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RESUMO

Apesar do sucesso da cisplatina e dos medicamentos a base de platina, o
mercado de farmacos ainda € acessivel para novas drogas a base de metal que
oferecem uma melhor viabilidade, tais como a administragédo oral, o que pode ajudar
a diminuir os efeitos colaterais graves e custos clinicos. Além disso, novos estudos
concentram-se na investigagao de novas drogas com maior eficacia, ou seja, drogas
que interajam de forma diferente com o DNA, o que pode levar a superagao da
resisténcia inata ou adquirida de certos tipos de tumores. Dentre os varios
complexos a base de metais desenvolvidos, os complexos de ruténio (lll)
representam uma nova familia de promissores agentes anticancer. No presente
estudo foi investigado in vitro o efeito do composto Ditionato de cis-
Tetraamino(oxalato)ruténio(lll) sobre a viabilidade celular, distribuicdo das fases do
ciclo celular, mecanismos de inducao de apoptose e danos a molécula de DNA. Os
resultados provenientes da analise do teste Allium cepa mostraram um efeito tempo
dose-dependente. A avaliagdo mostrou que a concentracdo de ruténio teve um
impacto maior do que o tempo de exposicdo. O efeito também se mostrou
cumulativo, com uma quase completa inibicdo da mitose em uma concentracédo de
ruténio de 0,1 mg mL™" ou superior por periodos superiores a 24 h. Por outro lado, os
resultados nao revelaram efeitos clastogénicos significativos nas células
meristematicas expostas ao complexo de ruténio (lll). A comparagdo entre os
valores dos indice Mitético de células meristematicas de cebolas tratadas com o
complexo de ruténio em relagdo as células tratadas com nitrato de chumbo também
mostrou que o complexo de ruténio induziu uma inibigado mitética meédia oito vezes
maior do que o chumbo. Notadamente, as freqliéncias de anomalias e aberracdes
celulares mitoticas foram quase quatro vezes e {trés vezes menores,

respectivamente. Os resultados mostram que o composto estudado causa
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significativa reducao da proliferagao das células A549 com viabilidades entre 55,5%
para 24,6% quando tratados com 40 uM por 24 e 48h; e 32% para 18,2% quando
tratados com 150 yM por 24 e 48h. O composto de ruténio(lll) induz moderada
(31,9% e 39,6% para concentragbes 10 e 40 pM, respectivamente) para alta
degradacado (74% para a concentragdo 150 pM) para avaliagdo da atividade
citotoxica das células A549 (ICsp= 33,72 pM). Quanto a linhagem de fibroblasto de
pulm&o humano normal MRC-5, n&o mostrou redugao significativa na proliferagao
celular na presenca do composto. Quando tratadas com altas concentragcbes do
Ditionato cis-Tetraamino(oxalato)ruténio(lll) por 48 horas, celulas MRC-5 mostraram
viabilidades altas de 85% e 78,4% para 40 uM e 150 pM, respectivamente. A
atividade citotdxica e antiproliferativa revelou que a cultura de células K562 nas
concentragdes de 40 e 150 png mL™" do composto de Ruténio(lll) mostrou redugao
significativa na proliferagdo 72h de exposi¢cdo, com viabilidades de 88,2% para
55,6% quando tratadas com 40 pM por 24 e 72h; e 76,2% para 26,7% quando
tratadas com 150 uM por 24 e 72h. O composto de Ruténio(lll) induziu baixa [22,4%
(24h) para 28,2% (48h) e 29,8% (24h) para 35,7% (48h) para concentracdes de 10 e
40 pM, respectivamente] para moderada [44% (24h) e 53% (48h) para
concentragcdes de 150 pM] atividade citotéxica em células K562. Apds a incubagao
de 48 h, o valor da ICsy foi de 18,28 uM. Quando comparado o ciclo celular de
células nao tratadas, a analise indica que as células foram arrastadas para sub-G1
apresentando um aumento de 1,7 para 2,2 e 2.4% no numero de células em sub-G1
por 24, 48 e 72 h, respectivamente, quando comparado com o grupo controle. O
composto também causou um significativo aumento em danos celulares nas
concentragbes testadas quando comparado com o controle negativo, o que pode
estar associado com efeitos citotoxicos diretamente no DNA celular.

Palavras-chave: Apoptose, atividade antitumoral, A549, citotoxicidade, Ditionato de

cis-Tetraamino(oxalato)ruténio(lll), genotoxicidade, K562.

Abstract XiX



ABSTRACT

Despite the resounding success of cisplatin and closely related platinum
antitumor agents, the movement of other transition-metal antitumor agents toward the
clinic has been exceptionally slow. Non-Platihum chemotherapeutic
metallopharmaceuticals hold much promise for the future, and needs to be actively
explored in a large variety of tumor types in combination therapies. The preparations
of metallocomplexes with potential antitumor activity has been one of the main
targets of transition metal chemistry since Rosenberg’s discovery of cisplatin {cis-
diamminedichloridoplatinum(ll), cis-[Pt(NH53).Cl>]} cytotoxic activity in the 1960s. In
1978, cisplatin was approved as the first platinumbased drug for the oncology
treatment, although several negative side-effects (nephrotoxicity, neurotoxicity,
nausea, etc.) had been induced on treated patients. Nevertheless, cisplatin was
followed by carboplatin {cis-diammine-1,1" -cyclobutanedicarboxylateplatinum(ll),
[Pt(NHs)2(cbdc)], approved in 1985} and oxaliplatin {1R,2R-
diamminocyclohexaneoxalatoplatinum(ll), [Pt(dach)(ox)], approved in 1996}, which
met requirements of improving antitumor activity and reducing disadvantages of
cisplatin, carboplatin and oxaliplatin represent the second, and third platinum-based
drug generations, respectively. Nowadays, not only platinum-bearing complexes are
extensively studied with the aim to broaden a spectrum of transition metal-based
complexes which could be used in the treatment of cancer. Ruthenium complexes
have shown potential utility in chemotherapy and photodynamic therapy. Ruthenium
complexes generally have lower toxicities compared to cisplatin attributed to their
specific accumulation in cancer tissues. In vitro and in vivo studies show high
anticancer activity of Ruthenium complexes and some of them are currently

