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RESUMO

Em decorréncia do aumento no numero de casos de cancer no mundo, os complexos de
ruténio tém se mostrado como promissores agentes quimioterapicos, ja que apresentam
baixa toxicidade e sdo mais seletivos para os tecidos tumorais. Os complexos de ruténio
RuLap e RuLAu foram testados frente a diversas linhagens celulares tumorais e nao
tumorais para se avaliar a citotoxicidade in vitro através do teste de viabilidade celular (MTT)
e do teste vermelho neutro. Dentre os complexos testados, os complexos RuLap e RuLau
apresentaram maior indice de seletividade de 1,17 e 10,91, respectivamente para a
linhagem tumoral HelLa. Desta forma, estes compostos foram selecionados para estudos
mais aprofundados da seguranca toxicolégica. Na avaliacdo do teste do mincronucleo in
vitro, o composto RuLau foi o que apresentou menor potencial genotdxico, o qual
apresentou genotoxicidade significativa apenas na concentragdo de 2 mg.L (0,8uM). No
ensaio cometa in vitro, ambos 0os compostos RulLap e RulLau apresentaram potencial
genotdxico em todas as concentracdes testadas, ndo apresentando diferenca entre os
tempos de exposicdo de 24h e 48h. Nos testes de toxicidade aguda em embrides de
zebrafish, o composto RulLau apresentou efeitos subletais menos acentuados quando
comparados ao composto RuLap. O composto RuLau ndo provocou a morte dos embrides
em nehuma das concentracdes testadas. O composto RuLap foi o Unico composto que se
mostrou mais toxico, levando a um atraso na eclos@o dos embrides e causando letalidade
nos animais, antes mesmo de eclodirem. No teste de avaliagdo do potencial neurotoxico
por meio do teste de retina em embrides de zebrafish, ndo houve diminuigcdo significativa
da area da Camada Plexiforme Interna (CPI) quando testadas nas concentracées mais
baixas (*2EC10 e ECi0), apresentando alteragcdes apenas na concentragdo mais alta (2x
ECi0). Na avaliagdo da espessura da retina, houve um aumento significativo nessa
espessura quando testada na concentracdo mais baixa do composto (0,25uM). Ja no teste
de inibicAo da acetilcolinesterase, nenhum dos dois compostos testados induziram a
inibicdo da enzima, podendo estar relacionado com a nao inducéo de efeitos neurotdxicos.
Diante dos dados observados, o complexo de ruténio RuLau apresenta maior seguranca
toxicoldgica entre os demais por apresentar maior seletividade para linhagens tumorais e

menor potencial téxico quando avaliado frente a embribes de zebrafish.

Palavras-chave: cancer, complexos de ruténio, quimioterapia, seguranga toxicologica.
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ABSTRACT

Due to the increase in the number of cancer cases in the world, ruthenium complexes have
shown to be promising chemotherapeutic agents, since they present low toxicity and are
more selective for tumor tissues. The RuLap and RuLau ruthenium complexes were tested
against several tumor and non-tumor cell lines to evaluate in vitro cytotoxicity through the
MTT test and also neutral red. The RuLau complex showed a selectivity index of 1,17 to
10.91 for the HeLa tumor line. In the evaluation of the in vitro mincronucleus test, the RuLau
compound was the one with the lowest genotoxic potential, which showed significant
genotoxicity only at a concentration of 2 mg/ L. In the comet in vitro assay, both RuLap and
Rulau compounds showed genotoxic potential, with no difference between the 24h and 48h
exposure times. In acute toxicity tests on zebrafish embryos, the RuLau compound showed
less pronounced sublethal effects compared to the RuLap compound. The Rulau compound
did not cause the embryos to die even at the highest concentrations. The RuLap compound
was the only compound that was actually more toxic, leading to a delay in the hatching of
the embryos and also causing their lethality, even before they hatch. In the neurotoxic
potential assessment test using the retinal test in zebrafish embryos, there was no significant
decrease in the area of the inner plexiform layer (CPI) at the lowest concentrations (Y2 EC10
and EC10), showing changes only at the highest concentration (2x EC10), and when retinal
thickness was assessed, there was a significant increase in retinal thickness at the lowest
concentration. In the acetylcholinesterase inhibition test, none of the tested compounds
induced the enzyme inhibition, not even the RuLau compound, which may be related to the
non-induction of neurotoxic effects. The RuLau ruthenium complex then presents greater
selectivity for tumor strains and less toxic potential when evaluated against zebrafish

embryos.

Keywords: cancer, chemotherapy, ruthenium complexes, toxicological safety.
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ABSTRAKT

