de platina. A pesquisa de complexos metalicos com propriedades antitumorais iniciou-
se com a descoberta da acdo antitumoral da cisplatina, no fim da década de 60 do
século XX, por Barnet Rosenberg (1965) e tem sido estimulada com a descoberta da
atividade citotoxica de diversos outros complexos de platina e outros metais, tais como
galio, ouro, cobre e ruténio (ZHANG e LIPPARD, 2003; CHAUDHARY et. al., 2006).

A CIS ou cis-diaminodicloroplatina (Il) foi sintetizado em 1844 por Michele
Peyrone, ficando com a designacdo de cloreto de Peyrone. Rosenberg et al. (1965),
num estudo sobre o crescimento das bactérias, observou que a cisplatina inibia a
divisao celular. Este efeito alertou para o fato deste agente poder ser usado para inibir
o crescimento das células tumorais. A partir desses resultados, Rosenberg administrou
cisplatina em camundongos portadores de sarcoma-180, um modelo de tumor usado
para ensaios farmacologicos e o resultado foi surpreendente, pois provocou a
regressao completa do tumor em 36 dias (CHAUDHARY et al., 2006).

Ja no inicio da década de 1970, a cisplatina (Figura 4a) foi introduzida em testes
clinicos, demonstrando eficacia contra diversos tipos de canceres. Sua utilizacdo como
agente quimioterapico foi aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) em 1978.
E nos dias de hoje, € um dos trés farmacos mais usados mundialmente na
quimioterapia de varios tipos de canceres, tais como o tumor de testiculo,
osteossarcoma, leucemia aguda, cancer gastrico, carcinoma de bexiga, carcinoma do
ovario e neuroblastomas (CHAUDHARY et al., 2006; TODD e LIPPARD, 2009).

O mecanismo de acgdo da cisplatina é atribuido a sua ligagdo ao DNA, com
formacéo de adutos, originando ligacdes intra e intercadeias que induzem distor¢des na
dupla hélice do DNA e impede sua replicagédo. O efeito citotoxico da cisplatina é, assim,
causado pela inibicdo da transcricdo e replicagdo, induzindo a morte celular
programada por apoptose (WANG e LIPPARD, 2005; GRIVICICH et al., 2007).
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Entretanto, a cisplatina caracteriza-se por possuir baixo indice terapéutico e
elevado potencial toxico, sendo que dentre seus efeitos adversos, a nefrotoxicidade
constitui a maior causa de morbidade e de mortalidade (CHAUDHARY et al., 2006).
Outros efeitos colaterais estdo aliados a utilizacdo desse farmaco: nauseas, vomitos,
hipomagnesia, supressdo da medula 6ssea e toxicidade no trato intestinal. Tais efeitos
colaterais sdo atribuidos a interacdes da cisplatina (ou de seus derivados) com outros
alvos, tais como proteinas e peptideos (CVITKOVIC, 1998). A glutationa, como
exemplo, ao se complexar a cisplatina reduz a concentracao intracelular do farmaco e,
assim, menor quantidade do composto ficara disponivel para atingir os alvos
farmacolégicos desejaveis (LEE et al., 2001; TODD e LIPPARD, 2009).

Figura 4. Complexos de Platina (a) cis-Platina. (b) Carboplatina e
(c) cis,trans,cisPtCI,(0,CPr),(NHz)(CeH13N)].
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Fonte: Davey et al. (1998).

A busca por outros complexos de platina com efeitos colaterais menores levou
ao uso clinico da segunda geragédo de agentes antitumorais que é exemplificado pela
carboplatina (Figura 4b). A descoberta de que certos tumores podem desenvolver
resisténcia aos farmacos com platina (II) impulsionou, entdo, o desenvolvimento da

terceira geracdo de agentes antitumorais, sendo que alguns deles sdo complexos
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octaédricos de platina (IV), tal como o cis,trans,cisPtCl,(O2CPr)(NH3)(CsH13N)] (Figura
4c).

Esses complexos de platina como a carboplatina, apesar de apresentarem
basicamente 0 mesmo espectro de atividade que a cisplatina, possuem menos efeitos
colaterais, mas ndo sao eficientes no combate as células tumorais resistentes a
cisplatina. Outro complexo denominado oxaloplatina, apresenta menor efeito
nefrotoxico, no entanto, também desempenha menor espectro de atividade. Diante
dessas caracteristicas dos complexos de platina em geral, varios outros complexos a
base de metal ndo associados a platina tém sido desenvolvidos, como complexos de
cobre, galio, ruténio, ferro, titnio e ouro, com o propésito de reduzir os efeitos toxicos,
obter compostos mais eficazes, melhorar o perfil farmacoldgico e a eficicia terapéutica
(ALAMA et al., 2009).

Dentre esses complexos a base de metal que vém sendo estudados, o0s
complexos de ruténio tém se destacado por demonstrarem propriedades
antimetastatica, baixa toxicidade para células normais e alta seletividade para células
tumorais (KOSTOVA, 2006; MENEZES et al., 2007; SILVEIRA-LACERDA et al., 2010).

1.8. Compostos de Ruténio e Atividade Antitumoral

O interesse nos complexos de ruténio como agentes anticancerigenos tem
aumentado nos ultimos anos, pois tanto em estudos in vitro quanto in vivo tem exibido
atividade promissora. Estes complexos mostram evidéncias de baixa toxicidade em
comparacdo com o0s agentes tradicionais de cisplatina, mecanismos de acao
alternativos e um espectro versétil de atividade entre varios tipos de cancer. Além
disso, possuem diferentes modos de ligacdo ao DNA e tém exibido excelente atividade
antitumoral em tipos de céncer resistentes a cisplatina (AIRD et al., 2002; YAN et al.,
2005; ALLARDYCE e DYSON, 2001; CHELOPO et al., 2013).

As primeiras investigacoes sistematicas de complexos de ruténio e suas
propriedades antitumorais foram feitas na década de 1980 com os compostos fac-
[RUuCl3(NHj3)s] e cis-[RuClx(NHz)4]Cl. No fim dessa década, ocorreu o primeiro avancgo

real neste campo dos complexos de ruténio: o grupo de Keppler et. al. (1990)
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demonstrou que dois complexos isoestruturais de ruténio (I1l) [Him]trans-[RuCls(Im);]
(ICR, Im = imidazol) e [INDH] trans-[RuCl,(ind),)] (KP1019, Ind = Indazol), que foram
ativos contra uma série de modelos de tumor, mostrou uma atividade excelente contra
tumores colorretais resistente a platina (KUNG et al., 2001; RADEMAKER-LAKHAI et
al., 2004; BRATSOS et al., 2007).

Este complexo KP1019 e um outro denominado NAMI-A (Figura 5), atualmente
estdo em triagem clinica e apesar da estrutura e similaridades quimica, estes dois
complexos de ruténio (lll) apresentam atividades antitumorais distintas. Em estudos
pré-clinicos, NAMI-A apresentou atividade antimetastatica em uma variedade de
modelos tumorais murino, enquanto KP1019 apresentou atividade antitumoral contra
carcinoma de colorretal (PACOR et al., 2004; KAPITZA et al., 2005; ANTONARAKIS e
EMADI, 2010).

Figura 5: Estrutura quimica dos compostos de ruténio em fase clinica:
(a) (H2im)[trans-RuCl4(Him)(DMSO)] — NAMI-A e (b) [INDH] trans-[RuCl,(ind),)] — KP1019.

(a) (b)
HN- - - )
[ j \ /
M MNH H
cl,, ‘ e Cl HN - Hx‘l‘k.l"-l--li- r'll+
"r,,, Hu-' } GL;.._,I_ | -.I__I_ﬁ-GI. HN"I’ i
I b
Cl | o \N CI'"F#’TUH'"""-m
H*
D’FS\ "CH, HN"’JNH‘H
CH, \
— - 7 N

Fonte: Bergamo e Sava (2007).

Além de NAMI-A e KP1019, uma grande variedade de complexos de ruténio (I1)

e (Ill) com ligantes aminas, imina, polipiridil, DMSO e arenos tem sido testados em
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ensaios pré-clincos para atividade antitumoral. Os estudos com complexos de ruténio
tém sido possiveis pela ampla variedade de coordenacao, varios estados de oxidacéo
(Ru (1), Ru (Il e Ru (IV) em condic¢des fisiologicas e a taxa de substituicdo de ligante
(LI et al., 2012).

Desde a descoberta do potencial antitumoral dos complexos de ruténio, varios
estudos foram realizados a fim de elucidar o seu mecanismo de acgéo, ou seja, tentar
explicar a propensdo do complexo de se ligar as células tumorais. Sabe-se que os
complexos de ruténio sdo distribuidos em tecidos tumorais com niveis maiores do que
em tecidos normais (aumento de 2 a 12 vezes) (ALLARDYCE e DYSON, 2001). Esta
distribuicdo seletiva poderia ser facilitada pelo transporte através de biomoléculas como
a transferrina e albumina, pois as células tumorais possuem uma necessidade maior de
ferro e consequentemente, apresentam um ndmero maior de receptores sobre a
superficie celular, resultando no sequestro de mais transferrinas circulantes. A ligacéo
a transferrina e albumina é favorecida pela similaridade do ruténio ao ferro, que
pertencem ao grupo VIl de metais de transicdo. E entdo concebivel que os complexos
de ruténio, uma vez alcancado o nivel plasmatico, se ligue a essas biomoléculas e seja
transportado aos tecidos (SAVA et al., 1990; ALLARDYCE e DYSON, 2001; PEREIRA
et al., 2008; ALAMA et al., 2009).

Outra caracteristica dos complexos de ruténio e suas hip6teses sugerem que 0s
complexos de ruténio (lll) servem de pré-drogas que séo reduzidas para ruténio (I1), in
vivo, pelas condi¢des citoplasmaticas em que as células tumorais se encontram: baixas
concentracfes de O, em decorréncia do consumo atipico de nutrientes; pH baixo,
devido a producédo de &cido lactico na glicolise anaerdbia, compensatoéria da falta de
oxigénio; e a presenga de glutationa em niveis tipicamente altos. Essas alteragdes no
ambiente citoplasmatico das células tumorais podem favorecer a conversao de ruténio
(1) a partir do ruténio (Ill), intensificando ligagdes ao DNA, com toxicidade seletiva as
células tumorais (CLARKE, 2002; SILVEIRA-LACERDA et al., 2009).

Os complexos de ruténio sdo 0s Unicos entre o grupo de metais em que 0s
estados de oxidacdo sdo acessiveis em condi¢cOes fisioldgicas, permitindo a
administracdo de complexos de Ru no estado de oxidacdo (lll) que poderdo ser

ativados por reducéo formando complexos de Ru (Il) nos tecidos alvos (ALLARDYCE e
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DYSON, 2001). No sistema biologico, a reducdo de Ru (IV) e Ru (lll) é favorecida pela
glutationa, ascorbato e proteinas transportadoras de um anico elétron, enquanto que o
oxigénio e citocromo oxidase promovem a oxidacédo do Ru (ll). Para os complexos de
ruténio (II) que é a forma ativa a qual interage com o DNA, pouco se sabe sobre seu
mecanismo de entrada na célula. A maioria dos trabalhos explora a interacdo deste
complexo com o DNA, mas 0s processos que ocorrem até esta interacdo ainda néo
foram esclarecidos. (ALAMA et al., 2009; SILVEIRA-LACERDA et al, 2010)

Varios mecanismos estdo sendo propostos para elucidar a atividade
anticancerigena dos complexos de ruténio, incluindo a interacdo com o DNA, o
bloqueio do ciclo celular, a inibicdo das varias quinases e a inibicdo da topoisomerase.
Além disso, a mitocondria € um alvo importante para complexos de ruténio (MURPHY e
SMITH, 2000; WILHELMSSON et al., 2002; KOU et al., 2012). A principal funcédo da
mitocondria em células humanas é de fornecer ATP pela fosforilacdo oxidativa.
Contudo, as mitocondrias tém muitas outras funcdes, incluindo a modulacdo da
concentracdo de célcio intracelular e a regulacdo da apoptose na morte celular. E
necessario destacar também, que a cadeia respiratéria mitocondrial € uma importante
fonte de radicais livres. Consequentemente, a disfun¢cdo mitocondrial contribui para um
aumento no numero de doencas humanas, que vao desde doencas neurodegenerativa
a obesidade e diabetes. Portanto, nos ultimos anos, alguns estudos de complexos de
ruténio para manipular a funcdo mitocondrial em formas clinicamente Uteis tém sido
realizados (CHATTERJEE et al., 2008; CHEN, et al., 2013).

Devido a sua estrutura octaédrica, oposta a geometria quadrado planar dos
complexos de Pt(ll), complexos de Ru(ll) e Ru(lll) provavelmente funcionam de
maneira diferente da cisplatina, que através de quebras de ligacbes se unem as
guaninas adjacentes do DNA, com consequente ativacdo dos mecanismos de reparo
gue podem levam a morte celular por apoptose (CLARKE, 2002).