undergoing clinical trials. In the present work we studied the antitumor activity of the
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Ruthenium(lll) compound cis-Tetraammine(oxalato)Ruthenium(lll) Dithionate {cis-
[Ru(C204)(NH3)4]2(S206)} against different tumor and normal cells lineages, analising
cell viabilities, cell cycle distribution, apoptosis induction mecanistics and genome
DNA damage. Correlation tests were performed to determine the effects of the time
of exposure and concentration of Ruthenium complex on mitotic index (MI) and
mitotic aberration index on Allium cepa root cells. A comparison of Ml results of cis-
[Ru(C204)(NH3)4]2(S206) to those of lead nitrate reveals that the Ruthenium complex
demonstrates an average mitotic inhibition eightfold higher than lead, with the
frequency of cellular abnormalities almost fourfold lower and mitotic aberration
threefold lower. A. cepa root cells exposed to a range of Ruthenium complex
concentrations did not display significant clastogenic effects. The cis-
Tetraammine(oxalato)Ruthenium(lll) Dithionate therefore exhibits a remarkable
capacity to inhibit mitosis, perhaps by inhibiting DNA synthesis or blocking the cell
cycle in the G2 phase. Results showed that Ruthenium(lll) causes a significant
reduction of proliferation of A549 cells with viabilities ranging from 55.5% to 24.6%
when treated with 40 yM for 24 and 48h; and 32% to 18.2% when treated with 150
MM for 24 and 48h. The Ruthenium(lll) compound induced a moderate (31.9% and
39.6% for concentrations 10 and 40 pM, respectively) to high degree (74% for
concentration 32 uM) of cytotoxic activity against A549 cells (ICsp= 33.72 pM). On the
other hand, the normal lung fibroblast MRC-5 did not show significant reduction
proliferation in the presence of Ruthenium(lll) compound. Even when treated with
higher concentrations of cis-Tetraammine(oxalato)Ruthenium(lll) Dithionate for 48
hours, MRC-5 cells showed viabilities ranging from 85% to 78,4% for 40 yM and 150
MM, respectively. The antiproliferative and cytotoxic activity revealed that K562 cells

cultured with concentrations 40 and 150 ug mL™" of Ruthenium(Ill) compound showed
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significant reduction of proliferation after 72h of exposition, with viabilities ranging
from 88.2% to 55.6% when treated with 40 uM for 24 and 72h; and 76.2% to 26.7%
when treated with 150 uM for 24 and 72h. The Ruthenium(lll) compound induced low
[22.4% (24h) to 28.2% (48h) and 29.8% (24h) to 35.7% (48h) for concentrations 10
and 40 pM, respectively] to moderate [44% (24h) and 53% (48h) for concentration
150 pM] of cytotoxic activity against K562. After incubation for 48 h, the ICso value
was 18.28 uM. Compared to the cell cycle profiles of untreated cells, flow cytometric
analysis indicated a sub-G1 arresting effect of Ruthenium compound on K562 cells,
inducing a 1.7-fold, 2.2-fold and 2.4-fold increase in the number of sub-G1 cells for
24,48 and 72 h, respectively, when compared to control. The compound also caused
a significant increase in tailed cells in any of the concentrations tested compared with
negative control that can be associated cytotoxicity with direct effect on K562 cells

DNA.

Keywords:  cis-Tetraammine(oxalato)Ruthenium(lll)  Dithionate;  Cytotoxicity;
Antitumor activity; A549; K562, Ruthenium(lll) compounds; immunomodulatory

activity, Apoptosis.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer

O céncer é o resultado de um acumulo de alteracbes genéticas, e
epigenéticas, que comprometem o controle do crescimento celular normal e a
diferenciagcdo terminal, em que o acumulo de mutacdes no DNA é a causa
subsequente ao desenvolvimento neoplasico e, consequentemente, ao surgimento
da doenca (Hollstein et al., 1999; Lodish et al., 2000; Griffith et al., 2001; Alberts et
al., 2004).

A carcinogénese pode ser compreendida como um processo complexo no
qual se encontram envolvidos muitos genes, particularmente os que regulam a
estabilidade e o reparo do DNA, o crescimento celular, a imunidade e a
quimiorresisténcia as drogas. Um grupo de genes envolvidos nesse processo €&
denominado genes supressores tumorais, 0s quais parecem agir normalmente,
como reguladores da proliferagao celular (Anderson et al., 1994; Nagai, 1999; Sigal
& Rotter, 2000; Cavalcante JR et al., 2002; Gleich & Salamone, 2002).

As causas de cancer sado variadas, podendo ser externas ou internas ao
organismo, estando inter-relacionadas. As causas externas referem-se ao meio
ambiente e aos habitos ou costumes proprios de uma sociedade. As causas internas
sdo, na maioria das vezes, geneticamente pré-determinadas, e estdo ligadas a
capacidade do organismo de se defender das agressdes externas. Ha diferentes
tipos de cancer com distintas causas moleculares. As alteragdes oncogénicas
podem ser divididas em dois grandes grupos: por aquisigdao (introduzidos por
infeccdo viral) e desenvolvimento (mutagbes em protooncogenes) de oncogenes; ou
por alteracbes genéticas que contribuem para o desenvolvimento do cancer devido a

perda da funcionalidade dos genes supressores de tumor, que protegem as células
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contra a divisao celular descontrolada (Diffley & Evan, 1999; INCA, 2010).