Aufgrund der weltweit zunehmenden Zahl von Krebsfallen haben sich Rutheniumkomplexe
als vielversprechende Chemotherapeutika erwiesen, da sie eine geringe Toxizitéat aufweisen
und selektiver fur Tumorgewebe sind. Die RuLap- und RuLau-Rutheniumkomplexe wurden
gegen mehrere Tumor- und Nicht-Tumorzelllinien getestet, um die In-vitro-Zytotoxizitat
durch den MTT-Test und auch Neutralrot zu bewerten. Der RuLau-Komplex zeigte einen
Selektivitatsindex von 1,17 bis 10,91 fur die HeLa-Tumorlinie. Bei der Auswertung des In-
vitro-Mincronukleus-Tests war die RulLau-Verbindung diejenige mit dem niedrigsten
genotoxischen Potential, die nur bei einer Konzentration von 2 mg / | eine signifikante
Genotoxizitat zeigte. Im Kometen-In-vitro-Assay zeigten sowohl RuLap- als auch Rulau-
Verbindungen eine genotoxische Wirkung Potenzial, ohne Unterschied zwischen den
Belichtungszeiten von 24 Stunden und 48 Stunden. In akuten Toxizitatstests an
Zebrafischembryonen zeigte die RulLau-Verbindung im Vergleich zur RuLap-Verbindung
weniger ausgepragte subletale Wirkungen. Die Rulau-Verbindung liel3 die Embryonen
selbst bei den héchsten Konzentrationen nicht sterben. Die RulLap-Verbindung war die
einzige Verbindung, die tatsachlich toxischer war, was zu einer Verzdgerung des Schlupfes
der Embryonen fihrte und auch deren Letalitat verursachte, noch bevor sie schlipften. Im
neurotoxischen Potentialbewertungstest unter Verwendung des Netzhauttests bei
Zebrafischembryonen gab es bei den niedrigsten Konzentrationen (Y2 EC10 und EC10)
keine signifikante Abnahme im Bereich der inneren plexiformen Schicht (CPI), was nur bei
der hochsten Konzentration Veranderungen zeigte (2x EC10), und als die Netzhautdicke
bewertet wurde, gab es eine signifikante Zunahme der Netzhautdicke bei der niedrigsten
Konzentration. Im Acetylcholinesterase-Hemmungstest induzierte keine der getesteten
Verbindungen die Enzymhemmung, nicht einmal die RulLau-Verbindung, die
moglicherweise mit der Nichtinduktion neurotoxischer Wirkungen zusammenhéngt. Der
RuLau-Rutheniumkomplex zeigt dann eine gré3ere Selektivitat fur Tumorstamme und ein

geringeres toxisches Potential, wenn er gegen Zebrafischembryonen bewertet wird.

Schliusselworter: Chemotherapie, Krebs, Rutheniumkomplexe, toxikologische Sicherheit.
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1. INTRODUCAO
1.1 O Cancer

A definicdo de cancer consiste no grupo de doencas de etiologia multifatorial, cuja
origem provém de uma predisposi¢cao genética e/ou a exposicao a fatores carcinogénicos
como: fatores fisicos, quimicos ou biolégicos, estando diretamente relacionados aos
habitos de vida diarios, como falta de atividade fisica, tabagismo, consumo excessivo de
alcool, exposicdo a radiacdes ionizantes e a agentes infecciosos, alimentacao inadequada,
dentre outros (JEMAL et al., 2014). O cancer também se caracteriza pela perda de controle
da proliferacéo celular e ganho da capacidade de invadir tecidos e/ou provocar metastases
(PINTO & FELZENSZWALB, 2003; PARMIGIANI & CAMARGO, 2004; NUSSBAUM et al.,
2008).

O céancer representa a segunda maior causa de mortes no mundo, de acordo com
levantamento divulgado pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA). Dados da Organizacao
Mundial da Saude (OMS) indicam que mais de 8 milh6es de pessoas morrem de cancer,
por ano - a maioria em paises de baixa e média rendas. A estimativa mundial para o ano
de 2018, mostra que ocorreram 18.078.975 milhGes de casos de céncer (17 milhdes sem
contar os casos de cancer de pele ndo melanoma) e 9,6 milhdes de Obitos (9,5 milhdes
excluindo os canceres de pele ndo melanoma). O cancer de pulmao € o mais incidente no
mundo (2,1 milhdes/ ano) seguido pelo cancer de mama (2,1 milhdes/ ano), colon e reto
(1,8 milhdo/ano) e préstata (1,3 milhdo/ ano) (IARC, 2020).

No Brasil, a estimativa para cada ano do triénio 2020-2022 aponta que ocorrerao 625
mil casos novos de cancer (INCA, 2020). O cancer de pele ndo melanoma sera o mais
incidente (176.930 casos), seguido pelos canceres de mama e prostata (65.840 casos),
célon e reto (40.990 casos), pulméo (30.200 casos) e estbmago (21.230 casos) (INCA,
2020). Apesar desses dados, o Ministério da Saude publicou em outubro de 2019, uma nota
onde mostra que o Brasil esta situado na segunda faixa mais baixa de mortalidade em

relacdo a outros paises como por exemplo EUA, Canad4, Australia, Franca e Reino Unido



(MS, 2019). A Distribuigéo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados

para 2020, sdo mostrados na tabela abaixo, distribuidos por sexo (Figura 1).

Préstata 65.840 20.2% Homens Mulheres Mama feminina fi6.280 20.7%
Gdlon e reto 20.520 91% Gdlon e reto 20,470 9.2%
Tragueia, bronguio & pulmao 17.760 7.9% Golo do dtero 16.590 7.4%
Estdmago 13.360 59% Tragueia,branguio e pulmao 12.440 5,6%
Cavidade oral 11.180 5.0% Glandula tireoide 11.950 5.4%
Esdfago 5.690 3,9% Estdmago 7870 3,5%
Bexiga 7.580 3.4% (Owdrio 6.650 3,0%
Linfoma nao Hodgkin 6.580 2.9% Corpo do (tero 6.540 2.9%
Laringe 6.470 2.9% Linfoma nao Hodgkin 5.450 2.4%
Leucemias 5.920 2,6% Sistema nervoso central 5.220 2,3%

*Nimeros arredondados para miltiplos de 10.

Figura 1- Distribuicéo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2020 por
sexo, exceto pele ndo melanoma. Fonte: Estimativa 2020-Incidéncia de cancer no Brasil.
<https://www.inca.gov.br/sites/ufu.sti.inca.local/files/media/document/estimativa-2020-incidencia-de-
cancer-no-brasil.pdf>

1.2 Terapias utilizadas no tratamento do céncer

O tratamento do céancer pode ser feito através de cirurgia,
guimioterapia, imunoterapia, hormonioterapia, radioterapia ou transplante de medula
O0ssea. Em muitos casos, é necessario combinar mais de uma modalidade, levando em
consideracao de que a escolha do tratamento mais adequando depende do tipo de tumor

e de seu estagio de desenvolvimento (INCA, 2019).