Os complexos de ruténio tém sido submetidos a varios estudos sobre o
comportamento quimico e potenciais aplicagdes médicas. Enfase particular é dada a
verificagdo de possiveis propriedades antitumorais de complexos de ruténio com
ligantes biologicamente ativos. Varios trabalhos publicados sugerem que o ruténio é um
ion metalico dotado de uma alta propensao de ligacdo com o DNA (SAVA et al., 1991;
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SAVA et al., 2003; PACOR et al., 2004; PLUIM et al., 2004): a intercalagdo com as
bases nucleotidicas e interacdes superficiais com o esqueleto de fosfato do DNA - que
dependem, respectivamente, da natureza dos ligantes empregados e da arquitetura
tridimensional dos complexos — ja foram observados.

Ao contrario desta visdo que o principal alvo de complexos de ruténio é o DNA,
estudos mostram também que mecanismos independentes do DNA, como inibicdo de
metaloproteases e interferéncia com processos de adesdo e metabolismo do oOxido
nitrico, sdo responsaveis pelos efeitos antitumorais de alguns complexos de ruténio. Os
mecanismos pelos quais complexos de ruténio exercem sua atividade de maneira
independente do DNA, sdo demonstrados através de estudos com o complexo de
ruténio NAMI-A, o qual exerce seu efeito antimetastatico possivelmente pela atuacao
sobre moléculas de adesdo e metabolismo do 6xido nitrico (SAVA et al., 2003; PACOR
et al.,, 2004). Apesar de alguns estudos demonstrarem que NAMI-A possa interagir
com o DNA in vitro, a ligagdo ao DNA nédo parece contribuir para o seu efeito
antimetastético (PLUIM et al., 2004).

1.9. Complexos de Ruténio (Il) e Seus Diferentes Ligantes

O interesse de novos desenhos de complexos organometalicos de ruténio (Il)
como agentes anticancerigenos tem aumentado nos ultimos anos, uma vez que eles
tém exibido atividade promissora, tanto em estudos in vivo como in vitro. Estes
complexos mostram evidéncias de baixa citotoxicidade e toxicidade, mecanismos de
acao alternativos e um espectro versatil de atividade contra diversos tipos de cancer.
(AIRD et al., 2002; YAN et al., 2005; CHELOPO et al., 2013).

Um grande numero de complexos de ruténio (II) com diferentes tipos de ligantes
tem sido estudado e os resultados destes complexos em relacdo aos varios tipos de
linhagens celulares (seja tumoral ou normal), dependem do tipo de ligante acoplado ao
complexo. Os ligantes N-heterociclicos, por exemplo, tém ganhado destaque. Uma das
caracteristicas destes compostos € a possibilidade de mimetizar moléculas biolégicas
gue possuem propriedades particulares no metabolismo geral: acidos nucléicos,
proteinas, enzimas, alcaldides, etc. Sdo também muito estudados devido ao seu
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envolvimento em catalise redox e reacfes de transferéncia eletronica. Dentre o0s
ligantes N-heterociclicos pode-se destacar os ligantes piridinicos e bipiridinicos, em
especial o ligante 2,2’-bipiridina e seus derivados (KAIM e SCHWEDERSKI, 1995, LI et
al., 2012; WANG et al., 2013).

A bipiridina é derivada do acoplamento de dois anéis piridinicos e pode existir na
forma de seis isbmeros, um dos quais a 2,2 -bipiridina. Destaca-se por ser um ligante
guelante que formam compostos de coordenacao relativamente estaveis com a maioria
dos ions de metais de transi¢do. Eles estabilizam espécies de alto e baixo estado de
oxidacdo. Por esta razdo, estdo entre os ligantes mais estudados na quimica de
coordenacao resultando em complexos estaveis. Ligantes bipiridinicos sdo excelentes
na construcdo de complexos metalicos de formula geral [M(bpy)s] e [M(bpy).l,
dependendo da geometria de coordenacédo preferencial do centro metalico (LE BOZEC
e RENOUARD, 2000; MORENO et al., 2003).

Numerosos complexos metdlicos, incluindo os complexos de ruténio com
ligantes aromaticos N-doadores, também exibem propriedades anticAncer promissoras.
Tais ligantes incluem derivados de fenantrolina, piridina e imidazole. Ligantes
apresentando pelo menos uma porcdo NH em complexos de ruténio (Il) facilitam uma
interacdo efetiva com o DNA através de ligacdes de hidrogénio. Estes complexos tém
diferentes modos de ligagdo ao DNA e exibem uma excelente atividade em cancer
resistente a cisplatina em sistemas in vitro e in vivo (CHEN et al., 2003; ZHAO e LIN,
2005)

A presenca de um ligante quelante nos complexos de ruténio (Il) oferece
estabilidade estrutural. Diferentes elementos doadores tais como o fésforo, azoto e
oxigénio, também sdo estudados em termos de sua atividade anticancer quando
coordenados ao ruténio. Fernandez et al. (2004), demonstraram que uma mudanca de
um ligante doador tem um efeito profundo sobre as propriedades eletrdnicas do
complexo Ru (II). Por exemplo, a taxa de hidrdlise da ligagdo Ru-Cl é maior com um
ligante quelante-O,0 anidnico do que com um ligante-N,N neutro. Esta “afinacdo” do
ligante também resulta em uma mudanca de preferéncia das nucleobases alvos.
Estudos subsequentes estabelecem que os complexos de ruténio (II) com varios sitios
de doadores quelantes, foram realizados em ligantes tais como a N,N-(diaminas e
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bipiridina), N,O- (amino acidates) e O,O-(acetilacetonato), em que os complexos de
estudo com ligantes-N,N possuiam atividade superior a do quelantes O,0 e o0s
complexos-N,O foram inativos. Os ligantes N,N tem sido estudados extensivamente na
literatura e sdo doadores quelantes preferidos na combinagcdo com o heteroatomo
doador (DOUGAN et al., 2008).
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2. JUSTIFICATIVA

A incidéncia de cancer na populacdo aumenta a cada ano, pois essa doenca é
umas das maiores causas de morte no mundo. Desta forma, estudos tém sido
realizados em varios paises a fim de desenvolver medicamentos que sejam eficazes e
especificos no tratamento dessa doenca.

A maioria dos pacientes com algum tipo de cancer passa pelo tratamento da
quimioterapia e os quimioterapicos disponiveis para o tratamento de diversos tipos de
cancer exercem seu papel destruindo as células cancerigenas, entretanto, afetam
também as células normais do paciente, ocasionando assim diversos efeitos colaterais
gue levam a um desgaste no tratamento e, em muitos casos, o paciente vai a 6bito por
nao resistir a um tratamento tao agressivo.

Dentre os varios tipos de compostos desenvolvidos e testados para o tratamento
do cancer, os complexos metélicos ganham destaque ja que alguns deles como a
cisplatina e carboplatina j4 sdo usados para o tratamento do cancer. Entretanto, é
necessario encontrar um medicamento que seja especifico para as células tumorais,
reduzindo os efeitos toxicos nos pacientes e aumentando a eficicia terapéutica nesses
tratamentos.

Os complexos de ruténio tém se destacado dentre esses complexos metalicos,
pois apresentam caracteristicas promissoras diante da problematica enfrentada para o
tratamento do cancer. Dentre as caracteristicas dos complexos de ruténio, pode-se
destacar principalmente: o grande potencial antitumoral, baixa citotoxicidade,
genotoxicidade para células normais e sua capacidade de coordenacdo com diferentes
ligantes quimicos.

Dessa forma, partindo de conhecimentos prévios de que o0s complexos de
ruténio (Il) apresentam atividade antitumoral, faz-se necessario explorar novos ligantes
acoplados ao ruténio, apresentando novas formulacbes para investigar as suas
atividades biolégicas e quimicas, tais como o0 mecanismo de acdo, o potencial

antitumoral, o0 mecanismo de morte e assim, entender a acdo desses novos complexos
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de ruténio em modelos tanto in vitro quanto in vivo. E a partir desses resultados,
espera-se que sejam desenvolvidos novos agentes anticAncer menos agressivos e
mais eficazes para os pacientes, subsidiando estudos clinicos futuros que possam ser

realizados por esse composto.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a acdo citotoxica de diferentes complexos de ruténio (II) frente a
linhagens celulares tumorais e selecionar dois complexos mais promissores para
avaliacdo do potencial genotoxico, do mecanismo de morte e da interferéncia na

cinética do ciclo celular.

3.2. Objetivos Especificos

e Realizar a triagem citotoxica de seis novos complexos de ruténio (ll)
coordenados a benzonitrila, bipiridina, acido picolinico e pirimidina frente as
linhagens tumorais de Sarcoma-180 (S-180), Leucémia Mieloide Cronica (K562)
e linhagem normal de linfécitos humanos e fibroblastos (L-929) e selecionar dois
complexos mais promissores para 0s ensaios em busca do mecanismo de
morte;

e Avaliar os complexos de ruténio (1) selecionados sobre a cinética do ciclo celular
e seus efeitos sobre a inducdo de morte celular apoptotica ou necrética;

e Avaliar a quantidade de proteinas de Caspase 3 e Bcl2 ativas nas células de S-
180;

e Investigar o efeito dos complexos de ruténio (lI) sobre a atividade enzimatica de
Caspase-8 e Caspase- 9;

e Avaliar o efeito dos complexos de ruténio (II) sobre o potencial de membrana
mitocondrial,

e Investigar o efeito dos complexos de ruténio (II) sobre a expressado dos genes
pré-apoptético Caspase-3, Caspase-8, Caspase-9, Bax e P53;

e Investigar o efeito genotdéxico dos compostos de ruténio (II) através do teste
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cometa.

4. METODOLOGIA

4.1. Sintese dos Complexos de Ruténio

Os complexos de ruténio (lI) coordenados a benzonitrila, bipiridina, acido
picolinico e pirimidina, foram sintetizados no Laboratorio de Quimica do Instituto de
Quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos e encaminhados ao Laboratério de
Genética Molecular e Citogenética da Universidade Federal de Goias (UFG) para
realizacdo dos ensaios de atividade biolégica. Na tabela abaixo, encontra-se a

estrutura quimica dos compostos de ruténio testados.

Tabela 3: Estrutura quimica dos compostos de ruténio (ll) testados.

Complexos de ruténio (ll) Caddigo Peso Molecular
[Ru(pys)(bipy)(dppp)]PF6 (Ru 03) 924,83
[Ru(pys)(bipy)(dppb)]PF6 (Ru 05) 765,82
[Ru(pic)(bipy)(dppp)]PF6 (Ru 08) 936,78
[Ru(prm)(bipy)(dppe)]PF6 (Ru 14) 911,79
[Ru(dmpm)(bipy)(dppf)]PF6 (Ru 16) 1095,81
[RuCl(bcn)(bipy)(dppe)]PF6 (Ru 21) 925,18

Para os ensaios bioldgicos, os complexos de ruténio foram pesados de acordo
com o peso molecular e dissolvidos em um primeiro momento em dimetilsulféxido
(DMSO) (100%) em seguida, foi preparado aliqguotas dos compostos em diferentes
concentracfes (0,2 a 200 uM) diminuindo a concentracdo de DMSO para 0,1% para

realizar o teste de MTT. ApOs os resultados de ICsy e indice de Seletividade, os
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compostos mais promissores foram selecionados para a realizacdo de outros ensaios

biolégicos em busca do mecanismo de ac&o no novo farmaco.

4.2. Linhagens Celulares Tumorais e Nao Tumorais

Para os ensaios bioldgicos foram utilizadas as linhagens tumorais estabelecidas
Leucemia Mieloide Crénica (K562) (ATCC®CCL-243") e a linhagem tumoral de
camundongo Sarcoma-180 (S-180) (ATCC®# TIB-66). Como célula normal, foi utilizada
a linhagem estabelecida de fibroblasto de pulm&o murino (L-929) (ATCC®# CCL-1") e
cultura primaria de linfécito humano sob protocolo (043/2007) do Comité de Etica da
Universidade Federal de Goiés.

As células foram mantidas em cultura a 37 °C, 5% de CO, utilizando meio de
cultura RPMI 1640 (linhagens S-180, K562 e linfécito) e DMEM (linhagem L-929)
(SIGMA-ALDRICH Co. LLC., St. Louis, Missouri, USA), suplementado com 10% de
soro bovino fetal (GIBCO®, INVITROGEN, Carlsbad, California, USA), 100U mL™ de
penicilina e 100 ug mL™* de estreptomicina (SIGMA-ALDRICH Co. LLC., St. Louis,
Missouri, USA) segundo protocolo estabelecido pela American Type Culture Collection
(ATCC, Rockville, Maryland, USA).