O cancer é uma das doengas mais comuns e graves vistas na medicina
clinica (Jemal et al., 2004). Dados epidemioldgicos demonstram que o cancer, de
alguma forma, ataca mais que um tergco da populagdo mundial, sendo responsavel
por mais de 20% de todas as mortes, e, em paises desenvolvidos, chega a ser
responsavel por mais de 10% do custo total em cuidados médicos (IARC, 1990;
Cairns, 1995; Barreto et al., 1998; Thompson et al., 2008).

No Brasil, estimativas para o ano de 2009 apontam que ocorreriam 489.270
casos novos de cancer. Os tipos mais incidentes seriam os de prostata e pulmao
para o sexo masculino e mama e colo utero para o sexo feminino (Tabela 01).Em
Goias, acredita-se que neste mesmo ano, a incidéncia para novos casos seria de
16.130 para cada 100.000 habitantes (INCA/MS, 2010). Tornando-se o terceiro
grupo de causas de mortalidade, superado apenas por doengas cardiovasculares e
por morte acidental - incluindo acidentes de transito quanto violéncia urbana - e
consolidando-se como um problema de saude publica (INCA 2010).

Os termos “cancer”, “neoplasia maligna” e “tumor maligno” sdo sinbnimos e
destinguem-se dos tumores benignos pelas suas propriedades de desdiferenciagao,
poder de invasao e capacidade de metastizar-se, isto é, disseminar-se para outras
partes do corpo (Lodish et al., 2000).

Existem trés abordagens principais para o tratamento do céancer: excisao
cirargica, irradiagao e quimioterapia dependendo do tipo de tumor e do seu estagio
de desenvolvimento. A quimioterapia constitui o método mais utilizado para muitos
tipos de tumores e é subclassificada como curativa (controle completo do tumor),

adjuvante (esterilizar células residuais locais ou circulantes, diminuindo incidéncias
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de metastases a distancia), neoadjuvante (reducido parcial do tumor) e paliativa

(qualidade de sobrevida) (Laurence et al., 1997; INCA/MS 2009).

Tabela 1: Estimativas, para o ano 2008, do numero de casos novos por cancer, em
homens e mulheres, segundo localizag&o primaria.

Localizagdo Primaria Estimativa de casos novos

Neoplasia Maligna Masculino Feminino Total
Prostata 52.350 - 52.350
Mama Feminina - 49.240 49.240
Traquéia, Bronquio e Pulméo 17.800 9.830 27.630
Célon e Reto 13.310 14.800 28.110
Estémago 13.820 7.680 21.500
Colo do Utero - 18.430 18.430
Cavidade Oral 10.330 3.790 14.120
Eséfago 7.890 2.740 10.630
Leucemias 5.240 4.340 9.580
Pele/Melanoma 2.960 2.970 5.930
Outras Localizagbes 59.130 78.770 137.900
Subtotal 182.830 192.590 375.420
Pele/ndo-Melanoma 53.410 60.440 113.850
Todas as Neoplasias 236.240 253.030 489.270

Fonte: MS/Instituto Nacional de Cancer — INCA

Atualmente, tém sido pesquisadas novas abordagens para o tratamento do
cancer, incluindo a imunoterapia, o uso de inibidores da angiogenes, a terapia com
genes, as modificacbes da resposta bioldgica (por exemplo: interferons, fatores de
crescimento hematopoiético, entre outros) e a terapia fotodindmica (Goodman &

Guilman, 2002).

1.2. Os compostos de Ruténio(lll) no tratamento do cancer

Ultimamente, tém-se alcangado grandes avangos no desenvolvimento,

selecdo e aplicagdo de agentes quimioterapéuticos, muitas vezes com sucessos
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clinicos notaveis, como no caso de tratamento para os linfomas ou de agentes
baseados em platina para o tratamento de cancer testicular. A quimioterapia
antineoplasica tem como objetivo o tratamento de diversos tumores malignos,
tornando-se uma das mais importantes e promissoras maneiras de combater o
cancer. Essa forma de tratamento pode ser empregada de forma curativa ou
paliativa, dependendo do tipo e extensdo do tumor, além da condicido fisica do
paciente. A associagado da quimioterapia a outras formas de tratamento é bastante
comum (Mealey et al.,, 1994). Seu emprego antes da cirurgia e/ou radioterapia na
tentativa de promover a erradicacado de micrometastases constitui a quimioterapia
neo-adjuvante. Porém, o uso depois da cirurgia e/ou radioterapia constitui a
quimioterapia adjuvante (Sonis, 1998).

No entanto, uma grande parte de pacientes com cancer, principalmente os em
estagios avangados, apresentam uma sobrevida bastante pequena. O ataque
indiscriminado promovido pelas drogas antineoplasicas as células de rapida
proliferagdo, cancerosas ou normais, produz os indesejaveis efeitos colaterais ou
toxicos conhecidos e extremamente temidos pelos individuos que necessitam
submeter-se ao tratamento (Mealey et al.,, 1994). Uma parcela dos oObitos desses
pacientes acontece, principalmente, devido a administragdo de uma quimioterapia
ineficaz, especialmente quando se emprega agentes citotdxicos, o que leva a um
aumento da probabilidade de efeitos colaterais e a consequente diminuicdo da
qualidade de vida do paciente (Egger et al., 2005).