A remocao localizada do tumor, ou seja, excisdo cirdrgica € uma modalidade
terapéutica que surgiu ha muitos anos, porém que depende de inimeros fatores, como por
exemplo: tipo de cancer, localizacdo do tumor, historico clinico do paciente, dentre outros.
As cirurgias sdo mais indicadas para tumores primarios. Ja os tumores caracterizados por
lesbes metastaticas ndo podem ser retirados facilmente, e por isso recomenda-se

tratamento com uso de outras terapias (WYLD et al., 2015).

A utilizag&o da radiacao ionizante para eliminar células tumorais através do dano no
material genético (DNA) destas, consiste na terapia denominada radioterapia. Essa terapia
inibe a divisdo celular e proliferacdo. Apesar da técnica ndo distinguir células normais de
células tumorais, as células cancerigenas tém uma maior dificuldade no reparo de danos
causados pela radiacdo (BASKAR et al., 2012). Como o0s tumores possuem antigenos que
podem desencadear respostas imunes, a imunoterapia age no sentido de promover a

intensificacdo da resposta do sistema imune no combate & doenca (INCA, 2017).


https://www.inca.gov.br/tratamento/cirurgia
https://www.inca.gov.br/tratamento/quimioterapia
https://www.inca.gov.br/tratamento/radioterapia
https://www.inca.gov.br/tratamento/quimioterapia
https://www.inca.gov.br/tratamento/transplante-de-medula-ossea
https://www.inca.gov.br/tratamento/transplante-de-medula-ossea
https://www.inca.gov.br/sites/ufu.sti.inca.local/files/media/document/estimativa-2020-incidencia-de-cancer-no-brasil.pdf
https://www.inca.gov.br/sites/ufu.sti.inca.local/files/media/document/estimativa-2020-incidencia-de-cancer-no-brasil.pdf

A quimioterapia consiste na utilizacdo de substancias quimicas com o objetivo de
tratar tumores. O Boom da quimioterapia se deu com a descoberta da capacidade do gas
mostarda em eliminar células que se proliferam de forma acelerada (GILMAN, 1963;
CHABNER e ROBERTS JR, 2005; SUDHAKAR, 2009). Atualmente, a quimioterapia € um
dos métodos mais utilizados no tratamento de pacientes com cancer e consiste no uso de
agentes citotoxicos, provocando morte celular, diminuindo assim o crescimento acelerado
e evitando a proliferacdo desordenada das células cancerigenas (CHABNER, 2011). E
importante ressaltar que a descoberta da quimioterapia aumentou consideravelmente as
chances de curas de diversos tipos de tumores (CHU & SARTORELLI, 2006).

Sabe-se que as transformacdes sociais, envelhecimento da sociedade, mudanca
nos habitos de vida e até mesmo a urbanizacao, séo fatores que fizeram com que a doenca
ganhasse mais visibilidade e, portanto, mostrando-se mais frequente (PICKSTONE, 2007,
CANTOR, 2004; TEIXEIRA e FONSECA, 2007). Entretanto, apesar de ser um problema a
nivel mundial, o cancer ndo representa mais uma sentenca de morte para quem é
diagnosticado com a doenca, gracas ao avanco das tecnologias de diagnostico precoce e
principalmente ao avango da qualidade dos medicamentos que garantem um tratamento
mais eficaz (OMS, 2019). Ainda assim, a quimioterapia ndo estd completamente isenta de
provocar ao paciente, alteracbes metabdlicas, neurolégicas, cardiacas, renais,
hematolégicas, dentre outras. Desse modo, observa-se a grande importancia em melhorar
cada vez mais a qualidade dos medicamentos usados na quimioterapia, por exemplo
(FERREIRA et al., 2018). Buscar o refinamento das técnicas de desenvolvimento de novos
farmacos, bem como controlar os efeitos toxicos que estes oferecem ao paciente, sao hoje,
partes fundamentais na pesquisa de desenvolvimento de novos quimioterapicos (SCHEIN
et al., 2006).

1.3 Metalofarmacos na quimioterapia antineoplasica

Com o surgimento da quimioterapia, diversos farmacos baseados em metais foram
desenvolvidos ao longo do tempo. Com a incessante busca por novos tratamentos
qguimioterapicos, o mecanismo de acdo de complexos metéalicos foram muitos estudados
gracas as suas vantagens apresentadas como menor tamanho das moléculas e por serem
altamente citotoxicos quando testados em tecidos tumorais (CLARKE et al., 1999). Grande

parte dos medicamentos quimioterapicos disponiveis no mercado sdo baseados em
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substancias metalicas, e por isso, quimica medicinal investe cada vez mais no
desenvolvimento destes tipos de complexos. Esse interesse nessa categoria de farmacos,
baseia-se no amplo espectro e geometria de coordenacéao, cinética e mecanismo de acao

gue muitas vezes 0s complexos organicos nao podem oferecer.

Complexos metalicos como os baseados em ferro, cobalto, ouro, titdnio e gélio ja
mostraram resultados satisfatérios em pesquisas pré-clinicas quando testados (OTT e
GUST, 2007). Apesar dos inumeros tipos de complexos metalicos que foram investigados
como agentes antitumorais, a classe de agentes mais estudada consiste em metais do
grupo principal como bismuto e estanho (CHAUDHARY et al., 2006) e também dos metais
de transicdo como por exemplo vanadio, rodio, cério e ruténio (KATSAROS e
ANAGNOSTOPOLOU, 2002; MANOLOV et al., 2000).