Para a realizacdo dos ensaios, previamente a linhagem aderente em fase de
crescimento logaritmico foi removida dos frascos de cultura celular pela adigdo de 1 mL
de tripsina 0,5% em solucdo tamp&o Fosfato 0,01 mol L™, pH 7,2 em solucéo salina
0,9% (PBS). Em seguida, foram adicionados meio cultura completo para neutralizar a
tripsina e transferidos para tubo falcon para realizar a quantificacao celular.

Como controle positivo para o teste de MTT e cometa, utilizou-se o farmaco
Cisplatina (5 a 50 uM) liofilizado (SIGMA-ALDRICH Co. LLC., St. Louis, Missouri, USA).

4.3. Ensaio de Viabilidade Celular pelo Método Reduc¢édo do MTT

Para avaliar a atividade citotoxica dos complexos de ruténio (ll) citados na tabela
3, foi utilizado o método colorimétrico do MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)2,5-Difenil

Brometo de Tetrazolium). O principio deste método descrito por Mosman (1983)
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consiste em medir indiretamente a viabilidade celular pela atividade enzimatica
mitocondrial das células vivas. Para o teste do MTT, 1 x 10° células S-180 e K562 e 1 x
10* células L-929 e Linfécito, foram semeadas em microplacas de 96 pocos na
auséncia ou presenca dos complexos de ruténio (II) (0,2 a 200 uM ) ou cisplatina (0,2 a
200 pM). Apos tratamento, as células foram incubadas em estufa a 37°C com
atmosfera contendo 5% de CO,. Ao final do periodo de incubacéo, foi adicionado aos
pocos de cultivo celular 10 yL de MTT na concentracdo de 5 mg mL™, e apés 3 h de
incubagdo com o MTT, foram acrescentados 50 yL de Sdédio Dodecil Sulfato (SDS) a
10% diluido em HCL/0,01N. A quantificacdo da densidade Optica (DO) foi medida em
espectrofotometro (Awareness Technology INE/ Stat Fax 2100). A porcentagem de

viabilidade celular foi determinada a partir da seguinte equacao:

% Viabilidad Absorbancia do tratamento
iabilidade = 1
’ Absorbancia do controle negativo = 100 (1)

O valor de ICsp (concentracdo em pM que inibe 50% da viabilidade celular) foi
determinado por meio da curva dose resposta utilizando o programa estatistico
GraphPad Prism 4.02 (GraphPad Software, San Diego, California, USA).

4.4. indice de Seletividade

O indice de seletividade (IS) indica a seletividade dos complexos estudados e o
seu potencial uso para os testes pré-clinicos in vivo e clinicos. Foi determinado pela
relacdo dos valores obtidos de ICso para uma linhagem celular ndo tumorigénica e outra
tumorigénica, indicando a seletividade dos complexos estudados e o seu potencial uso
para os testes pré-clinicos in vivo e clinicos.

O IS foi determinado para todos os complexos de ruténio (1) e para a cisplatina a

partir da seguinte equacao:

IC5, célula n3o tumorigénica
IS = - — (2)
ICzy célula tumorigénica
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em que, para a célula ndo tumorigénica foi utilizado os valores de Linfécito para os
complexos de ruténio e os valores de L-929 para cisplatina, e para célula tumorigénica
foram utilizado os valores de S-180 para ambas. Foi considerado significativo um valor
de IS 2 2,0 (SUFFNESS e PEZZUTO, 1991).

A partir dos valores de ICsy e do valor de IS obtidos para as células tumorais e
normais, foi selecionado dois complexos de ruténio (II) mais promissores para 0s
demais ensaios de mecanismo de morte e genotoxicidade que foram realizados apenas

em células de S-180, devido ao grau de seletividade dos complexos.

4.5. Analise da Cinética do Ciclo Celular por Citometria de Fluxo

As fases do ciclo celular podem ser caracterizadas por variacdes no seu
conteudo de DNA, que quando analisado por citometria de fluxo ap6s marcacdo com
iodeto de propideo, permite quantificar a percentagem de células em cada fase do ciclo
celular, conforme descrito por Vindelov et al. (1983).

Para esta anélise, 5 x 10° células tumorais foram plaqueadas em microplacas de
12 pocos na presenca ou auséncia dos complexos de ruténio em concentracfes
proximas a ICso Ru 05 [0,3; 0,88 e 1,7 uM] e Ru 08 [10; 14 e 28 uM). Apls exposicao
das células aos complexos de ruténio por 24 e 48 horas, estas foram centrifugadas e
em seguida lavadas com PBS. Ao final da lavagem, o sobrenadante foi desprezado e o
“pellet” celular foi incubado com 1 mL de alcool etilico gelado (70%) por 24 h a -20°C.
Ao final da incubacéo, as células foram lavadas novamente com PBS e em seguida,
foram incubadas por 15 min em uma solugdo contendo ribonuclease A (RNase A)
0,05% e iodeto de propidio (50 ug mL™). A aquisicdo da populacdo celular para cada
fase foi através do DNA medido em intensidade de fluorescéncia. A andlise da
porcentagem de células em cada fase do ciclo celular foi realizada por meio do
citometro de fluxo (FACSCalibur, BD Biosciences), logo apos analisado pelo software
ModFit. Os resultados foram expressos em porcentagem media de células distribuidas
nas diferentes fases do ciclo celular: GO/G1, S e G2/M, assim como o0 percentual de

DNA fragmentado que foi dado como sub-G1.

4.6. Ensaio da exposicao de Anexina V-FITC/lodeto de Propidio
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A externalizacdo de fosfatidilserina na superficie externa da membrana
plasmatica € um dos primeiros eventos que se passa na superficie de uma célula em
processo de apoptose ou necrose, sendo que esta perda de assimetria do fosfolipideo
de membrana contribui para facilitar o reconhecimento por proteinas dependentes de
ions de célcio, como a Anexina V (BOERSMA et al., 2005). O procedimento de
deteccado de apoptose ou necrose por Anexina V-FITC/lodeto de Propidio (PI), consiste
na ligacdo da anexina V-FITC a fosfatidilserina na membrana das células que estédo
iniciando o processo final da apoptose e marcacdo com Pl aquelas em condicdo de
necrose.

Para deteccdo de apoptose ou necrose, foi utilizado o kit de deteccdo de
apoptose Anexina V/lodeto de Propidio (PI) (SIGMA-ALDRICH Co. LLC., St. Louis,
Missouri, USA) de acordo com as instru¢ées do fabricante. Para este ensaio, 5 x 10°
células foram semeadas em microplacas de 12 pocos em triplicatas e incubadas na
auséncia ou presenca dos complexos Ru 05 [0,27; 0,88 e 1,7 uM] e Ru 08 [14 e 28
pUM]. Apés tratamento de 24 e 48 horas com os complexos de ruténio, as células foram
centrifugadas e posteriormente lavadas com PBS. O sobrenadante foi descartado e ao
pellet celular foi adicionado 400 puL de tampé&o anexina e em seguida, acrescentados
2.5 pL de Anexina V-FITC e 2.5 pyL de iodeto de propidio. As células foram entédo
incubadas em temperatura ambiente por 20 minutos e, posteriormente, foi feita
aquisicdo dos dados em citobmetro de fluxo (FACSCalibur, BD Biosciences). Para
andlise dos dados foi utilizado o software Cell Quest.

Foram classificadas como células em apoptose inicial aquelas com marcacéo
somente para Anexina-V (AN+)/(Pl-), e como células em apoptose tardia aquelas com
dupla marcacdo de Anexina V e Pl (An+)/(Pl+), células em necrose somente com

marcacao para Pl (An-)/(Pl+) e células vidveis ndo apresentaram nenhuma marcagao.

4.7. Ensaio do Potencial de Membrana Mitocondrial pela marcagéo JC-1

A perda do potencial de membrana mitocondrial € uma caracteristica de

apoptose, sendo que este evento precede a externalizacdo da fostatidilserina e
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coincide com a ativacdo de caspases. JC-1 (iodeto de 5,5,6,6 -tetraclorol,1°,3,3 -
tetraetilbenzimidazolocarbocianina) € um marcador fluorescente que mensura o
potencial de membrana mitocondrial das células. Este corante penetra na organela e
emite fluorescéncia nos comprimentos de onda de luz vermelha (pico de emissao
maxima em 590 nm) ou verde (emissdao em 520 nm), de acordo com o potencial de
membrana mitocondrial interna. Penetrando em altas concentracdes, o corante
apresenta-se na forma de j-agregado e emite coloragdo vermelha, mas em baixas
concentragdes, encontra-se na forma de monémero e emite coloragcdo verde. Desta
forma, em mitocondrias funcionais, o JC-1 penetra e acumula-se no interior desta
organela e emite coloracdo vermelha, ao passo que em mitocondrias com baixo a
médio potencial de atividade de membrana, fluoresce fora da organela como isolado
emitindo coloracéo verde (Figura 6) (CHAZOTTE, 2011).

O efeito dos complexos Ru 05 [0,27; 0,88 e 1,7 uM] e Ru 08 [14 e 28 uM] sobre
0 potencial de membrana mitocondrial (A% m) foi mensurado utilizando o corante
catibnico JC-1 (BD Bioscience). Para a realizacdo do ensaio, 3 x 10° células foram
tratadas com os complexos de ruténio (Il) durante 24 h. Apés tratamento, as células
foram centrifugadas por 10 min a 1500 rpm e lavadas com PBS. Apés serem lavadas,
as células foram incubadas por 15 minutos a 37°C com o corante JC-1. Em seguida, as
células foram lavadas novamente e ressuspensas em tampédo de ensaio para andlise
em citometro de fluxo. Os resultados foram obtidos utilizando o citometro de fluxo
FACS Calibur (BD Bioscience) e a analise dos dados foi feita através do software Cell

Quest, (BD Biosciences).

Figura 6: Esquema do Ensaio de JC-1.
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Quando em alto potencial de membrana mitocondrial (membrana vermelha), o corante JC-1 atravessa a
membrana formando agregados que emitem fluorescéncia vermelha. Na presenca de um baixo potencial
de membrana mitocondrial (membrana verde), o corante permanece na forma de mondmero e emite
coloragdo verde. Fonte: Mesquita, (2005).

4.8. Analise de Caspase 3 ativa por Citometria de Fluxo

A ativacao de Caspases desempenha um papel central no processo apoptético.
Para a deteccado de ativacdo da Caspase 3 nas células tratadas com 0s compostos de
ruténio (11), foi utilizado o kit de coloracdo CaspGLOW™ Fluorescein Active Caspase-3,
da BD. O ensaio faz uso de anticorpo anti-caspase 3 ativa conjugado individualmente,
com o corante PE como marcadores fluorescentes in situ. Este marcador é permeavel
a células, ndo apresenta caracteristicas toxicas e se ligam irreversivelmente a
Caspase-3 ativada em células em processo apoptético. O marcador PE permite a
deteccdo de Caspase-3 ativada em células apoptéticas diretamente por citometria de
fluxo.

Para o ensaio, 3 x 10° células foram tratadas com os complexos de Ru 05 [0,27;
0,88 e 1,7 uM] e Ru 08 [14 e 28 uM] durante 24 h. Apdés tratamento, as células foram
centrifugadas por 3 min a 1500 rpm e lavadas com PBS. Apo6s serem lavadas, as
células foram incubadas por 30 minutos a 37°C com anticorpo especifico para deteccao
de Caspase 3. Em seguida, as células foram lavadas novamente e ressuspensas em
tampdo de ensaio para analise em citdmetro de fluxo. Os resultados foram obtidos
utilizando o citometro de fluxo FACS Calibur (BD Bioscience) e a analise dos dados foi

feita atraves do software Cell Quest (BD).

4.9. Analise de Bcl2 ativa por Citometria de Fluxo

ApoOs o tratamento das células de S-180 com o complexo de Ru 05 [0,27 e 0,88
UM] e Ru 08 [14 e 28 uM] por 24 horas, as células foram retiradas da cultura e
centrifugas a 1800 rpm por 3 minutos. Descartado o sobrenadante as células foram
lavadas com PBS 1X e resuspendidas em 500 pL de tampé&o de lise por 10 minutos em
temperatura ambiente (20° a 30°C). Passado o tempo as células foram centrifugadas e

resuspendidas em 500 pL de solucdo de permeabilizacdo por 10 minutos. Apos o
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tempo de exposicao as células foram lavadas com tampao BSA (PBS 1X, 0.5% de SFB
e 0.1% de azida de sédio) e adicionado 20 uL do reagente anti-Bcl-2. O tubo foi mixado
e incubado por 30 minutos a temperatura ambiente (20° a 30°C). Apés o periodo de
incubacdo as células foram lavadas, resuspendidas em 500 puL BSA e levadas para a
analise imediatamente no citometro de fluxo FACS Calibur (BD Bioscience), a analise

dos dados foi feita através do software Cell Quest,(BD).