Os agentes alquilantes, de forma geral, tém como alvo a molécula de DNA da
célula tumoral, apresentando geralmente boa eficacia e produzindo aumentos
significativos na expectativa de vida de pacientes com cancer, especialmente

quando associados aos antineoplasicos de diferentes mecanismos de agao (Kelland,

Introdugdo 26



200). Porém, por sua relativa inespecificidade, tornam-se tdéxicos também para os
tecidos saudaveis, principalmente os de maior grau de proliferagéo.
Consequentemente, os esforgos agora estao direcionados no sentido de se produzir
agentes mais seletivos. Se isso for possivel, poderiamos dispor de drogas mais
eficazes, pois agiriam especificamente nos mecanismos moleculares da neoplasia,
com um grau bem menor de toxicidade (Jung, 2007; Oliveira & Alves, 2002).

Neste contexto, os compostos de ruténio tém sido objetos de grande atencao
por terem propriedades antimetastatica e de baixa toxicidade. Os componentes do
ruténio parecem penetrar na célula tumoral e ligar efetivamente ao seu DNA,
realizando ligagdo cruzada com as duas fitas, sendo entdo chamados de “cross-
linkers” (Kostova, 2006).

Existem trés propriedades principais do ruténio que fazem com que seus
derivados sejam bem apropriados para aplicagdes bioldgicas; mudancga de ligante —
os complexos de Ruténi (1) e (Ill) apresentam cinética de mudancga de ligante similar
aos complexos de platina (1), sendo importante para as drogas atingirem o alvo
biolégico sem serem modificadas; estados de oxidagédo — o ruténio € o unico entre o
grupo de metais em que os estados de oxidagdo sao acessiveis em condi¢des
fisiologicas, permitindo a administragcdo de complexos de Ru (lll) que poderao ser
ativados por redugédo formando complexo de Ru (ll) nos tecidos alvos. No sistema
biolégico, a reducédo de Ru (IV) e Ru (lll) é favorecida pela glutationa, ascorbato e
proteinas transportadoras de um unico elétron, enquanto que o oxigénio e citocromo
oxidase promovem a oxidagado do Ru (ll); mimetizando o ferro — a baixa toxicidade
das drogas de ruténio é explicada pela habilidade que este elemento tem de imitar o
ferro na ligacdo a varias biomoléculas, incluindo a transferrina e a albumina. Em

mamiferos, estas duas proteinas sao responsaveis pela solubilizacado e transporte de
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ferro, reduzindo a toxicidade deste metal (Alama et al., 2009; Pereira et al., 2009;
Kostova, 2006; Silveira-Lacerda et al, 2009b; Allardyce & Dyson, 2001).

A reducgdo do Ru (lll) para Ru (ll) pode ser um mecanismo fundamental da
ativagao celular por compostos de ruténio (Depenbrock et al., 1997). Os compostos
de Ru (lll) podem ser reduzidos em areas tumorais com hipdxia, a qual é capaz de
ligar-se rapidamente e causar dano ao DNA (Grguric-Sipka et al., 2003).

Em trabalhos anteriores, foi descrito que os composto Cloreto de cis-
Tetraaminodiclororuténio(lll) (cis-[RuCl»(NH3)4]Cl) apresenta atividade citotoxica
sobre linhagem tumoral humanas Jurkat e HelLa, com ICsy de 190 e 3,5uM,
respectivamente (Frasca et al., 2001). Este composto apresentou atividade citotdxica
sobre as linhagens tumorais humanas Jurkat e HelLa, com ICso de 190 e 3,5uM,
respectivamente (Frasca et al., 2000). Silveira-Lacerda et al., (2009b), trabalhando
com o0 mesmo composto, verificaram que 0 mesmo apresentava atividade citostatica
significante, em estudos realizados com células tumorais humanas e de
camundongos. Os resultados indicaram que este composto apresentava atividade
citotoxica e genotoxica sobre células tumorais A-20, SK-Br-3, e S-180, onde DNA de
células tumorais tratadas apresentavam fragmentagao do material genético.

Esse complexo de ruténio atua como droga citostatica ao impedir a
progressao do ciclo celular da linhagem tumoral A-20 e induzir a apoptose.
Observou-se também que a atividade citostatica exercida pelo composto de ruténio
sobre células mononucleares do sangue periférico humano foi menor quando
comparadas a atividade citostatica deste composto em outras linhagens tumorais
que foram testadas (Silveira-Lacerda, 2009b). Verificou-se ainda que a toxicidade do

composto foi seletiva as células cancerigenas e com potencial efeito
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imunoestimulante sobre células mononucleares do sangue periférico humano
(Silveira-Lacerda, 2009a).

O Ditionato de cis-Tetraamino(oxalato)ruténio(lll), assim como o Cloreto de
cis-Tetraamindiclororuténio(lll), mostrou agdo contra o tumor ascitico Sarcoma 180
in vivo, estatisticamente significativa e dose-dependente, e se mostrou mais efetivo
contra os tumores asciticos em relagédo aos tumores sélidos (Barbosa, 2007). Com
este composto, também se tem observado baixa toxicidade frente as células
humanas normais e grande capacidade de bloqueio do ciclo celular de células de
linhagem tumoral.

Estudos indicam que comparados com outras drogas de coordenagao, os
compostos baseados em complexos de ruténio estdo entre os mais promissores
(Allardyce & Dyson, 2001). Desta forma, o complexos Ditionato de cis-
Tetraammino(oxalato)ruténio(lll), assim como o} Cloreto de cis-
Tetraamindiclororuténio (lll), apresentam grande potencial para o uso clinico por
possuir baixa toxicidade, segundo dados preliminares provenientes de estudos
realizados no laboratério de Genética Molecular e Citogenética do Instituto de

Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Goias.

O modo de agao dos compostos baseados em ruténio pode ser mais amplo e
complexo do que o esperado. E possivel que estes compostos possuam a
habilidade de modular o consumo e a liberacéo de sinalizadores intercelulares, além
de importantes moléculas intracelulares (Clarke, 2003).