O interesse em farmacos antitumorais baseados em metais sofreu um avanco,
quando em 1844 o quimico italiano Michele Peyrone sintetizou a cisplatina (KAUFFMAN,
2010) e sua atividade citotoxica foi logo depois identificada por Rosenberg e Van-Camp em
1969, quando este complexo inorganico comecgou a ser utilizado no tratamento do cancer
(ROSENBERG & CAMP, 1969) (Figura 1).
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Figura 2- Estrutura da Cisplatina. Fonte: Elaborado por Tom Bettens, 2019. Com base nos dados de Peyrone,
1844,

O mecanismo de acéo da cisplatina consiste em formar ductos com cadeias do DNA
para impedir sua replicacdo (TRUDU et al., 2015). Tendo em vista os problemas deste
medicamento, cujo mecanismo de agdo provoca toxicidade tanto nas células normais
guanto nas ceélulas cancerigenas, ele continuou sendo um dos agentes anticancer mais
amplamente utilizados e eficazes para o tratamento do cancer. Diferentes tipos de cancer
incluindo mama, figado, pulmé&o, ovario, testiculo, bexiga, cabeca e pescoco sdo tratados

com este agente antineoplasico (WHEATE et al.,, 2010 e ALI et al.,, 2013). Porém, a
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distribuicdo n&o-seletiva da cisplatina entre o tecido normal e tumoral e sua acédo
inespecifica sobre o ciclo celular, leva a um aumento no impacto dos efeitos colaterais,
como por exemplo nefrotoxicidade aguda, mielossupressédo e neurotoxicidade crbnica e
ototoxicidade (DILRUBA & KALAYDA, 2016; KATANIC et al, 2017). Ainda assim,
provocando fortes efeitos colaterais e muitas vezes provocando resisténcia tumoral, a
cisplatina ainda € um dos medicamentos mais utilizados no tratamento de varios tipos de
cancer (PIZARRO & SADLER, 2009 e WONG & GIANDOMENICO, 1999).

E importante ressaltar que de fato, o uso da cisplatina impulsionou o
desenvolvimento de novos farmacos baseados em metais, e por isso, 0os complexos
inorganicos tém alavancado a pesquisa e aplicacao desses farmacos no uso da medicina
guimioterapica (REISNER et al., 2004). ApOs descoberta da cisplatina, devido seus
problemas de toxicidade provocados nos pacientes, no final do século XX, alguns analogos
da cisplatina foram sintetizados na tentativa de se obter um complexo mais especifico e
gue desencadeasse efeitos colaterais minimos. Esses compostos; carboplatina,
oxaliplatina, nedaplatina, lobaplatina e heptaplatina sdo amplamente utilizados no mundo
todo na terapia anticAncer (KELLAND, 2007 & TRUDU et al., 2015) (Figura 3).
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Figura 3 - Estrutura dos complexos de platina analogos da cisplatina. Fonte: Elaborado por Tom
Bettens, 2019. Com base nos dados de Hartinger et.al., 2008.

A carboplatina que foi o primeiro analogo a ser utilizado, ndo se mostrou tdo ativa
guanto a cisplatina, apesar de ser uma molécula mais estavel. Mesmo assim a carboplatina
foi utilizada nos tratamentos de cancer mais avancados e metastatizados, porém com uma
grande desvantagem: a incapacidade de contornar problemas de resisténcia. Portanto logo

apos, tem-se o surgimento da oxaliplatina, como farmaco alternativo capaz de eliminar os
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problemas de resisténcia. Entretanto, apesar de ter se mostrado menos téxico que a
cisplatina e carboplatina, a oxaliplatina foi responsavel por desencadear neuropatias
sensoriais severas (TRUDU et al., 2015; PEREIRA, 2016).

1.4 Toxicidade dos complexos de platina na terapia antineoplasica

Apesar de ter inovado a quimioterapia, 0 uso da cisplatina e seus analogos acabou
se tornando bastante limitado, tanto pelas resisténcias geradas nas células tumorais,
guanto por seus graves efeitos toxicos como: nefrotoxicidade, neurotoxicidade,
ototoxicidade, toxicidade ocular e hepética (CHEN et al., 2017; NAUGHTON, 2008; dos
SANTOS et al.,, 2012). Sabe-se que nefrotoxicidade da cisplatina é atribuida as altas
concentracfes de cisplatina nos rins e a interferéncia desta no sistema de transporte renal.
Mesmo acumulada em niveis ndo téxicos no sangue, esta pode chegar a niveis tdéxicos nos
rins (PERES & JUNIOR, 2013).

Frente a estas diferentes limitacdes da cisplatina e seus analogos, diversos grupos
de pesquisa tém voltado sua atencéo para investigacdo de novos compostos baseados em
diferentes outros tipos de metais como por exemplo ferro, cobre, paladio, ouro, tungsténio,
o6smio e ruténio (VALENTE & GARCIA, 2014) na tentativa de se obter uma atividade mais
especifica e toxicidade sistémica menor (MELLO, 2014), visando um melhor bem estar dos

pacientes que fazem uso de quimioterapicos.

1.5 Novos compostos baseados em ruténio e seu uso na quimioterapia

7

Neste contexto, € importante ressaltar que os complexos de ruténio vém entdo
conquistando interesse de diversos pesquisadores, uma vez que os resultados de triagens
recentes de complexos baseados em ruténio vem se mostrando um tanto quanto
promissores, como por exemplo triagens pré-clinicas realizadas pelo grupo de pesquisa do
Laboratério de Genética Molecular e Citogenética (LGMC) em Goiania, Goias, Brasil. O
atual grupo de pesquisa LGMC tém estudado nos ultimos anos as principais caracteristicas

de complexos baseados em ruténio.