4.10. Analise da Atividade de Caspases 8 e 9 pelo Ensaio Colorimétrico

Para investigacao da atividade das Caspase 8 e 9, foi utilizado o kit de proteases
colorimétrico ApoTarget™(Invitrogen) de acordo com as instru¢gbes do fabricante. O
ensaio de atividade das Caspases € baseado na detec¢do por espectrofotbmetro do
cromoforo p-nitroanilima (pNA) depois da clivagem do substrato X-pNA, onde X é a
sequéncia de aminoacidos reconhecidos pelas caspases. Neste ensaio, 3 x 10° células
foram semeadas em garrafas de cultura 25 cm? e incubadas por periodo de 24 horas
na auséncia ou presenca dos complexos de Ru 05 [0,88 uM] e Ru 08 [14 uM]. Apéds
incubacéo, as células foram inicialmente centrifugadas e o pellet de células formado foi
incubado com de tampéao de lise em banho de gelo por 10 minutos.

A concentracao de proteinas foi medida por meio do ensaio BSA (BioRad), 75 ug
do extrato de proteina, 50 pL de tampé&o de reacdo 2X suplementado com 10 mM de
DTT e os substratos IETD-pNA (Caspase-8) e LEHD-pNA (Caspase-9), foram
incubados por 2 horas a 37°C. ApOs incubacdo por 2 horas, a formacdo de p-
nitroanilide nas amostras foi medida em espectrofotometro (Awareness Technology
INE/ Stat Fax 2100) a 405 nM. O aumento da atividade de Caspase-8 e Caspase-9

foram determinados por meio da comparacao dos resultados com o controle.

4.11. Avaliacédo da Expresséo Génica
4.11.1 Extracdo RNA

O RNA total de células de S-180 tratadas com complexos Ru 05 [0,27 e 0,88 uM]
e Ru 08 [14 uM] foi isolado utilizando-se o reagente Trizol (Sigma-Aldrich) seguindo as
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recomendacdes do fabricante. Para o isolamento, 1 mL de trizol foi adicionado ao pellet
celular e homogeneizado até a dissolucdo completa do pellet. Em seguida foi
adicionado 200 pL de cloroférmio, e os tubos foram homogeneizados por inverséo e
deixados a temperatura ambiente durante 2 minutos seguindo-se de centrifugacao
durante 15 minutos a 12.000 g a 4°C. Este procedimento resultou em trés fases: a fase
aquosa onde estd o0 RNA, a interface que contém as proteinas e, por fim, a fase com
fenol/cloroférmio. Apés a transferéncia da fase aquosa para um novo tubo, foram
adicionados 500 pL de alcool isopropilico para a precipitacdo do RNA. Este foi
incubado por 5 minutos em temperatura ambiente. A seguir, os tubos foram
centrifugados a 12.000 g por 10 minutos a 4°C. O RNA foi entdo lavado com etanol
75% e, em seguida, centrifugado por 10 minutos a 7500 g a 4°C. ApGs centrifugacao, o
alcool foi descartado e os tubos foram colocados em capela para evaporacao do alcool
restante na amostra. Apos evaporacdo completa do alcool, o RNA foi dissolvido em 50
pL de agua ultrapura. A seguir, o material foi tratado com Dnase | (Sigma-Aldrich)
seguindo protocolo sugerido pelo préprio fabricante. Apés tratamento com Dnase | o
material foi estocado em -80°C.

A concentracdo e o grau de pureza do material foram estimados em
espectrofotometro NanoDrop (Thermo Scientific, Delaware, USA). O grau de pureza foi
avaliado de acordo com a relagdo 260/280. A qualidade (integridade) do RNA foi
avaliada por meio de eletroforese em gel de agarose 1,2 % (Apéndice 1).

4.11.2. Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA, utlizou-se o kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biossystems), seguindo as instru¢des do fabricante. Uma
mistura contendo dNTPSs, iniciadores randémicos (random primers) e transcriptase
reversa foi preparada e adicionada a um mesmo volume de RNA (2 ug). A reacao de

sintese de cDNA foi realizada a 25°C por 10 minutos seguida de 2 horas a 42°C.

4.11.3 Real Time PCR (gPCR)

A avaliacao da expressdo do mRNA dos genes Caspase 3, Caspase 8, Caspase
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9,TP53, Bax e Beta-actina como enddgeno, foi realizada por real time PCR utilizando o
reagente Sybr Green Master Mix (LGC Biotecnologia). Para a reacao, foram utilizados
10 pyL de master mix, 1,6 yuL de cada primer (forward e reverse - 400 nM), 2 uL de
cDNA e 4,8 uL de agua ultrapura. As amostras foram amplificadas no sistema Line
Gene (Bioer Techology) com uma desnaturacéo inicial de 95°C durante 15 minutos,
seguidos de 40 ciclos a 95°C durante 15 segundos, 55°C durante 15 segundos e, por
altimo, 72°C durante 30 segundos para 0s genes de Caspase-3, Caspase-8 e Bax.
Para o gene de Tp53, iniciou-se com uma desnaturacdo de 50°C por 2 minutos,
seguido por um ciclo de 95°C por 15 minutos logo apos 40 ciclos de 95°C por 15
segundos e finalizando com 59°C por 2 minutos. E para o gene Caspase-9 foi utilizada
a seguinte ciclagem: um ciclo inicial de 50°C por 2 minutos seguido de outro com 95°C
por 15 minutos, 40 ciclos com 95°C por 15 segundos, passando por 59°C por 1 minuto
e finalizando com 72°C por 30 segundos. Em todas as reacdes foram realizadas curvas
de dissociacdo (melting) para verificar a presenca de produtos inespecificos. Os
primers foram construidos em jungédo exon- exon e a sequéncia dos primers utilizados

neste ensaio esta descrita abaixo.

Tabela 4: Sequéncia de primers utilizados para o ensaio real time RT-PCR.

Gene alvo Sequéncia dos Primers Tamanho
(pb)
Beta actina 5CACACCCGCCACCAGTTCZ
Mus musculus 5ATTCCCACCATCACACCCTGY 161
Bax 5GCTACAGGGTTTCATCCAGG?3’
Mus musculus 5GGAGACACTCGCTCAGCTTC3 113
Caspase 3 5GGAGCTTGGAACGCTAAGAA3
Mus musculus 5GTCCACTGACTTGCTCCCATZ3 112
Caspase 8 5AGGTACTCGGCCACAGGTTA3’
Mus musculus 5TGGGATGTAGTCCAAGCACAZ 137
Caspase 9 5TAGCTGGAACACTGGGCATTGAGTY®
Mus musculus 5AACATACCCATCGGTGCATTTGGC3 139
Tp53 5'-TGGAAGACTCCAGTGGGAAC-3'
Mus musculus 5-TCTTCTGTACGGCGGTCTCT-3' 87
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A expressao relativa de cada gene alvo foi normalizada utilizando a expresséo
dos genes de referéncia Beta-actina para linhagem de camundongo S-180. A
expressdo relativa foi realizada utilizando o método 2 **°T Para andlise da eficiéncia
dos primers foi realizada a curva padrdao, em que foram utilizados os primers com
valores de eficiéncias superiores a 90%. A partir da curva padréo (apéndice 2), foram

calculados o slope (-3,32) e o coeficiente de correlagéo (R?).

4.12. Avaliacdo Genotoxica: Teste Cometa

Para deteccao de danos na fita simples e/ou dupla do DNA, foi utilizada a versao
alcalina do ensaio cometa segundo Singh (1988), onde 1 x 10° células de S-180 foram
semeadas na auséncia ou presenca do complexos de Ru 05 [0,27; 0,88 e 1,7 uM] e Ru
08 [10; 14 e 28 uM] ou cisplatina [50 uM] por 24 e 48 horas. Apos tratamento, a
suspensao de células foram homogeneizadas com 100 pL de agarose de baixo ponto
de fusédo (0,5%) e, entdo, colocadas em laminas que ja continham agarose padrao
(1,5%). Estas laminas foram posteriormente colocadas a 4°C por 10 minutos e, em
seguida, colocadas em solucéo de lise (2,4M NaCl; 100 mM EDTA; 10 mM Tris, 10%
DMSO e 1% Triton-X, pH 10) por 24 horas. ApoOs etapa de lise, as laminas foram
transferidas para cuba de eletroforese contendo tampéao (NaOH 300mM + EDTA 1mM,
pH ~13) a 4°C, com uma corrente elétrica de 300 mA e tensdo de 25 V. Na etapa
seguinte, as laminas foram retiradas da cuba de eletroforese e posteriormente
submetidas a uma solugéo de neutralizacédo (0,4M Tris—HCI, pH 7,5) por 15 min. Apds
a secagem das laminas, elas foram entdo fixadas em etanol 100% por 3 min. A
coloracdo das laminas foi realizada com brometo de etidio (20 pg mL™) e analisadas
imediatamente apOs coloracdo. As laminas foram preparadas em duplicata e 100
nucleoides foram analisados (50 nucledides de cada lamina) utilizando microscoépio de
fluorescéncia (Leica, Wetzlar, Alemanha) com interface com um computador. As
imagens obtidas foram analisadas em sistema de andlise de imagem
do software CometScore 15 de acordo com a migracéo dos fragmentos, considerando-
se 0s seguintes parametros: comprimento do cometa, diametro da cabeca e

comprimento da cauda.
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A partir destes parametros, foi determinada a classe como proposto por
Kobayashi et al. (1995): classe 0 (nenhum dano), classe 1 (pequeno dano,
comprimento da cauda menor do que o didmetro da cabeca), classe 2 (médio dano,
comprimento da cauda uma ou duas vezes o diametro da cabecga), classe 3 (dano
significativo, comprimento da cauda maior que duas ou trés vezes o diametro da
cabeca), classe 4 (dano significativo, comprimento da cauda maior que trés vezes o
didmetro da cabeca). Um valor de indice de dano (ID) foi atribuido a cada um dos
nucledides de acordo com a sua classe, a partir da seguinte equacao:

ID=(0xn0) + (1xn1)+ (2xn2)+ (3xn3) + (4xn4) (3)

onde, n é o numero de nucledides de cada classe analisada. Desta forma, o indice de
dano para 100 nucleoides variou de 0 (completamente sem danos: 100 x 0) a 400
(totalmente danificadas: 100 x 4) (TICE et al., 2000).

4.13. Andlise Estatistica

Os resultados, expressos através de Média £+ DP (ou EPM) e Mediana, foram
organizados e apresentados na forma de gréaficos, tabelas, quadros e figuras. Todas as
variaveis sob estudo foram testadas para a hipétese de normalidade.

Para verificar diferencas significativas entre os grupos estudados, foram
utilizados e analizados por meio do software GraphPad Prism verséo 4.0, os testes de
analise de variancia (ANOVA). Quando detectada diferenca significativa entre os
grupos, foi aplicado o teste “t” de Student e os testes de contraste de Tukey e Dunnet.

Para todos os grupos consideram-se estatisticamente significativos quando p<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Efeito da Viabilidade dos Complexos de Ruténio (lI) Sobre Linhagens
Tumorais e Normais — Valores de ICsp e IS

Os complexos de ruténio (II) foram submetidos a uma triagem citotoxica a partir
do teste do MTT tendo entdo a ICsy calculada (concentracdo que inibe 50% das
células). Foi realizado esse ensaio de viabilidade celular em linhagens de células
normais e tumorais, submetidas ao tratamento com seis tipos de complexos de ruténio
(I1) por 48 horas (Tabela 5).

Tabela 5: Valores de ICsy: Concentracdo (UM-L™) dos complexos de ruténio () que inibe 50% da

viabilidade celular das células pelo ensaio de reducdo MTT, tratadas por 48 horas nas concentragdes de
0,2 - 200 uM L. 1S = indice de Seletividade, *IS = 2,0.

Complexos de Ruténio

Ru 03 1,71+0,19 2,61+£0,2 1,57+0,36 1,10+ 0,77 2,37*
Ru 14 - 6,22 £ 0,41 0,29+0,1 1,12 + 0,08 5,55*
Ru 05 2,50 £ 0,05 3,05 +0,59 1,56 £ 0,91 0,27 +0,09 11,29*
Ru 16 1,20+ 0,72 2,21+0,34 0,53+0,18 0,65+ 0,25 3,4*
Ru 08 16,44 +3,31 38,84+17,39 10,17+1,61 14,94 +3,1 2,59*
Ru 21 8,18 £ 0,47 53,73 £5,71 11,60+ 5,74 17,02 +8,2 3,15*
Cisplatina 29,05 +1,88 - - 69,83 +0,17 0,41
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E possivel observar na tabela 5 que alguns resultados isolados se destacaram
dentre os complexos de ruténio: na linhagem de K562, as ICso para os complexos Ru
14 e Ru 16 foram de 0,29 uM e 0,53 uM, respectivamente. Na linhagem de S-180,
pode-se destacar os complexos de Ru 16 e Ru 03 com valores de IC5, de 0,65 uM e
1,10 uM.