O aprofundamento do conhecimento acerca dos mecanismos pelos quais 0s
complexos organometalicos desempenham suas atividades no ambiente celular &€ de
suma importancia para o sucesso clinico de drogas antitumorais baseadas em

metais, assim como auxiliara imensamente no desenvolvimento de novos compostos
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com elevado potencial clinico e no bem-estar humano (Pereira et al., 2009; Silveira-

Lacerda et al., 2009b).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ciclo celular

Nos Ultimos anos, a nocdo de proliferagdo celular evoluiu muito,
proporcionando maior conhecimento da biologia da célula. Por sua vez, esse avango
estd comegando a originar novas abordagens para o desenvolvimento de agentes
antineoplasicos. Para se compreender como atuam os grandes antineoplasicos
atuais e como irdo atuar os novos medicamentos, € importante se considerar as
caracteristicas especiais da célula cancerosa (Laurence et al., 1997).

Diversos estudos demonstram que mutagdes em células somaticas e a
progressao do ciclo celular envolvem a expressdo de uma série de genes, dentre
eles muitos oncogenes (Hollstein et al., 1991; Thompson et al., 1993; Alberts et al.,
2004). Os mecanismos de ativagcado desses genes, que participam na oncogénese,
incluem translocagdes cromossémicas, mutagcoes de ponto, delegdes, inversdes e
amplificagdes do DNA (Merritt et al., 1990; Anderson et al., 1992; Alberts et al.,
2004).

Os céanceres geralmente parecem desenvolver-se por um processo no qual
uma populacao inicial de células levemente anormais, descendentes de uma célula
ancestral com uma unica mutacdo, evolui em ciclos sucessivos de mutacédo e de
selegcdo natural. Em cada estagio, uma célula adquire mais uma mutagéo que Ihe
confere uma vantagem seletiva em relagao as células vizinhas, tornando-a mais apta
a prosperar naquele ambiente (Alberts et al., 2004). A evolugdo do tumor necessita
de uma grande dose de chance e normalmente leva muitos anos. Para esta
evolucdo, as células cancerosas adquirem propriedades especiais, que incluem
alteragdes nas vias de sinalizagao celular que levam as células tumorais a ignorar os

sinais do ambiente que normalmente mantém a proliferagado celular sob controle
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rigido, as células cancerosas também adquirem uma aversao anormal ao suicidio
(apoptose), de modo que evitam ou rompem as limitagdes normalmente
programadas para a proliferagdo; sdo geralmente instaveis; escapam do tecido
original e sobrevivem, proliferando em novos ambientes (Alberts et al., 2004).

A descoberta de drogas anticancerigenas pode ser resultado de testes
empiricos ou da sintese dirigida de substancias. Os testes empiricos consistem na
selecao aleatdria dos compostos que séo testados em animais experimentais com
tumores. A sintese dirigida de substancias quimicas e de produtos biolégicos contra
as células tumorais constitui um dos métodos empregados na atualidade, para
triagem de diversas drogas sintetizadas por grandes universidade e laboratérios. As
descobertas podem ser também, resultado de observagdes feitas ao acaso,
geralmente de substancias sintetizadas para outras finalidades (Mather, 1998;
Freshney, 2000).

O ciclo celular € composto de duas fases funcionais e duas preparatérias. As
fases funcionais sdo a fase S, com sintese do DNA, e a fase M, ou mitose, com
segregacao dos cromossomos duplicados. As fases preparatorias séo a G4 (gap 1)
que prepara a célula bioquimicamente para as fases S e G, (gap 2), que preparam a
célula para a mitose. As células que ndo se dividem ativamente podem ser
permanentemente removidas do ciclo por diferenciacdo ou ficar temporariamente
presas em um estado inerte, chamado de fase Gy. (Alberts et al., 2004)

Pontos de checagem do ciclo celular podem interromper o ciclo se
determinados eventos nao se completarem. A entrada na mitose é impedida, por
exemplo, quando a replicacdo do DNA nao esta completa;, a separacdo dos
cromossomos ha mitose € atrasada se alguns dos cromossomos nao estiverem

adequadamente fixados no fuso mitético. O avanco através de G1 e G2 é atrasado
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pelos mecanismos de freagem se o DNA no cromossomo estiver danificado por
radiacdo ou por processos quimicos. O atraso nestes pontos de checagem de dano
no DNA fornece tempo para o DNA danificado ser reparado; entdo a freagem do

mecanismo € liberada e o ciclo celular é retomado (Figura 1) (Alberts et al., 2004).

ENTRAR EM M

ENTRAREM S

Figura 1 — Pontos de checagem do sistema de controle do ciclo celular (Alberts et al., 2004).

2.2. Apoptose

E essencial a compreensao da cinética do ciclo celular para o uso apropriado
da atual geragcdo de drogas antineoplasicas. Muitos dos mais potentes agentes
citotoxicos atuam em fases especificas do ciclo celular e, portanto, tém atividade
apenas em células que estdo em processo de divisdo. Nos estudos in vitro da agao
citotoxica das drogas antineoplasicas, verifica-se que ha disturbios do ciclo celular e,
posteriormente, morte celular, embora cada droga possa apresentar mecanismos de
acao especificos. Isto sugere que varios estimulos citotdxicos iniciam os eventos que
conduzem a morte celular (Freshsney, 2000).

A morte celular pode ocorrer de duas formas: por necrose ou por apoptose

(Moraes et al., 2007). A necrose é a morte celular causada por trauma e, portanto,
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ha uma resposta inflamatoria. As caracteristicas das células em necrose sdo o
intumescimento celular e da mitocondria, o aumento da permeabilidade da
membrana plasmatica e ruptura da mesma e a desintegragdo das organelas e dos
componentes nucleares. A necrose € associada a danos graves como a hipdxia
aguda e a deficiéncia abrupta de nutrientes (Grivicich et al., 2007).