Trabalhos que buscam esclarecer questbes como: o tipo de mecanismo de morte
celular induzida por complexos de ruténio frente a diferentes linhagens tumorais, estudo do

potencial citotdéxico, genotéxico desses complexos, bem como o estudo do perfil
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toxicoldgico dos complexos de ruténio em experimentos in vitro e in vivo, trouxe ao grupo,
alguns prototipos que se mostraram mais seletivos e portanto mais promissores (FARIA et
al., 2020; VELOZO-SA et al., 2019; LIMA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2017; LIMA et al.,
2014; PORTO et al.,, 2014; VILANOVA-COSTA et al.,, 2015; PEREIRA et al.,, 2014;
MAGALHAES et al., 2017; MELO-ANDRADE et al., 2018; PIRES et al., 2018). Como estes
estudos realizados, o grupo de pesquisadores do LGMC acredita que estes complexos que
se mostraram mais promissores seriam entdo os mais fortes candidatos para um estudo

mais aprofundado quanto a seguranca farmacologica e toxicoldgica destes futuros

farmacos baseados em ruténio.

Sabe-se que o ruténio atualmente € um dos metais de transicdo mais estudados e
investigados quanto ao seu potencial terapéutico. O elemento quimico ruténio hoje
protagoniza diversos estudos cientificos quanto a sua atividade antibidtica, antiviral,
antimalarica e principalmente quanto a sua atividade antitumoral (MEDICI et al., 2015). Com
uma geometria octaédrica, os complexos de ruténio apresentam uma cinética de oxidacao
semelhante a dos complexos de platina, sendo mais lentas e se assemelhando mais com
processos celulares, sendo entdo mais indicados para aplicacdes biolégicas. A facilidade e
versatilidade de troca de ligantes nesses complexos representam também um fato
determinante para a acdo antineoplasica destes farmacos, ja que estes consistem num
grupo de complexos metélicos que exibem eficientes afinidades de ligacdo ao DNA, bem
como alcangcam seu alvo biolégico de uma forma mais seletiva e se acumulam mais
frequentemente nas células cancerigenas do que se comparado a complexos de platina
(FURRERA & SUSS-FINK, 2016). Os complexos baseados em ruténio tém demostrado
efeito inibitério da enzima topoisomerase e também inducdo de espécies reativas de
oxigénio (MARKOWSKA et al., 2015; ZENG et al., 2016).

Complexos que apresentam o elemento ruténio como centro da molécula
apresentam baixa toxicidade quando testado tanto in vitro quanto in vivo. Isso pode ser
explicado pelo fato de que este metal estabelece ligagbes com varias biomoléculas, como
por exemplo a albumina sérica e a transferrina. E isso acontece devido a grande
similaridade do ruténio com o ferro, e sabendo-se que as células tumorais apresentam uma
maior necessidade de ferro, estas expressam, em sua superficie de membrana, um maior
namero de receptores de transferrina, o que leva ao acumulo do ruténio em massas
tumorais (ANTONARAKIS & EMADI, 2010). Sendo assim, uma vez circulante no
organismo, ele se liga ao receptor de transferrina, onde € levado para os tecidos e liga se
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entdo a superficie das células tumorais através desses receptores (SAVA & BERGAMO,
2000; BULLOCK et al., 2014).

O ambiente intracelular destas células tumorais apresenta baixa concentracdo de
oxigénio (situacdo de hipdxia), sendo responsavel pela reducdo do ruténio Il a ruténio I,
se tornando citotoxico e promovendo a apoptose celular e até mesmo inducao da autofagia
(ALLARDYCE & DYSON, 2001 e BLAZEVIC et al., 2017). O fato das células tumorais
apresentarem um consumo elevado de ferro, oxigénio, outros nutrientes e também a
formacao de novos vasos sanguineos, faz com que as células cancerigenas dependam da
glicose como forma de energia, provocando entdo um excesso de acido latico, diminuindo
o pH intracelular (BUSTAMANTE et al., 2009) (Figura 4).
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Figura 4 - Hipotese do mecanismo de ativacdo por reducdo de complexos de ruténio (lll) frente células
tumorais. Fonte: Elaborado por Vilanova-Costa, 2011. Com base na figura de Allardyce e Dyson, 2001.

Juntamente com uma das principais caracteristicas do ruténio que consiste na
mimetizacao do ferro, as condig¢des intracelulares contribuem entdo para que os complexos
de ruténio se acumulem nos tecidos alvos. Por isso, resultados encontrados na literatura
vao ao encontro das evidéncias que salientam que compostos baseados em ruténio, atuam

de forma seletiva, voltando seus alvos para células tumorais (BERGAMO & SAVA, 2015).



Portanto, os complexos de ruténio tém surgido como alternativa a diversos tipos de
canceres nao responsivos e/ou resistentes a platina devido as suas propriedades
bioquimicas distintas e versateis (HARTINGER et al., 2013; ZENG et al., 2016).

Atualmente existem alguns complexos de ruténio em fase de triagem pré-clinica. Os
gue tem mais se destacado sao: o RAPTA-T ([Ru(Il)CI2(n6-toluene)(PTA)], RAPTA-C [(n6-
p-MeC6H4Pri)Ru(pta)Cl], RM175 ([(n6-C6H5C6H5)Ru(en)Cl]+PF6 e o KP1339 {Na]trans-
RuCl4In2]} (Figura 5).
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Figura 5 - Estrutura quimica de complexos de ruténio em fase pré-clinica de estudo. Fonte: Elaborado por
Tom Bettens, 2019. Com base nos dados de Bergamo et.al., 2012.