Todos os complexos de ruténio (1) testados mostraram-se promissores, pois a
ICs0 encontrada para as células tumorais apresentou-se em uma concentragcdo bem
menor que a da cisplatina (farmaco utilizado para o tratamento de diversos tipos de
canceres). Um exemplo disso € o complexo Ru 21, que obteve uma ICso de 17,02 uM
para as células de S-180 e IC5o de 69,83 UM para células tratadas com cisplatina.

No que diz respeito as células normais, também se obtiveram resultados
interessantes, ja que as ICsp das células normais foram maiores do que as das células
tumorais nos complexos de ruténio (Il), destacando-se novamente em relacdo ao
resultado da cisplatina, em que a ICso da célula normal é véarias vezes menor em
relacdo a célula tumoral. Um exemplo em que um dos complexos de ruténio se
destacou € o complexo de Ru 05, que teve um resultado de ICso de 0,27 e 2,50 uM
para as células de S-180 e L-929 respectivamente, sendo muito promissor se
comparado a ICsy encontrada para cisplatina, que foi de 69,83 e 29,05 uM para as
mesmas linhagens de células, mostrando que a cisplatina apresenta um elevado grau
de citotoxicidade, ja que a ICso da célula normal (L-929) foi varias vezes menor do que
a ICsp da célula tumoral (S-180), acarretando efeitos colaterais no paciente.

Os complexos de Ru 05 e Ru 08 se destacaram entre os complexos de ruténio
(I) quando comparados as linhagens tumorais as normais. Os resultados obtidos de
ICs0 para o complexo de Ru 05 foi o0 menor dentre as células tumorais, sendo de 1,56
UM para a K562 e de 0,27 pM para o S-180. Além disso, a ICsy foi maior para as
linhagens normais de L-929 e linfécito, com valores de 2,50 e 3,05 uM,
respectivamente.

Ja os resultados para o complexo de Ru 08 foram de 10,17 uM para a K562 e de
14,94 uM para as células de S-180. Encontrou-se também ICso de 16,44 e 38,84 uM
para L-929 e linfocito, respectivamente. Esse complexo se sobressaiu, por apresentar

uma grande diferenca de citotoxicidade das células tumorais para as normais. Os
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complexos de ruténio (Il) testados tiveram destaque, pois foi necessaria uma
concentracdo muito baixa para desencadear morte celular em metade das células
tratadas. Outro ponto positivo é que a ICso das células normais estdo em concentracdes
maiores em relacdo as ceélulas tumorais, mostrando entdo que esses complexos de

ruténio (ll) sdo promissores como farmacos antitumorais.

O aumento dos casos de cancer em todo mundo e o efeito colateral significativo
da cisplatina e outros quimioterapicos utilizados no tratamento dessa doenca tém
motivado extensas investigacdes sobre as terapias alternativas de cancer a base de
metal. Neste cenario, os complexos de ruténio sdo considerados um dos complexos
mais promissores, uma vez que um grande numero de complexos de ruténio
demonstrou exibir alta atividade anticancer (SCHATZSCHNEIDER et al., 2008).

Muitos complexos de ruténio (1) ja foram testados e uma de suas caracteristicas
€ a de apresentar baixos valores de ICso, Ou seja, serem citotoxicos para as células
tumorais (XIE et al., 2013; WANG et al., 2013). Entretanto, esses complexos de ruténio
(Il estudados obtiveram relativamente maior destaque, pois apresentaram valores de
ICs0 muito baixos. Chen et al. (2013) testaram quatro diferentes complexos de ruténio
(I1) B-carbonila frente a diversos tipos de células tumorais, as menores ICso encontradas
foram de 28,4 pM e 15,1 pM para o [Ru(tpy)(dip)(Nh)]?** frente as linhagens HCT-116
(cancer coloretal) e A375 (melanoma), respectivamente. Para o [Ru(tpy)(bpy)(Nh)]*,
gue também possui ligantes bipiridina, as menores ICso encontradas foram de 34,1uM e
42,6uM para as linhagens A375 (melanoma) e Bel-7402 (cancer de figado),
respectivamente.

Xie et al. (2013) testaram dois complexos de ruténio (ll) frente a algumas
linhagens de células tumorais. O composto [Ru(bpy)2(addppn)](CIO4)2 obteve as
menores ICso para Bel-7402 (cancer de figado) e SKBR-3 (cancer de mama), sendo de
12,8 uM e 12,6 uM, respectivamente. Assim, nota-se que a citotoxicidade desses novos
complexos de ruténio (II) com ligantes inéditos testados neste trabalho € maior do que
para outros complexos de ruténio (Il) encontrados na literatura.

Dentre os seis complexos de ruténio testados, os complexos de Ru 05 e Ru 08

obtiveram destaque em seus resultados, com uma ICso de 0,27 pM e 14 uM para as
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células de S-180, respectivamente. Esse resultado foi muito promissor se comparado a
ICso da cisplatina (farmaco utilizado no tratamento de varios tipos de canceres), que foi
de 69 uM. Wang et al. (2013) testaram seis complexos de ruténio (I) frente a algumas
linhagens celulares cancerigenas. Para a linhagem MG-63, um osteosarcoma, 0S
complexos Ru(bpy)2(HPIP)](ClIO4)2- (A-Rul) e [Ru(bpy)2(py).][O,00-dibenzoyl-D-
tartrate] — (A-Ru3) apresentaram uma ICso de 12,7 uM e 126,1 uM, respectivamente.
Apesar de interessante, estas concentracdes foram maiores que a ICs da cisplatina,
gue foi de 7,5 pM para essa mesma linhagem. Deste modo, a ICsp dos dois complexos
de Ru 05 e Ru 08 demonstraram ser promissoras, pois além de serem baixas em
relacdo a outros compostos de ruténio (II), foram ainda menores que a ICsp de um
farmaco ja adotado em terapias anticancer.

Ainda no que diz respeito aos resultados encontrados na triagem citotoxica, a
maioria dos complexos de ruténio exibiu maior citotoxicidade nas linhagens tumorais do
gue nas linhagens ndo tumorais, enquanto que a cisplatina apresentou uma ICsg alta
tanto para a linhagem de célula ndo tumoral como para a linhagem tumoral que foi
testada.

O indice de seletividade (IS) indica um valor de seletividade para células
tumorais tratadas com determinado complexo e o0 seu potencial uso para os testes pré-
clinicos in vivo e clinicos. O IS foi calculado utilizando os valores de ICsg para as células
de S-180 e Linfécito para todos os complexos de ruténio Il e para o farmaco utilizado
como controle positivo, a cisplatina, foi utilizada o valor de ICso das células de L-929
juntamente com o valor de ICsp das células de S-180.

Os valores do IS = 2 sdo considerados estatisticamente significativos, portanto,
de acordo com a tabela 5, todos os complexos de ruténio apresentaram seletividade
para células tumorais. Dentre esses complexos, 0 que mais se destacou foi 0 Ru 05
com um indice de seletividade de 11,29. O Ru 08 apresentou um valor de IS de 2,59,
também sendo escolhido para a conduta de novos testes para o estudo do mecanismo
de morte celular e genotoxicidade por apresentar estrutura muito semelhante ao Ru 05.

O IS foi significativo para todos os complexos de ruténio testados, exceto para
cisplatina. Sugerindo que os complexos de ruténio tém seletividade para as células

tumorais. Em trabalhos recentes, os valores de IS maiores que trés tém sido
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considerados extremamente seletivos (MAHAVORASIRIKUL et al., 2010; CHELOPO et
al., 2013). Em geral, este grupo de complexos de ruténio (Il) apresentam a mesma
tendéncia da atividade com um IS superior a 3, por isso eles parecem ser promissores
como agentes anticancerigenos seletivos.

Diante desses resultados de triagem citotoxica e de IS, foram selecionados dois
desses complexos, Ru 05 por apresentar melhor resultado de IS e o Ru 08 pela
semelhanca estrutural em relacéo ao Ru 05 e por apresentar um valor de seletividade
significativo apesar de bem mais baixo em relagdo ao Ru 05. A partir do valor de I1Csp
desses dois complexos, foram realizados outros testes para elucidar seu mecanismo

de morte na linhagem celular de S-180.

5.2. Os Complexos de Ru 05 e Ru 08 Desencadeiam Parada na Fase GO/G1 do

Ciclo Celular

A andlise do ciclo celular por citometria de fluxo foi realizada corando as células
com PI; o programa Mod Fit estimou a porcentagem de células apresentadas nas
diferentes fases do ciclo (sub-G1, GO/G1, S e G2/M). As figuras 7 e 8 demonstram as
mudancas na distribuicdo do ciclo quando comparadas ao controle das células tratadas
com os complexos de Ru 05 [0,3; 0,88 e 1,7 uM] e Ru 08 [10; 14 e 28 uM] em 24 e 48
horas.

Nos resultados relacionados ao complexo de Ru 05 (Figura 7a e 7b), todas as
concentracbes foram estatisticamente significativas, aumentando a quantidade de
célula na fase GO/G1l em relagdo ao controle, tanto em 24 quanto em 48 horas.
Entretanto, as concentragcbes de 0,88 pM e 1,7 uM se destacaram, pois houve um
aumento de células nesta fase G0O/G1 de 24% no controle para 72% e 67% em 0,88 uM
e 1,7 uM, respectivamente.

Consequentemente, houve uma reducdo estatisticamente significativa nos
valores de células na fase S (sintese) para o complexo de Ru 05, caindo de 58% no
controle para 12% e 17% nas concentracdes de 0,88 pM e 1,7 uM em 24 horas. Esse
aumento de células apos o tratamento na fase de GO/G1 também ocorreu em 48 horas

nas concentracoes testadas de 0,3 uM, 0,88 uM e 1,7 uM, nas quais se obteve um total
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de 65%, 64% e 68% de células, respectivamente, nessas concentracdes, o que foi

significativo se comparado ao controle com 49% de células nessa fase.
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Figura 7: Efeitos dos complexos de Ru 05 (a e b) e Ru 08 (c e d) na cinética do ciclo celular sobre a linhagem tumoral de S-180 em 24 (a e c) e 48
(b e d) horas de exposicao.
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Figura 8: Histogramas com o perfil das células do ciclo celular de S-180 tratadas com os complexos de Ru 05 e Ru 08 em 24 e 48 horas.
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Na figura 7b, em 48 horas de tratamento do Ru 05 na concentracédo de 1,7 UM,
houve um aumento de células na fase de sub-G1 com 33% das células permanecendo
nessa fase, resultado maior e estatisticamente significativo em relacdo ao controle,
cujas 4% de células somente estavam em sub-G1.

Nos estagios tardios da apoptose, o DNA é clivado por endonucleases em
fragmentos de 200 pb ou multiplos. Durante o processamento para analise do ciclo
celular, as células sdo fixadas em etanol 70% seguidas de lavagem com tampé&o de
extracdo. Este processo remove o DNA fragmentado e as células com baixo contetdo
de DNA aparecem na regido Sub-G1 do histograma (POMPILHO, et al., 2013). As
células que aparecem nessa regido podem ser consideradas em processo de
apoptose, por isso infere-se que o complexo de Ru 05 apresentou indicativo de
apoptose, pois aumentou significativamente a quantidade de células na fase sub-G1 na
concentracdo de 1,7 uM apés o tratamento de 48 horas.

De acordo com os resultados do Ru 08 (figura 7c e 7d), houve também um
aumento significativo de células na fase GO/G1 para as concentracdes de 14 uM e 28
MM, apresentando respectivamente 53% e 72% de células nesta fase do ciclo, sendo
superior ao controle em que 22% das células estavam nesta etapa do ciclo em 24
horas.

Na fase de sintese, houve também uma reducdo de células, em relacdo ao
controle, depois de tratadas com as diferentes concentracdes do complexo. No
controle, 58% das células estavam em sintese, para as concentracées de 14 e 28 uM
obteve-se 34% e 14% de células nesta fase, respectivamente.