A apoptose, ou morte celular programada, foi primeiramente descrita em 1972
por Kerr, Wyllie e Currie para designar uma forma de morte celular que se distinguia
da morte por necrose, pois ndo se observavam danos a membrana plasmatica e
nem resposta inflamatdria. A apoptose pode ser ativada por diversos estimulos tais
como agentes fisioloégicos na embriogénese e no sistema imune. Em condi¢des
fisiolégicas, a apoptose € um processo controlado, estando envolvida na
homeostase do tecido, representando um mecanismo de destruicdo seletiva das
células danificadas, cuja sobrevivéncia poderia prejudicar o organismo como um
todo. A célula, ao sofrer apoptose, apresenta alteragdes morfoldgicas e bioquimicas
distintas daquela em necrose. A célula apoptdtica é caracterizada pelo encolhimento
celular, condensagao e fragmentagao da cromatina, que produz fragmentos de 50 a
300 kpb (Wyllie et al., 1980; Ramenghi et al., 2000; Maurillo et al., 2000; Grivicich et
al., 2007; Moraes et al., 2007).

A célula apoptética se fragmenta formando os corpos apoptéticos. O
vazamento do citocromo c¢ da mitocbndria para o citosol € uma das primeiras
caracteristicas bioquimicas que precede as alteracbes no nucleo da célula em
apoptose (Figura 2). Estas propriedades diferem significantemente das

caracteristicas de necrose ou morte celular acidental (Moraes et al., 2007).
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A desregulagcdo da apoptose pode interromper o delicado balango entre
proliferacdo celular e morte celular e contribuir para o aparecimento de neoplasias e
doencas auto-imunes (Tompsom et al., 1993; Danial & Korsmeyer, 2004).

Quando o processo de apoptose é iniciado, ele promove a ativagdo de
eventos moleculares, que culminam na ativacdo de proteases, denominadas
caspases, as quais sao responsaveis pela iniciagdo e execucado da morte celular. A
regulacéo deste processo € realizada por fatores inibidores e ativadores da cascata
apoptadtica, entre os quais podemos destacar os receptores de morte, pertencentes a
familia do receptor TNF (Suda et al., 1993; Reiter et al., 2002), proteinas

pertencentes as familias Bcl-2, IAPs, FLIPs (Timerbaev et al., 2006; Perianayagam

et al., 2006).
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Figura 2 — Caracteristicas de uma célula em necrose (a) e apoptose(b) (Modificado de Anazetti,

2007).

A apoptose pode ser desencadeada por duas vias principais, a intrinseca e a
extrinseca. A chamada via extrinseca € iniciada pela ligacdo dos receptores de

morte que sdo membros da superfamilia do fator de necrose tumoral (TNF) e do
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fator de crescimento neuronal (NGF). Entre os receptores de morte, estdo TNF-R1,
Fas (Apo-1/CD95), TRAIL-R1, TRAIL-R2 e NGF-R. Esses receptores sédo proteinas
transmembranares contendo uma porgao externa, a qual o ligante se associa, € uma
porcao citoplasmatica, que contem o dominio de morte DD (Death Domain), eles
podem ativar diretamente a via efetora de caspases, moléculas com atividade
proteolitica e que sao diretamente responsaveis pelo colapso celular caracteristico
do processo apoptotico (Sharma et al., 2000; Moraes et al., 2007).

Por outro lado, a via intrinseca comeca pela acdo de diferentes sinais de
estresse intracelular, tais como irradiagdo, agentes quimioterapicos, virus, bactérias
e auséncia de fatores de crescimento celular, os quais convergem para a
mitocdndria. Esta organela contém, no seu espago intermembranar, fatores
apoptogénicos, como citocromo ¢, AlF (Apoptosis-Inducing Factor), pré-caspases 2,
3 e 9, SMAC/DIABLO (Second Mitochodria-DerivedA activator of Caspases/direct
IAP binding protein with low pl), Omi/HtrA2 (High temperature requirement protein-2)
e endonuclease G*3. Na presenca de sinais apoptoticos, esses fatores sdo liberados
no citoplasma e alguns deles participam da ativacdo das caspases. Essa via
apoptotica, centrada na mitocdndria, € conhecida como via intrinseca mitocondrial ou
via de ativagdo das caspases dependente da mitocéndria (Sharma et al., 2000;
Moraes et al., 2007).

A manutencio desses fatores na mitocéndria ou sua liberagao no citoplasma
€ determinada por proteinas da familia denominada Bcl-2. Por tal motivo, essa
familia e a familia das caspases sao consideradas os principais reguladores do
processo de apoptose (Figura 3).

Existem pelo menos 20 membros da familia Bcl-2 identificados até o

momento, os quais podem ser divididos em dois grupos principais, dependendo de
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sua fungao. O grupo pro-apoptético (Bax, Bcl-Xs, Bak, Bad, Bid, Bik, entre outros)
reine os membros que induzem a liberagcdo dos fatores apoptogénicos da
mitocdndria no citoplasma, resultando em apoptose. Ja o grupo antiapoptético (Bcl-
2, Bcl-X., Mcl-1, Bcl-w e Boo, entre outros) reune os que sdo responsaveis pela
manutencdo desses fatores na mitocéndria, inibindo o processo de apoptose

(Moraes et al., 2007).
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Figura 3 — Via intrinseca e extrinseca da apoptose (Modificado de Anazetti, 2007).
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E provavel que todas as células do corpo humano possuam a capacidade
intrinseca de sofrer apoptose. Isto sugere que todas as estruturas e processos
requeridos em pelo menos uma via de apoptose estdo presentes na célula e
provavelmente sejam necessarios a sua sobrevivéncia (Moraes et al., 2007).