O complexo RAPTA-T tem a capacidade de alterar o citoesqueleto das células
tumorais, mudando o comportamento dessas quanto a migracdo e metastase. Porém,
apesar de atuar mais seletivamente em células cancerigenas, sua atividade citotdxica ainda
é considerada baixa (BERGAMO et al., 2012). O complexo RAPTA-C apresenta uma alta
seletividade e eficiéncia em metéstases. E um complexo muito soltvel, porém esta limitado
pelas altas doses requeridas para um tratamento efetivo (BLUNDEN & STENZEL, 2013).
Enquanto isso, o complexo RM175 apesar de ter forte tendéncia a se ligar ao DNA e de

inibir o crescimento das células tumorais e acelerar o processo de apoptose, ainda



apresenta problemas para contornar as resisténcias (SREEKANTH et al., 2018; BERGAMO
et al., 2009). Ja o complexo KP1339, que entrou para substituir seu homoélogo KP1019 (que
apresentou problemas de baixa solubilidade), tem grande eficiéncia contra tumores solidos
(TRONDL et al., 2014) e atua de forma sinérgica com o medicamento Sorafenibe (que inibe
a tirosina quinase) que € muito utilizado no tratamento do cancer de figado e de cdélon
(HEFFETER et al., 2013).

Ja na triagem clinica de fase I, dois outros complexos de ruténio, o complexo NAMI-
A [trans-RuCl4(1H-imidazol)] e o complexo FFC14A [trans-RuCl4(1H-indazol)2] (Figura 6),
gue apesar de bastante difundidos atualmente, apresentam ainda alguns obstaculos. O
complexo FFC14A por exemplo, apesar de contornar problemas de resisténcia, ndo se
mostrou tao citotéxico frente a linhagens celulares tumorais e apresentou baixa solubilidade
(TRONDL et.al., 2014). Ja o NAMI-A, apesar de prevenir e tratar metastases, apresenta o
mesmo problema da baixa citotoxicidade (MORRIS et al., 2001). Apesar do composto
NAMI-A ter demonstrado desde inicio excelente atividade seletiva contra metastases
pulmonares de varios tumores solidos e apresentar baixa toxicidade quando testado in vitro
e in vivo, esse complexo foi descontinuado da triagem clinica fase 2, devido a varias
controvérsias (ALESSO et al., 2017) acerca do seu perfil toxico e falta de resultados

preliminares convincentes de eficacia (LEIJEN et al., 2014).
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Figura 6 - Estrutura quimica de complexos de ruténio em triagem de fase clinica Il. *NAMI-A atualmente
descontinuado. Fonte: Elaborado por Tom Bettens, 2019. Com base nos dados de Kamatchi et al., 2013.
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No estudo de Lima et al. (2014), o complexo de ruténio coordenado com aminodacido
testado, [Ru(Gly)(bipy)(dppb)]PFs, mostrou-se um potente inibidor da viabilidade celular de
células tumorais de Sarcoma 180, bem como mostrou inducéo do tipo de morte celular por
apoptose. No estudo de Pires et al. (2014), os complexos de ruténio coordenados a ligantes
de bipiridina [Ru(pys)(bipy)(dppb)]PFs e [Ru(pic)(bipy)(dppp)]PFs indicaram exposicao da
fosfatidilserina, indicando o tipo de morte celular por apoptose bem como induziu danos ao
DNA de células de sarcoma 180 tratadas. Complexos de ruténio (Il) ligados a aminoacidos:
[Ru(L-Met)(bipy)(dppb)]PFs; [Ru(L-Trp)(bipy)(dppb)]PFs, mostraram-se mais potentes que
a cisplatina, além de ndo apresentarem efeitos genotoxicos e auséncia de perfil toxico
guando testados frente a células de tumor ascitico de Ehrlich e em embrides de zebrafish
respectivamente (MELLO-ANDRADE et al., 2014).

Alguns de nossos compostos utilizados neste estudo ja foram previamente avaliados
in vitro, quanto ao seu mecanismo de acdo, bem como quanto ao tipo de morte celular
desencadeado. Os complexos de ruténio cis-[RuLauz(PPH3)2(phen)] (CwPhen) e cis-
[RuLauz(PPHs3)2(bipy)] CwBipy, ambos coordenados a lausona por exemplo, mostraram em
um estudo anterior, atividade antitumoral relacionada a outros alvos biolégicos como por
exemplo as topoisomerases e cinases (OLIVEIRA et al.,, 2017). Apesar da sua fraca
interacdo com DNA, se comparado a outros complexos de ruténio com os ligantes bipiridina
e trifenilfosfina (KOCK et al., 2019), estes complexos apresentam atividade antitumoral
relacionada a outros alvos bioldégicos como por exemplo as topoisomerases e cinases
(OLIVEIRA et al., 2017), responsaveis por promover quebras na cadeia dupla de DNA, e
afetando entéo a replicacéo celular (CALDERON-MONTANO et al., 2014).

Os complexos baseados em ruténio e coordenados a lausona trans-
[RuCl2(PPhs)2(N-N)], trans-[Ru(law)(PPhs)2(N-N)]PFs, trans-[Ru(law)(PPhs)z(bipy)]PFes,
trans-[Ru(law)(PPh3)2(mebipy)]PFes, trans-[Ru(law)(PPh3)z(phen)]PFs, trans-
[Ru(PPhs)2(law)(phen)]PFs foram muito ativos contra as células tumorais (principalmente
frente a linhagem celular de carcinoma de pulmdo humano - A549) e menos toxicos para
linhagens ndo tumorais. Essa seletividade provavelmente se deve a presenca do ligante
4,7-difenil-1,10-fenantrolina (fenfen) nos complexos coordenados a ruténio e lausona
(OLIVEIRA et al., 2017).