Em 48 horas, o Ru 08 conservou o comportamento de 24 horas, apresentando
um aumento de células na fase GO/G1 nas concentragcfes de 14 uM e 28 uM, obtendo
66% e 71% de acumulo de células nessa fase, sendo estatisticamente significativo
guando comparado ao controle negativo com 49% de células. E ocorreu também uma
reducdo das células na fase de sintese, indicando que o Ru 08 também desencadeia
parada do ciclo celular na fase GO0/G1, tentando impedir que as ceélulas continuem o
processo de divisao tanto em 24 quanto em 48 horas, diferindo do Ru 05 apenas por

nao apresentar aumento significativo de sub-G1 em nenhum dos tempos estudados.
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Xie et. al. (2013) também obtiveram resultados similares para um complexo de
ruténio (1) polipiridinico [Ru(dmp)2(AHPIP)](CIO,4),] em linhagem tumoral de cancer de
figado Bel-7402, em que o complexo induziu parada do ciclo celular e apoptose de
forma dose-dependente, entretanto, as concentracdes testadas foram maiores que a
dos compostos estudados variando de 12 uM a 50 uM. Este complexo também né&o
induziu aumento no pico de sub-G1, assim como o complexo estudado Ru 08.

Chen et al. (2013) estudaram a cinética do ciclo celular das células Hela (cancer
colén de atero) tratadas com o complexo de ruténio (1) [Ru(tpy)(Nh)3](CF3S0O3), em 24
horas e obtiveram um aumento significativo dependente da dose na proporcdo de
células em apoptose refletida pelo pico de sub-G1, variando de 4,2% na concentracéo
de 1 pM, para 32,5% na concentracdo de 5 pM. Houve também um moderado aumento
na fase GO/G1l. Esses resultados sédo similares aos encontrados para o Ru 05,
apresentando um aumento de células no pico de sub-G1, evidenciando um indicativo
de morte celular por apoptose em concentracdes proximas a 1 UM, observa-se ainda a
parada do ciclo celular na fase GO/G1.

Importantes classes de quimioterapicos antineoplasicos atuam durante o ciclo
celular. Estes apresentam mecanismos de acdo variados e exibem especificidade em
termos da fase do ciclo em que tém atividade. Muitos farmacos eficazes contra o
cancer exercem sua acao sobre as células que se encontram em uma fase especifica
do ciclo celular, e sdo denominados farmacos ciclo-celular especificos (CCS) (DE
ALMEIDA et al., 2005). Possivelmente, essa classe de complexos de Ru 05 e Ru 08
apresentam esse perfil, pois ambas parecem exercer seus efeitos na fase GO/G1 do

ciclo celular, impedindo a proliferacéo das células.

5.3. Andlise do Mecanismo de Morte Celular por Anexina V

Para determinar a porcentagem de morte celular por apoptose e necrose de S-
180, as células foram tratadas com os Ru 05 [0,27; 0,88 e 1,7 uM] e Ru 08 [14 e 28 uM]
por 24 e 48 horas, seguindo de analise no citbmetro de fluxo. As figuras 9 e 10
mostram a porcentagem de células vivas, células em apoptose inicial, células em

apoptose tardia e células necroéticas em 24 e 48 horas de tratamento, respectivamente.
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Figura 9: Andlise por citometria de fluxo dos efeitos dos complexos de Ru 05 e Ru 08 na inducéo de
morte celular através do teste de dupla marcacéo: Anexina V-FICT/Pl em 24 horas de tratamento.
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sem tratamento. Os graficos mostram fluorescéncia de Anexina V (abscissa, escala logaritmica) versus fluorescéncia
PI (ordenada, escala logaritmica).
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Figura 10: Andlise por citometria de fluxo dos efeitos dos complexos de Ru 05 e Ru 08 na inducao de
morte celular através do teste de dupla marcacado: Anexina V-FICT/PI em 48 horas de tratamento.
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Em 24 horas, tanto as células tratadas com o Ru 05 nas concentragfes de 0,27;
0,88 e 1,7 uM, quanto as células tratadas com o Ru 08 nas concentracdes de 14 e 28
MM, apresentaram reducdo da quantidade de células vidveis em relacdo ao controle
negativo (Figura 9). Houve também um aumento significativo de apoptose inicial e
tardia nas trés concentracbes do complexo de Ru 05, com destaque para a
concentracdo de 0,88 uM, que apresentou 12% de apoptose inicial, 7,95% de apoptose
tardia e 79,7% de células viaveis quando comparada ao controle com 0,7% de
apoptose inicial, 1% de apoptose tardia e 97,83% de células viaveis.

Houve um aumento estatisticamente significativo de células em apoptose inicial
em 24 horas para o Ru 08. Para esse complexo, o0 aumento foi expressivo apenas para
apoptose inicial nas concentracbes de 14 uM e 28 uM que foi 4,40% e 16,08%,
respectivamente. Houve um aumento na quantidade de células em necrose para o
tratamento com o Ru 08, tendo sido de 0,39% no controle negativo para 6% na
concentracdo de 14 uM. Entretanto, nenhuma outra concentracdo aumentou a
guantidade de necrose nem mesmo em 48 horas.

Para as células tratadas em 48 horas com os Ru 05 e Ru 08 houve um aumento
significativo na porcentagem de células em apoptose inicial e tardia e,
consequentemente, uma reducéo das células viaveis na maioria das concentracdes. O
controle negativo apresentou 94,27% de células viaveis, 1,88% em apoptose inicial e
1,94% em apoptose tardia, havendo uma diferenca significativa quando comparada ao
Ru 05 na concentracdo de 1,7 uM, em que se obteve 57,07% de células viaveis,
18,25% de apoptose inicial e 20,98% de apoptose tardia e, em relacdo ao Ru 08 na
concentragdo de 20 pM, foram encontradas 70,91% de células viaveis, 12,26% de
apoptose inicial e 11,44% de apoptose tardia. Os dados sugerem que os dois
complexos de ruténio testados (Ru 05 e Ru 08) estejam desencadeando morte celular
por apoptose, poréem foram necessarios a realizacdo de outros testes para confirmar se
€ nessa via de morte que o complexo atua, jA que segundo Galuzzi et al (2012), a
exposicao de fosfadilserina na membrana celular externa, que pode ser detectada pela
anexina V, nao é prerrogativa de apoptose, podendo estar associada também a outras

vias de morte como parthanatos e netoses.
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Varios estudos realizados com complexos de ruténio (II) mostram que eles
induzem morte celular por apoptose em diferentes linhagens de células (KASPER et
al.,, 2012; YANG et al., 2012; CHEN et al.,, 2013), alguns trabalhos relatam a
capacidade desses complexos de ativar a parada do ciclo celular. A morte celular por
apoptose causada por esses complexos de ruténio (Il) descritos na literatura pode
ocorrer por vias diferentes. Desta forma, observa-se que a via pela qual o processo de
morte celular vai ocorrer depende muito dos tipos de ligantes ao qual esses complexos
de ruténio sdo sintetizados. Uma caracteristica marcante dos complexos estudados
neste trabalho € a concentracdo a que foi submetido o tratamento nas células de S-
180, pois quando comparado a outros trabalhos da literatura, o valor da concentracéo
utiizada pelo estudo foi bem menor em relagdo aos complexos ja testados,
principalmente a concentracdo do Ru 05, que foi equivalente a 0,27 pM. Mostrando que
sd80 necessarias investigacdes mais precisas em busca de um grande protétipo para o
tratamento do cancer.

A inibicdo da proliferacdo de células tumorais pode resultar da inducao de
apoptose ou parada do ciclo celular, ou ainda a sua combinacdo (YANG et al., 2012).
De acordo com os resultados apresentados para o ciclo celular e a anexina V (figuras
07 e 09), sugere-se que os complexos de Ru 05 e Ru 08 induzem parada no ciclo
celular na fase GO/G1 e é sugestivo de apoptose pelo teste de anexina V nas células
de S-180, portanto previamente, pode-se inferir que possivelmente esses novos

complexos induzem inibicdo celular com uma combinacéo dos dois mecanismos.

5.4. Avaliacéo do Potencial de Membrana Mitocondrial das Células Tratadas com
Complexos de Ru 05 e Ru 08

A deteccdo da mudanca do potencial de membrana mitocondrial fornece uma
indicacdo do inicio da apoptose. A perda desse potencial de membrana mitocondrial
pode ser detectada por um corante catidnico fluorescente conhecido como JC-1.
Dependendo do estado do potencial da membrana mitocondrial, esse corante pode se

apresentar em duas formas: J-agregados ou mondémeros, e suas emissoes detectaveis
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por citometria de fluxo sdo de 590 nm (canal FL2) ou 520 nm (canal FL1),
respectivamente.

O potencial de membrana mitocondrial de células normais, ou seja, as células
gue tém mitocbndrias funcionais é elevado, carregados com JC-1 permite a formacao
de J-agregados. A medida em que o potencial de membrana mitocondrial diminui, eles
se dissipam em mondmeros e, assim, detecta-se a mudanca no potencial de
membrana, que é caracteristica de apoptose dependente da mitocondria. A figura 11
mostra a deteccao do potencial de membrana de células tratadas com Ru 05 e Ru 08.

Nas células tratadas com o Ru 05, observou-se uma perda do potencial de
membrana mitocondrial em relacdo ao controle negativo para os tratamentos nas
concentracdes de 0,27; 0,88 e 1,7 uM. A populacdo de células deslocou-se para FL1,
ou seja, o0 corante se apresentou na forma de mondémero dentro da célula, saindo de
uma populacdo de apenas 9,05% na forma de mondémeros no controle negativo, para
24,44%, 15,27%, 24,20% para as concentracbes de 0,27, 0,88 e 1,7 uM
respectivamente, alterando assim o potencial de membrana mitocondrial das células
em todas as concentracdes testadas.

Para o Ru 08 ndo houve diferenca estatistica observada entre o tratamento de
14 uM (8,98%) e o controle negativo (9,05%), porém houve uma moderada alteracao
na concentracdo de 28 uM, com 14,09% das células na forma em que o corante
formava mondémeros.

Esses resultados indicam que o complexo de Ru 05 altera o potencial de
membrana mitocondrial, que € uma caracteristica da via apoptética desencadeada pela
mitocondria. Observou-se também que o complexo de Ru 08 causou uma leve
alteracdo, poréem nao foi significativa para o potencial de membrana mitocondrial,
podendo inferir que ndo ocorrerd participacdo da mitocéndria no desencadeamento da

apoptose no tratamento com o Ru 08.
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Figura 11: Detecgdo do potencial de membrana mitocondrial utilizando o corante JC-1 em células de S-

180 tratadas com os complexos de Ru 05 e Ru 08 por 24 horas.
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Controle negativo contém apenas meio de cultura e células, controle positivo tratado com peréxido de

hidrogénio [0,01%]. Dados representam as médias (n = 9).
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5.5. Avaliacdo da Presenca ou Auséncia da Proteina Caspase 3 Ativa em Células
Tratadas com os Complexos de Ru 05 e Ru 08 por Citometria de Fluxo

A Caspase 3 € um tipo de caspase efetora que € ativada para efetivar o
processo de apoptose. Foi avaliado se ha presenca da proteina Caspase 3 ativa nas
células tratadas com complexos de Ru 05 e Ru 08 a partir de um ensaio por citometria
de fluxo no tempo de 24 horas. Neste ensaio o0 anticorpo anti-caspase 3 ativa
conjugado com o corante PE se ligando apenas nas células em que a proteina
Caspase 3 esta ativa, o que € demonstrado na figura 12 como o pico de células
denominado M, referindo-se a porcentagem de células que tém a proteina Caspase 3
ativa em determinado tratamento. O pico de células denominado M; refere-se as
células negativas para a presenca da proteina caspase 3 ativa, ou seja, que nao tém
atuacao da caspase 3 ativa.

Todas as concentracdes testadas do Ru 05 [0,27; 0,88 e 1,7uM] tiveram o
mesmo perfil do controle negativo, ndo havendo presenca de Caspase 3 ativa em
guantidade significativa para o tratamento com este complexo. Na concentracdo de
0,27 uM do Ru 05, 92,34% das células foram negativas para a presenca de Caspase 3
ativa, tendo apenas 7,66% de células neste tratamento com presenca de Caspase 3
ativa, semelhantemente ao controle negativo, em que 95,34% das células foram
negativas para presenca de Caspase 3 ativa, e 4,66% das células deste tratamento
mostraram ter essa proteina ativa.

Para o Ru 08 as células com tratamento de 14 uM se comportou igualmente ao
Ru 05, mas na concentracdo de 28 uM, houve um aumento para 60,42% de células
gue apresentam a proteina Caspase 3 ativada atuando no ambiente celular, sendo
estatisticamente significativo em relagéo ao controle negativo (p<0,001). Esse resultado
foi semelhante ao do controle positivo tratado com perdxido de hidrogénio (0,01%), em

gue foi detectado Caspase 3 ativa atuando em 65,40% das células.
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Figura 12: Andlise por citometria de fluxo da populacdo de célula de S-180 para proteina Caspase 3
ativa depois de tratadas com 0s Ru 05 e Ru 08 por 24 horas.
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e células, controle positivo tratado com perdxido de hidrogénio [0,01%]. Dados representam as médias
(n=9).
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Portanto, os resultados sugerem que o complexo de Ru 05 parece nao ativar a
proteina Caspase 3, ja que nao foi encontrada em nenhuma de suas concentracdes
uma porcentagem significativa desta proteina ativa. Ja o tratamento com complexo de
Ru 08 apresentou uma grande quantidade de célula com essa proteina ativa na

concentracdo de 28 uM.