Pesquisas realizadas na década de 1990 tém demonstrado que a morte
celular provocada pelas drogas quimioterapicas ocorre principalmente por indugéo
de apoptose. Esta classe de drogas tem o potencial de restabelecer a apoptose
celular, processo que se encontra alterado em células cancerigenas (Huschtscha et
al., 1998; Guchelaar et al., 1998; Huang & OIliff, 2001; Fesik et al., 2005; Moraes et

al., 2007).

2.3. Quimioterapia antineoplasica

A quimioterapia, tratamento que envolve drogas citotdxicas, tem sido
considerada como uma das principais ferramentas sistémicas de combate ao cancer.
Pode ser aplicada em diferentes situacdes clinicas, como no tratamento primario de
neoplasias avancgadas, sendo denominada, neste caso, de quimioterapia de indugao.
Pode também ser utilizada como tratamento sistémico apdés o controle do tumor
primario por cirurgia ou radioterapia. Sempre, no entanto, deve ser considerada a
eficacia da droga em relagdo ao tipo de tumor (El-Deiry, 1993; Burns & El-Deiry,
1999).

Dentre as principais formas de tratamento do cancer, para os quimioterapicos
ha as seguintes classificagées: (1) agentes alquilantes, que atuam por meio da
formagdo de ligagbes covalentes com o DNA, impedindo sua replicagédo; (2)
antimetabdlicos, que bloqueiam ou subvertem uma ou mais vias metabdlicas

envolvidas na sintese do DNA; (3) medicamentos obtidos por produg¢ao natural ou
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alcaldides; (4) horménios, dos quais 0os mais importantes sao os esteroides, isto &,
glicocorticéides, estrogénios e androgénios e farmacos que suprimem a secreg¢ao de
horménios ou antagonizam sua acgdo; (5) imunoterapicos, embora ainda
incipiente; (6) antibidticos, grupo de substancias com estrutura quimica diversa,
que interagem com o DNA e inibem a sintese de proteinas; (7) inibidores mitéticos,
que levam a paralisacdo da divisao celular em metafase ao atuar sobre a tubulina,
proteina formadora do fuso; (8) outros agentes, com mecanismos de agao que nao
permitem a inclus&o nos grupos apresentados anteriormente, como, por exemplo, a
dacarbazina, indicada no tratamento do melanoma avancado, sarcomas de partes
moles e linfomas (Rang, 2001; Goodman & Gilman, 2002; INCA, 2007).

No entanto, € importante salientar que os quimioterapicos antineoplasicos
podem atuar indistintamente em células sadias e tumorais, acarretando significativos
efeitos colaterais. As células do tecido hematopoiético, germinativo, aparelho
gastrintestinal e foliculo piloso, devido a sua caracteristica de rapida diviséo celular,
sdo particularmente sensiveis a essas drogas. Assim, para favorescer a analise
padronizada desses efeitos, o Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI
- National Cancer Institute) desenvolveu, no ano de 1982, o Common Toxicity
Criteria (Critérios comuns de toxicidade) para reportagem de efeitos e estudo de
novas drogas (Nicolini, 1988).

O Common Toxicity Criteria estrutura-se em apresentar efeitos adversos e
categorias em que encaixam esses efeitos: alérgicos/imunoldgicos, infecgdes,
auditivos, linfaticos, sanglineos/da medula déssea, metabdlicos, de musculatura
estriada esquelética, cardiovasculares, neurolégicos, de coagulagido, oculares,

dores, sintomas constitucionais, dermatolégicos, pulmonares, enddocrinos,

Revisdo de Literatura 39



renais/geniturinarios, gastrintestinais, malignidades secundarias, hemorragias,
funcgdes sexuais/reprodutivas, hepaticas, e sindromes (NCI, 1999).

Na pratica, tem sido dificil estabelecer uma dose efetiva que leve a maxima
destruicao das células tumorais, induzindo, no hospedeiro, uma toxicidade reversivel
e toleravel. Para a maioria desses quimioterapicos a margem entre a dose efetiva e
a toxica é estreita, o que parece estar relacionado ao metabolismo da droga, rota e
protocolo de administragdo, além da sensibilidade intrinseca do tumor a droga.
Sendo que os efeitos colaterais mais comumente observados sao toxicidade
hematoldgica, toxicidade gastrintestinal, cardiotoxicidade, hepatotoxicidade,
toxicidade pulmonar, disfungdes reprodutivas, toxicidade vesical e renal, toxicidade
dermatolégica, anafilaxia, neurotoxicidade e alteragbes metabdlicas (Silva et al.,
2003).

Com relacdo ao metabolismo, as alteracbes mais comumente verificadas sao
hipomagnesemia; hiponatremia — devido a sindrome da excrec¢ao inapropriada de
horménio vasopressina, além de efeitos colaterais primarios de alguns
medicamentos, como vomitos persistentes e diurese (Gaffey et al., 1993).

A erradicacao completa das células tumorais € consequéncia de multiplos
fatores que refletem as interagdes entre o tumor e o hospedeiro, a toxicidade
cumulativa do medicamento, limitando seu uso, a presenca de tumor em locais de
dificil acesso ao quimioterapico, o estado geral debilitado do paciente, nao
permitindo doses adequadas, alteracdes na velocidade de crescimento do tumor e
odesenvolvimento de resisténcia adquirida pelo tumor ao quimioterapico, entre

outros (Gaffey et al., 1993; Menezes, 2007).
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2.4. Compostos baseados em metal usados na terapia antitumoral

Metais preciosos ja eram usados para propostas medicinais a.C. (ha mais de
3500 anos atras). O ouro foi utilizado em varias areas da medicina na Arabia e
China. Naquela época, metais nobres eram confiaveis para beneficiar a saude, pela
sua raridade, contudo, pesquisas recentes tém associado as propriedades
medicinais de drogas inorganicas com suas propriedades bioldgicas especificas
(Allardice & Dyson, 2001).