Esses complexos mostraram em seus resultados de citotoxicidade, supressao do

crescimento e proliferacdo celular. Quanto ao ensaio de migracao celular, os complexos de
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ruténio se mostraram como potentes inibidores da linhagem celular testada A549. Quanto
a andlise do ciclo celular, sugere se que os efeitos antiproliferativos dos compostos frente
as ceélulas A549 ocorram por apoptose, uma vez que o numero de células na fase S
diminuiu, bem como houve parada do ciclo na fase sub G1, que € um indicativo de apoptose
e dano celular (PIRES, 2014). Quanto ao tipo de mecanismo de morte celular, os resultados
sugerem que os complexos induzem morte celular por apoptose, uma vez que as ceélulas
guando em estagio inicial de apoptose apresentavam se positivas para Anexina-V e

negativas para lodeto de propideo (OLIVEIRA et al., 2017).

1.6 Seguranca toxicoldgica de novos candidatos a farmacos

Na busca pela sintese de novos complexos de ruténio com atividade antitumoral,
observa-se que a grande maioria dos complexos sintetizados se mostraram na maioria das
vezes bastante ativos contra células tumorais, em contrapartida, estes ainda ndo podem
prosseguir para triagem clinica, devido as suas propriedades toxicas, mutagénicas e
carcinogénicas e portanto devem ser submetidos a ensaios preliminares com objetivo de
se garantir sua seguranca toxicolégica (BECCENERI et al., 2018; ZENG et al., 2017).

Tendo em vista que atualmente, diversos grupos de pesquisa vem trabalhando com
complexos baseados em ruténio, tem-se disponivel na literatura uma infinidade de
publicacdes nas quais esses complexos se mostram bastante promissores, de forma que
atuam inibindo de maneira especifica, o crescimento celular tumoral de diferentes linhagens
celulares, induzindo apoptose dessas células, bem como provocando danos ao DNA (dos
SANTOS et al., 2018; MELLO-ANDRADE et al., 2018; PORTO et al., 2015; VELOZO-SA et
al., 2019).

Apesar de em um estudo de potencial genotoxico de alguns complexos de ruténio
ligados a fosfinas e bipiridina ndo apresentarem genotoxicidade significativa frente a células
nao tumorais de V79, apresentarem genotoxicidade em uma concentracao de 1,25mM em
células de HepG2 (CARNIZELLO et al.,, 2018). Outros estudos mostram que estes
complexos néao estéo livres de toxicidade, e podem, portanto, causar danos renais bem
como hepaticos (MENEZES et al.,, 2007; WANG et al.,, 2017). Apesar disso, analises
histopatolégicas do figado e rins, mostram que os complexos de ruténio ndo apresentaram

efeitos embriotoxicos ou toxicos quando testados em camundongos e zebrafish e
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comparados a cisplatina, mesmo quando utilizadas altas concentra¢cdes dos compostos
(MELLO-ANDRADE et al., 2017; VELOZO-SA et al., 2019).

Sendo assim, em posse desses resultados, sugere-se que esses novos complexos
de ruténio sejam uma grande promessa no ramo farmacoterapico, podendo contornar o
grande problema de seguranca toxicologica presente hoje nos quimioterapicos utilizados
no tratamento anticancer, uma vez que para o registro desses futuros farmacos, devem ser
realizados inUmeros outros testes adicionais garantindo avaliacdo da genotoxicidade,
mutagenicidade, bem como avaliagdo da toxicidade aguda e crénica destes compostos
(ABID, 2016).

As etapas que envolvem o desenvolvimento de novos farmacos consistem num
processo que envolve desde a sintese das substancias até a realizacdo de ensaios pré-
clinicos e clinicos até sua completa disponibilizacdo no mercado e comércio (HORNBERG
etal., 2004). Ensaios pré-clinicos sao de extrema importancia e sao realizados com objetivo
de se avaliar os diversos efeitos e riscos desses candidatos a farmacos (EMA, 2013),
reduzindo assim a probabilidade de falhas desses farmacos nas etapas mais finais do
processo de desenvolvimento de farmacos (DORATO e BUCKLEY, 2006).

Com isso, em meados dos anos 50, a toxicologia farmacéutica teve grande avango
apos tragédias que envolveram escassez ou mesmo falhas nos processos de avaliacdo da
seguranca toxicologica de farmacos que foram disponibilizados no mercado. Um grande
exemplo disso, foi 0 caso da talidomida que ocasionou 0 nascimento de criangcas com
malformacdes graves (GALLO, 2001). Sendo assim, a realizacdo de testes pré-clinicos para
avaliar o potencial toxicolégico de candidatos a farmacos ganhou forca, tendo em vista sua
necessidade. Estes testes pré-clinicos sdo conduzidos usando-se tanto testes in vitro
guanto in vivo. Dentre os varios testes de avaliacdo do potencial téxico de novos farmacos,
0s ensaios de genotoxicidade oferecem uma importante informacéo acerca da capacidade
dessas novas substancias: a capacidade de um novo farmaco induzir mutacdes no DNA e
acarretar em alteracdes cromossémicas (KIRKLAND et al., 2011; NICOLETTE, 2013).
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Baseando-se nisso, e na necessidade de se otimizar testes de genotoxicidade, os
ensaios que apresentam curta duracdo, acessibilidade e menor custo para implementacao
sdo cada vez mais procurados por pesquisadores. Aléem disso, a necessidade pela busca
de novas metodologias que sejam alternativas ao uso de animais, como por exemplo testes
in vitro em cultura de células estdo sendo cada vez mais realizados nesse tipo de pesquisa.
Isso deve-se a grande problemética que envolve o uso de animais em pesquisas (Figura
7).
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Tamanho reduzido diminui custos dos testes ‘Menor volume de
sangue