5.6. Avaliacdo da Presenca ou Auséncia da Proteina Bcl2 em Células Tratadas
com os Complexos de Ruténio 05 e 08 por Citometria de Fluxo

Membros da familia Bcl-2 tém sido descritos como reguladores-chave da funcéo
mitocondrial durante a apoptose. Membros pro-sobrevida, ou anti-apoptoéticos,
associam-se a membrana mitocondrial externa e mantém sua integridade. Em
contraste, membros pro-apoptoticos como o Bax, associam-se a membrana
mitocondrial externa e causam a liberacéo de fatores que desencadeiam a apoptose no
citosol (LUGLI et al., 2005; MARVETTI et al., 2011; QIAN et al. 2013). A Bcl2 € uma
proteina anti-apoptotica, sua presenca nas células tratadas com os complexos de Ru
05 e Ru 08 foi avaliada por citometria de fluxo no tempo de 24 horas (Figura 13).

Na figura 13, observa-se que o pico denominado M, refere-se as células que
apresentam Bcl2 ativa, e 0 pico M; a quantidade de células que ndo tém presenca de
Bcl2 ativa. Houve uma reducdo na quantidade de células com Bcl2 ativa do controle
para os tratamentos dos complexos de Ru 05 e Ru 08, sendo estatisticamente
significante em todas as concentracfes testadas. Para o complexo de Ru 05 na
concentracao de 0,88 UM, obteve-se 2,95% de células com a proteina Blc2 ativa e para
o Ru 08 na concentracdo de 28 uM, apenas 1,10% das células tinha Bcl2 ativa, sendo
menor que o controle negativo em que 9,5% de células obtiveram a proteina ativa.

Portanto, o tratamento com os complexos de Ru 05 e Ru 08 parece diminuir a

expressao da proteina Bcl2 na sua forma ativa nas células de S-180.
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Gounts

Figura 13: Andlise por citometria de fluxo da populacéo de célula de S-180 para proteina Bcl2 depois de
tratadas com os complexos de Ru 05 e Ru 08 por 24 horas.
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Controle negativo contém apenas meio de cultura e células, controle

positivo tratado com peréxido de hidrogénio [0,01%]. Dados representam as médias (n = 9).
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5.7. Atividade de Caspases 8 e 9 nos Tratamentos com os complexos de Ru 05 e
Ru 08

Os efeitos dos complexos de Ru 05 e Ru 08 sobre a atividade enzimética das
proteinas Caspases 8 e 9 foram investigados por meio do ensaio colorimétrico apés 24
horas de tratamento.

O teste foi realizado apenas em uma concentracdo proxima a ICsy para cada
complexo de ruténio. Os resultados estdo apresentados na figura 14. Pode-se
observar que a atividade enzimatica, tanto da proteina Caspase 8 quanto da proteina
Caspase 9 nado apresentou diferenca significativa em relacdo ao controle negativo
guando tratadas com os complexos de Ru 05 (0,88 uM) e Ru 08 (14 uM). Entretanto,
houve um moderado aumento na atividade da proteina Caspase 9 para o complexo de

Ru 08 na concentracdo de 14 uM.

Figura 14: Atividade de Caspase 8 e 9 sobre linhagem de S-180 depois de tratadas com o0s complexos
de Ru 05 e Ru 08 por 24 horas.
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Cada coluna apresenta media + DP de dois experimentos (n = 6).

5.8. Andlise da Expressédo de Genes Envolvidos na Morte Celular

Os efeitos dos complexos de Ru 05 e Ru 08 sobre a expressdo do mRNA dos
genes de Caspase-3, Caspase-8, Caspase-9, Bax e Tp53 foram analisados por PCR

em tempo real quantitativa, em duas concentracdes proximas a ICso encontrada sendo
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0,27 e 0,88 uM para o complexo de Ru 05 e 14 uM para o complexo de Ru 08 (figura
15).

Na analise da expressdo do mRNA do gene de Tp53 (figura 15a) nota-se um
aumento da taxa de expressdo em 4,05 vezes nas células tratadas com o Ru 05 na
concentracdo de 0,27 yuM apos 3 horas de tratamento sendo estatisticamente
significativo em relacdo as células controle. Para o Ru 08 também foi verificado um
aumento na taxa de expressao de 1,90 e 3,10 na concentracédo de 14 pM em 3 e 12
horas, respectivamente.

A proteina Tp53 é uma proteina supressora de tumor que estd mutada em 50%
dos canceres humanos e regula o crescimento celular, a sensibilidade a irradiacdo e
multiplos agentes anticancer. A proteina Tp53 funcional pode regular a proteina Bcl-2
impedindo a sua acdo, o que permite que as células sobrevivam a uma variedade de
eventos celulares fatais e evita que as células entrem no processo apoptotico. A
proteina Tp53 também pode induzir a P21, e, por sua vez, um aumento do nivel de P21
pode diminuir a atividade de quinases dependentes de ciclina (CDKSs), resultando em
uma parada no ciclo celular (LIEBERMANN et al., 1995; VOUSDEN e LU, 2002).

Com o aumento da expressao do gene de Tp53 induzido pelos complexos de Ru
05 e Ru 08, provavelmente a proteina TP53 esteja atuando no ciclo celular
promovendo a sua parada na fase GO/G1 conforme visto nos resultados apresentados
na figura 7.

Para o gene Bax (figura 15b), observou-se um aumento na expressao das
células tratadas com o Ru 05 principalmente na concentracdo de 0,88 uM no tempo de
3 e 6 horas. No tempo de 12 horas houve uma reducéo da expressao para ambos os
complexos de Ru 05 e Ru 08 em relacéo ao controle negativo, mostrando que somente
para as células tratadas com Ru 05 ocorreu um aumento da expressdo desse gene,

atuando na inducdo de morte das células de S-180 tratadas com esse complexo.
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Figura 15: Avaliacdo por PCR em Tempo Real da expressdo de genes de mRNA de (a) Tp53, (b) Bax,
(c)Caspase 8, (d) Caspase 9 e (e) Caspase 3 frente aos tratamentos dos complexos de Ru 05 e Ru 08 [uM]
em células de S-180 nos periodos de 3, 6 e 12 horas.
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Ocorreu uma diminuicdo na expressao do gene de Caspase 8 (figura 15c) no
tratamento com o Ru 05, tanto na concentracdo de 0,27 uM com a taxa de expressao
de 0,33 quanto na concentracdo de 0,88 uM com taxa de expressao de 0,1 em 12
horas. Para o Ru 08 ocorreu um aumento da taxa de expressao para 3,17 sendo
estatisticamente significativa, evidenciando assim que ndo ha aumento da expressao
do mRNA de Caspase 8 em células tratadas com o Ru 05, entretanto ocorre aumento
da expresséo desse mesmo gene em células tratadas com Ru 08.

Em relacdo a expressdo do mRNA de Caspase 9 (figura 15d), houve um
moderado aumento na expressao para as células tratadas com os dois complexos de
Ru 05 e Ru 08, sendo estatisticamente significativo para células tratadas com o Ru 05
(0,27 uM), que teve a taxa de expressdo no controle aumentada para 1,71 nesse
tratamento. O Ru 08 na concentragcédo de 14 uM apresentou uma taxa de expressao de
4,57, mostrando que os dois complexos de ruténio aumentam a expressao de Caspase
9 nas células tratadas com o Ru 05 no tempo de 6 horas e o Ru 08 no tempo de 12
horas.

E importante ressaltar que o tempo em que 0 mMRNA é expresso em uma célula
é diferente do tempo que a proteina € expressa, jA que € a partir do mRNA gque a
proteina € sintetizada. Sendo assim, para a atividade enzimatica das proteinas
Caspases 8 e 9 pelo teste colorimétrico, ndo houve aumento significativo em relacdo ao
controle negativo em 24 horas para os complexos de Ru 05 e Ru 08. Para o complexo
de Ru 08 na expressdo do mRNA de ambos genes, houve um aumento da expressao
em 12 horas. Isso pode ocorrer porque a meia vida do RNA é pequena, assim a sintese
das proteinas de Caspase 8 e 9 pode estar ocorrendo antes do tempo de 24 horas, ndo
sendo detectado no experimento realizado, portanto, outros testes devem ser
conduzidos para que confirmem se h4 um aumento da atividade dessas proteinas no
tratamento das células com este complexo em tempos menores que 24 horas.

Na analise da expressdo génica de Caspase 3 (figura 15e), observou-se uma
diminuicdo na expressao nos tratamentos do Ru 05 nos tempos de 3, 6 e 12 horas,
sendo estatisticamente significante em relacdo ao controle, principalmente na
concentracéo de 0,88 pM, em que a taxa de expresséo caiu de 1 no controle para 0,27
em 12 horas. Para o complexo de ruténio 08 ha um aumento expressivo de caspase 3
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na concentracdo de 14 pM, subindo a taxa de expressdo para 3,64 para esse
tratamento, mostrando assim um aumento na expressdao de Caspase 3 depois do
tratamento com o Ru 08, o que ndo observado quando tratado com o complexo de Ru
05.

Esse resultado corrobora com a analise da proteina de Caspase 3 na técnica de
citometria de fluxo (Figura 12), pois para o complexo de Ru 05 né&o foi observado
aumento na quantidade de células com essa proteina ativa em relacdo ao controle em
24 horas, assim como ndo houve aumento de expressdao do mRNA para o gene de
Caspase 3 nas células tratadas com esse complexo em nenhum dos tempos testados,
permitindo inferir que ndo ha atuacédo de Caspase 3 no tratamento com o complexo de
Ru 05 para os tempos testados. Para o Ru 08, foi apresentado aumento de 3,8 vezes
em 12 horas na expressdo do mRNA do gene de Caspase 3 nas células tratadas na
concentracdo de 14 uM, mas ndo houve um aumento da proteina Caspase 3 ativa na
células desta concentracdo, porém na concentracdo de 28 uM houve um aumento para
60% de células com a proteina Caspase 3 ativa, indicando que ocorre a presenca do
gene e proteina de Caspase 3 atuando na via de sinalizacdo de morte celular utilizando
o tratamento com o Ru 08.

Diante dos testes realizados para elucidar o mecanismo de morte celular do
complexo de Ru 05 em relagdo a célula de S-180, pode-se observar que: houve um
acumulo de células na fase GO/G1 do ciclo celular; um percentual de células foi
aumentado na fase sub-G1, indicando a apoptose e dano no DNA; o complexo induziu
a exposicao de fosfadilserina ha membrana celular, o que também € um indicativo de
morte celular por apoptose ou necrose e alterou o potencial de membrana mitocondrial.
O complexo aumentou a expressdao do gene Tp53 e, subsequentemente, também
aumentou a expressao de Bax e Caspase 9. Houve diminuicdo na quantidade de Bcl2
ativa, que é uma proteina anti-apoptética, assim como na expressao do gene Caspase
3. Mesmo nao tendo aumento de expressao do gene de Caspase 3 em nenhum dos
tempos testados, pode-se inferir que o mecanismo de morte celular acionado por este
complexo nas células de S-180 seja por apoptose via intrinseca ou via mitocondrial
dependente de caspase, ja que ha participacdo de Caspase 9. Todo esse processo do

mecanismo de morte celular esta melhor elucidado na figura 16. Ha possibilidade de
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gue o gene da Caspase 3 esteja tendo expressdo em tempo diferente dos estudados
neste trabalho e, consequentemente, desencadeando a sintese da proteina que efetiva
este processo de apoptose. Outra possibilidade existente € que a Caspase 7 esteja
atuando nesse processo final da apoptose, ja que a Caspase 7 também € um tipo de
caspase efetora que atua junto com a Caspase 3 na efetivacéo deste processo.

Li et. al. (2012) testaram um complexo de ruténio (Il) que apresentou acao
similar ao complexo de Ru 05. Esse complexo de ruténio denominado A-Rul, testado
na concentracdo de 15 pM, mostrou exercer a sua toxicidade através da via apoptotica
intrinseca mediada por mitocéndria, que é acompanhada pelo regulamento de
membros da familia Bcl2, que teve diminuicdo da expressdo da proteina Bcl2 e
aumento da proteina Bax, além da ativacdo de Caspases 9 e 3 que atuam nesse
processo.