Compostos baseados em metal ampliam a possibilidade de construir
moléculas com ligagbes mais adequadas para os objetivos especificos da biologia.
Na verdade, ions metdlicos apresentam uma grande variedade de numeros de
coordenagao e geometrias, que permitem organizar os anions nos mais diferentes
ligantes orgéanicos (com suas propriedades quimicas e biolégicas) de forma mais
adequada a distribuicao espacial, proporcionando melhor modalidades de ataque as
moléculas alvo (Pizarro et al., 2009).

Em meados dos anos 1960, Rosenberg e colaboradores, descobriram, por
acaso, as propriedades anticancerigenas da cisplatina {cis-[PtCl>(NHs),]} (Figura 4),
durante as investigacbes do efeito de campos elétricos sobre o crescimento de
Escherichia coli. Os pesquisadores estavam usando eletrodos de platina em uma
solucao contendo cloreto de sodio e sais de amoénio, entre outros constituintes,
quando observaram um evento inesperado, as bactérias tornaram-se longos
filamentos e passaram a n&o se replicar. A divisdo celular de E. coli havia sido
inibida. Uma analise mais extensa desta observagao levou a conclusdo de que o
ciclo replicativo bacteriano foi inibido por complexos amino-platina formados por

eletrélise (Pizarro et al., 2009).
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Hoje, mais de 40 anos apos a sua aprovagdo como um agente quimioterapico
pela Food and Drug Administration norte-americana (FDA), drogas a base de
cisplatina ainda sdo os anticancerigenos mais utilizados do mundo. A quimioterapia
a base de cisplatina é responsavel pela cura de mais de 90% dos casos de cancer
testicular e desempenha um papel importante em alguns tratamentos contra o
cancer de cabeca e pescogo, de ovario, cancer cervical, cancer de bexiga, colo do

utero, melanoma e linfomas (Pizarro et al., 2009).

mPt.:"
ci”” “SNH,

Figura 4 — Estrutura quimica da Cisplatina (Pizarro et al., 2009).

Véarios analogos de cisplatina, como a cis-diamina (ciclobutano-1,1-
dicarboxilato)-platina(ll), ou carboplatina, a oxaliplatina(Il-OHP), a nedaplatina, a
heptaplatina (SKI), a lactato 1,2-di(aminometil)ciclobutanoplatina(ll), ou lobaplatina,
e seus derivados (Figura 5), tém sido estudados em tumores que exibiram
resisténcia a cisplatina. Estes compostos sdo chamados de “geragao secundaria”
dos compostos de platina (Calamai et al., 1998; Pizarro et al., 2009).

A carboplatina entrou em triagem clinica em 1980, e tem sido eficaz contra
cancer de ovario. Embora seu mecanismo de agao seja similar ao da cisplatina, ao
formar ligagdes cruzadas entre DNA-DNA, DNA-proteina, e interferir com a
replicacao e a transcricdo do DNA, sua toxicidade e cinética sao bastante diferentes

(Calamai et al., 1998; Pizarro et al., 2009).
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Figura 5 — Estrutura quimica de antitumorais a base de platina (Lookich & Anderson, 1998).

Depois de administrada intravenosamente e absorvida por difusdo passiva
para o interior das células, a cis-Pt (lI) adquire carga positiva durante uma reacgéo de
ativagcao e reage, rapidamente, com bases puricas de nucleotideos di- e trifosfatos,
formando ligagbes cruzadas com GpG e ApG (Figura 6). A posicdo do N7 das
guaninas € mais reativa do que da adenina e provém um forte sitio na fita de DNA
para ataques nucleofilicos pelos produtos de hidrélise do complexo de platina
(Bakhtiar & Ochiai, 1999).

Entretanto, a eficacia dessas drogas derivadas da platina € limitada pelos
mecanismos de resisténcia adquirida e inata. O uso da cisplatina na clinica é
também reduzido por apresentar neuro e nefrotoxicidade significantes, enquanto a
carboplatina é associada com a supressao de células da medula éssea (Lokich &
Anderson, 1998).

Essas descobertas tém estimulado a sintese de alguns complexos baseados
em metais do grupo da platina, como drogas potencialmente antitumorais, e que

demonstrem menor toxicidade em relagdo aos compostos de platina (Clarke, 2003).
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Apesar do sucesso da cisplatina e medicamentos a base de platina, o mercado de
drogas ainda é acessivel para novas drogas a base de metal que oferecem uma
melhor viabilidade, tais como a administragao oral, o que pode ajudar a diminuir os
efeitos colaterais graves e custos clinicos. Além disso, novos estudos concentram-se
na investigacao de novas drogas com maior eficacia, ou seja, drogas que interajam
de forma diferente com o DNA, o que pode levar a superagao da resisténcia inata ou
adquirida de certos tipos de tumores (Pizarro et al., 2009) . Alguns resultados
promissores foram obtidos com derivados de diferentes metais, como Pt, Ti, Rh, Au

e Ru (Katsaros & Anagnostopoulou, 2002; Cabrera et al., 2004; Kostova, 2006)
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Figura 6 - Diferentes tipos de adutos DNA-cisplatina, para uma dada sequiéncia aleatdria. O aduto
intrafita 1,2-GG (superior esquerdo) € considerado uma leséo critica (Adaptado de Bakhtiar & Ochiai,
1999).

Em 1970, Clarke et al., relataram que pentamino-(purina)-ruténio(lll) € capaz
de inibir a sintese de DNA e proteinas em células de carcinoma de nasofaringe in

vitro, o que desencadeou o interesse em complexos de ruténio como potenciais
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