Figura 16: Hip6tese da via de sinalizagdo do complexo de ruténio 05.
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O complexo de Ru 08 também parou as células na fase GO/G1 do ciclo celular,

induziu a exposicado de fosfadilserina, que indicou apoptose tardia no processo de

morte celular, e ndo teve alteracdo no potencial de membrana mitocondrial nas células

de S-180. Esse complexo Ru 08 aumentou a expressdao do gene Tp53 que

provavelmente esteja atuando na parada do ciclo celular, e ndo teve aumento

significativo na expressao do gene Bax. Observou-se ainda uma diminuicdo moderada

em relacdo a quantidade de proteina Bcl2 e aumento da expressdo dos genes de

Caspase 3, 8 e 9 (Figura 17).

Figura 17: Hipotese da via de sinalizagdo do complexo de ruténio 08.
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Diante desses resultados, pode-se inferir que o complexo de Ru 08 esteja
induzindo morte celular por apoptose extrinseca, entretanto, estudos adicionais devem
ser realizados para elucidar qual ou quais cascatas de sinalizagcdo estdo sendo
ativadas para desencadear este processo, jA que as trés cascatas de sinalizagédo
propostas por Galuzzi et. al. (2012) podem ocorrer na presenca de algumas ou de
todas dessas Caspases, nas quais houve um aumento de expressao nas células de S-
180 tratadas. Para melhor elucidar qual cascata esta sendo ativada, é necessario
realizar testes a fim de esclarecer como esta se iniciando este processo de apoptose
via extrinseca: se por receptores de morte ou por receptores dependentes.

E também necessario elucidar se ha participacdo da via intrinseca atuando em
conjunto com a via extrinseca para desencadear o processo de apoptose, ja que o
complexo de ruténio 08 nao alterou o potencial de membrana mitocondrial nas células
de S-180 sendo estatisticamente significativo, entretanto, houve um aumento da
expressdo de Caspase 9, sugerindo que as duas vias podem estar atuando juntas,
uma das hip6teses das cascatas de ativacao da via extrinseca.

Ha complexos ruténios (Il) que também mostraram desencadear o processo de
apoptose a partir da via extrinseca. Vidimar et. al. (2012) testaram um complexo
derivado de ruténio denominado RDC34, com concentracfes de 2 e 5 uM e que se
mostrou um forte indutor de Tp53 ligada a via apoptética extrinseca, envolvendo
Caspase 8, frente as células HCT116 (cancer de colon humano). Li et. al. (2012)
testaram o complexo de ruténio (II) denominado RuBmP para a linhagem de células
A375 (melanoma humano). Pode-se inferir que este complexo induziu morte celular por
apoptose via intrinseca e extrinseca, a partir da atuacao da proteina Tp53, Caspase 3,
8 e 9, mostrando entdo que as duas vias podem atuar em conjunto para desencadear
morte celular por apoptose.

Ao comparar os dois complexos de ruténio estudados, nota-se que o Ru 05 tem
uma ICsp menor (0,27 uM) em relacdo ao Ru 08 (14 uM) para as células de S-180,
sendo também mais citotoxico para todas as células tumorais testadas. A partir dos
resultados, comprova-se que ambos os ruténios induzem parada na fase GO/G1 do
ciclo celular e levam a morte celular por apoptose. Entretanto, alguns genes expressam

em apenas um desses ruténios, assim como na atividade das proteinas nédo ¢ a mesma
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apresentada para os dois tipos, levando a inferir que o Ru 05 induz morte celular por
apoptose via intrinseca e o Ru 08 parece desencadear morte celular por via extrinseca,
ou seja, por caminhos diferentes.

Essa diferenca no mecanismo de acdo desses dois complexos: Ru 05 e Ru 08
se da pela diferenca de dois ligantes nestes complexos de ruténios (ll). Neste trabalho,
0 Ru 05 [Ru(pys)(bipy)(dppb)]PF6 difere do Ru 08 [Ru(pic)(bipy)(dppp)]PF6 em dois
ligantes (pys/pic; dppb/dppp) sendo provavelmente essas diferengas nos ligantes que
modificam o mecanismo de acdo. H& varios trabalhos na literatura com ruténios 1l com
uma variedade de ligantes e percebe-se que mesmo quando ocorre uma mudanca
pequena em relacdo a outro complexo ja aumenta ou diminui sua citotoxicidade,
mostrando assim que um ligante pode alterar todo o mecanismo de acdo do complexo
de ruténio (CHEN et al., 2013; XIE et al., 2013; SAMPATH et al., 2013; WANG et al.,
2013.

5.9. Teste Cometa

Para avaliar se os complexos de Ru 05 e Ru 08 testados induzem danos no
DNA das células de S-180 tratadas, foi entdo realizado o ensaio Cometa. Na figura 18,
observa-se que ndo houve aumento no indice de dano ao DNA nas células tratadas
com os complexos de Ru 05 e Ru 08 em concentracdes proximas a ICsp, nem no tempo
de 24 ou de 48 horas quando comparadas ao controle negativo. Apenas o controle
positivo mostrou dano significativo ao DNA.

O dano ao DNA causado pelos complexos de Ru 05 e Ru 08 nao foi significativo
em relagdo ao controle (figura 19), entretanto, houve um moderado aumento no indice
de dano para o complexo de Ru 05 na concentragdo de 1,7 uM, como também para o
complexo de Ru 08 nas concentracdes de 7 e 14 uM, tanto no tempo de 24 e 48 horas.
Pode-se observar esse aumento do dano ao DNA a partir da figura 19 que mostra
nitidamente a formacédo de cauda do cometa nas concentracdes descritas acima.
Assim, o tratamento com esses complexos induziu um moderado aumento em algumas
concentragfes, porém nao significativo no dano do DNA das células tratadas com

esses complexos de ruténio.
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Figura 18: indice de dano ao DNA das células de S-180 apds 24 e 48 horas de tratamento com
diferentes concentracdes dos complexos de Ru 05 e Ru 08, analisados pelo ensaio cometa.
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Controle negativo contém apenas meio de cultura e células, controle positivo tratado com Cisplatina (25
puM). A figura mostra a média e o desvio padrdo. Diferengas significativas com o controle negativo foram

indicadas por ***p<0,001.

Vérios trabalhos mostram que os complexos de ruténio (ll) induzem dano ao
DNA das células tumorais. Li et. al. (2012) mostraram que o complexo de ruténio
RuBmP induziu dano ao DNA de maneira dose dependente nas concentracdes de 10,
20 e 40 pM frente as células A375. Wu et. al. (2012) testaram um complexo de ruténio
(I) com ligante areno frente a linhagem celular MG-63 e observaram ainda que o
complexo induziu dano ao DNA de maneira dose dependente nas concentracdes de 10
e 20 uM.

Os complexos de ruténio testados neste trabalho podem estar causando dano
ao DNA em tempos diferentes, ja que houve uma expressao do gene de p53 em 3 e 6
horas sendo que logo ocorreria a sintese da proteina Tp53 proximo a este tempo. A

proteina Tp53 € a responsavel por atuar no ciclo celular, induzir parada na
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progressao desse ciclo e iniciar os sinais para comecar o processo de morte celular ou

induzir o reparo das células (Fridman e Lowe, 2003).

Figura 19: Imagens do teste cometa apo6s tratamentos de células de S-180 com diferentes
concentracdes (UM) dos complexos de Ru 05 e Ru 08 durante 24 horas de tratamento.

S-180 C- 24 hrs S-180 Ru 05 0,27 uM 24 hrs S-180 Ru 05 1,7 uM 24 hrs

S-180 Ru 08 14 uM 24 hrs S-180 Ru 08 28 uM 24 hrs

Pode-se inferir que o dano causado a molécula do DNA, em funcdo do processo

de morte que esta sendo desencadeado por esses complexos de ruténio, pode ser
detectado em um tempo menor e mais proximo da atuacao da proteina Tp53. Portanto,
estudos adicionais devem ser realizados para que se encontre o tempo de expressao
da proteina Tp53 e, assim, realizar os estudos de interagdo com o DNA e de dano a
essa molécula em tempos préximos ao de atuagdo dessa proteina. Pode-se inferir
ainda que no tempo de 24 e 48 horas ndo houve dano detectado por esse teste
cometa, pois os danos existentes na célula podem ter sidos reparados e a progressao
do ciclo celular continuada normalmente, contudo, mais estudos devem ser realizados

para elucidar a atuacdo destes complexos no DNA da célula.
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. CONCLUSOES

e Os complexos de ruténio (ll) testados sao citotdxicos frente as linhagens
tumorais de S-180 e K-562, em que se sobressairam as ICsp encontradas para

os complexos de Ru 05 e Ru 08 para a linhagem de S-180;

e Os complexos de Ru 05 e Ru 08 alteram a distribuicdo do ciclo celular nas
células de S-180, desencadeando parada das células na fase GO/G1l e
impedindo as células de continuarem o processo de divisdo celular

normalmente;

e O complexo de Ru 05 induz aumento na quantidade de células na fase sub-G1
do ciclo celular, o que € indicativo de morte celular por apoptose e inducdo de
dano ao DNA;

e Os complexos de Ru 05 e Ru 08 induzem exposicdo de fosfaldiserina no teste

de anexina V, o que € um indicativo de morte celular por apoptose;

e A atividade enzimatica de caspase 08 e caspase 09 ndo aumenta apos o

tratamento por 24 horas com os complexos de Ru 05 e Ru 08;

e O complexo de Ru 08 [14 pM] proporciona um aumento na quantidade da
proteina Caspase 3 ativa em células de S-180 e reducdo na quantidade da

proteina Bcl2 ativa ;

e Em células de S-180 o complexo de Ru 05 induz o aumento da expressao dos
genes Bax, Tp53, Caspase 9 e altera o potencial de membrana mitocondrial,

inferindo morte celular por apoptose via intrinseca;

e Em células de S-180 tratadas com o complexo de Ru 08 ocorre um aumento da
expressdo dos genes de Caspase 3, 8, 9, Tp53 e do gene pro-apoptotico Bax.
Nao h& alteracdo do potencial de membrana mitocondrial, levando a inferir a

possibilidade de que o complexo esteja induzindo apoptose por via extrinseca,
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entretanto, ndo se conhecem as cascatas que estdo sendo ativadas neste

Processo,

e Nas condicfes estabelecidas pelo teste cometa os complexos de Ru 05 e Ru 08

nao induzem dano ao DNA nas células de S-180.
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7. CONSIDERACOES FINAIS E PERPECTIVAS

Atualmente, varios testes sdo necessarios para que um determinado complexo
possa atuar como um farmaco para o tratamento do cancer. Testes iniciais com
linhagens de células tumorais e normais (in vitro) sdo indispensaveis para que se
conheca a citotoxicidade dos complexos e entender o mecanismo de acao e a via de
morte em que 0s complexos atuam, para que entdo possam seguir 0os estudos com
animais em experimentos in vivo prosseguindo para fase clinica posteriormente.

Os dois complexos de ruténio (II) em destaque neste trabalho foram citotoxicos
sobre as linhagens de células tumorais, também foram obtidos resultados interessantes
para as células normais, mostrando que tais complexos parecem ser seletivos para as
células tumorais. E necesséario que sejam realizados estudos de interacdo desses
complexos com o DNA, ja que o teste cometa ndo apresentou dano ao DNA
significativo nas células tratadas com estes complexos. E importante que estudos
busquem compreender como os complexos de ruténio estdo exercendo os seus efeitos
citotoxicos sobre as células tumorais, se eles estdo se ligando ao DNA e se sua
toxicidade est4 ligada a essa ligagcdo com o DNA.

Em relacdo ao mecanismo de morte, esta claro que ambos os complexos atuam por
meio da apoptose, entretanto, estudos adicionais com outros genes se fazem
necessarios principalmente para o complexo de Ru 08, pois € preciso esclarecer se
este atua apenas por via extrinseca ou se ha também atuacdo pela via intrinseca
conforme demonstrando que pode acontecer com um aumento da expressdo de
Caspase 9.

S&0 necessarios também estudos futuros in vivo, primeiramente em camundongos,
pois sabemos que é necessario comprovar a toxicidade desses complexos frente a
tumores no organismo vivo, para entdo descobrir se a acdo dos complexos continuara
conforme visto em ambiente in vitro.

S&0 necessarios ainda estudos de seguranca in vivo para certificacdo de que os
complexos séo seletivos apenas para as células tumorais nédo afetando as células
normais, ou com efeitos colaterais menores do que os farmacos que ja estdo sendo

utilizados na quimioterapia cotidiana do paciente com cancer.
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Ambos complexos de Ru 05 e Ru 08 mostraram-se interessantes para a
continuacdo de estudos mais aprofundados e detalhados, pois o0s resultados
preliminares foram promissores no uso como futuros farmacos para o tratamento de

cancer.
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APENDICE A:

Figura 20: Gel de agarose, para analisar a integridade das amostras de RNA utilizado.




APENDICE B:

Figura 21: Curva padrdo dos genes Caspase 9 (a) e Tp53 (b)
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