Facil manusear - Requer uso de coortes para
- avaliar pardmetros toxicoci-
Camundongo/ Multiplas vias de administracdo néticos

Rato

Vérios modelos disponiveis
Fécil reproducédo

Facil manusear Grandes dimensdes
aumentam o custo
Cao (raga Beagle) Maualtiplas vias de administracéo
Propensédo ao vomito
Facil reproducéo

Maltiplas vias de administracio Requer técnicas especiais
Macaco :de manuseamento
Elevado grau de semelhanca com
o ser humano

Modelo mais relevante para os Grandes dimenstes
testes dermatoldgicos aumentam o custo
Porco Posslblllda}de de administraco . ) -
j IEOIIROIE ‘Requer técnicas especiais
de manuseamento
| ~ Asensibilidade da derme é Propenso ao stress, que
Coelho muito maior gque no homem : muitas vezes o mata

Figura 7 - Vantagens e desvantagens das espécies utilizadas nos ensaios pré-clinicos (modificado, conforme
tabela de Denny e Stewart, 2013).

Além das desvantagens oferecidas pelas diversas espécies de animais usados em
experimentos, como observado na tabela acima, os 6rgdos mundiais que regulam o uso
destes em pesquisa, buscam cada vez mais garantir o bem estar animal, sendo assim, os
testes de genotoxicidade in vitro estdo sendo cada vez mais utilizados (BEDNARCZUK et
al., 2010)

1.7 Avaliacéo do potencial genotoxico através do teste do micronucleo

O teste do micronudcleo consiste em um ensaio amplamente empregado e aceito pela
comunidade cientifica e agéncias reguladoras, para se avaliar e registrar diversos novos

farmacos e demais produtos quimicos (MATEUCA et al., 2006). A principio, € um método
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gue consiste em avaliar a capacidade que a substancia teste tem de induzir danos
cromossOmicos estruturais ou numeéricos, ambos associados com 0 surgimento ou
progressdes de tumores (HAYASHI et al., 2007). O teste do micronucleo (MN) baseia-se
na observacdo de células que sofrem alteracdes na distribuicdo ou quebra de suas
croméatides, devido a acdo de agentes genotoxicos. Quando um farmaco testado promove
0 aumento da frequéncia de eritrécitos micronucleados, ha a indicacao de que ele interfere
na divisdo nuclear dos eritroblastos da medula éssea, quebrando cromossomos ou
interferindo no fuso mitético (NEPOMUCENO & SILVA, 2010).

Durante a anéafase, os fragmentos oriundos das quebras ou cromossomos inteiros,
nao acompanham a migracao para as regides polares da célula, portanto na fase seguinte,
a teldfase, os fragmentos cromatideos ndo sao inclusos nos nudcleos das células filhas,
formam um Unico ou multiplos micronucleos no citoplasma dessas células que podem ser
detectados (NEPOMUCENO & SILVA, 2010) (Figura 8). Os MN sédo analisados nas células
binucleadas (FENECH et al., 2003), onde apds a contagem € estimada a razao entre o total

de micronucleos e o total de células binucleadas (ZEIGER, 2001).

Perda anafasica

Quebra cromossémica

Figura 8 - Esquema da formagéo dos micronucleos em células. Fonte:
<https://bioafgj.wordpress.com/projeto/>2019.

O estresse oxidativo, exposicdo a agentes clastogénicos (que quebram
Cromossomos) ou aneugénicos (que induzem segregacdo cromossOmica anormal),
defeitos genéticos nos pontos de checagem do ciclo celular e/ou nos genes de reparo do
DNA e também pela deficiéncia de nutrientes requeridos como cofatores no metabolismo

do DNA e erros na maquinaria da segregacdo cromossémica, sdo eventos que levam ao
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surgimento de MN (BONASSI et al.,, 2006) Portanto, resultados negativos do teste do
micronucleo, mostram que a substancia teste ndo é clastogénica nem aneugénica. Por
outro lado, quando os resultados sdo positivos, indicam que o composto teste apresenta
efeito genotoxico (RIBEIRO et al, 2003).

O teste do micronucleo foi descrito pela primeira vez por Schimidt em 1975 e foi
realizado em mamiferos (in vivo). Este teste detecta alteracées cromossémicas durante a
divisdo celular, provocadas por substancias mutagénicas (FLORES & YAMAGUCHI, 2008),
formando uma porcéo citoplasmatica de cromatina de forma redonda menor que o nucleo,
porém ao seu lado. A formacgdo do micronucleo (MN) resulta de uma lise ha molécula de
DNA, dias ou semanas apos a acao de carcindgenos quando as células da camada basal
estdo em divisdo. A constituicdo dos MNs séao fragmentos de cromatide ou cromossomos

acéntricos ou que nao foram incluidos no nucleo principal apos o fim da mitose (Figura 19).

Se o0s compostos testados provocam formagdo de micronucleos, estes séo
visualizados apds exposicdo celular a citocalasina B, que se liga a actina dos
microfilamentos presentes no citoesqueleto, inibindo desta forma sua polimerizacéo
durante a formacao do anel contratil, consequentemente levando o bloqueio da citocinese.
Portanto visualiza-se uma Unica célula com o conteldo citoplasmético de duas células-
filhas. Uma grande vantagem da utilizacdo deste método é a sua habilidade de mensurar
de forma apurada e objetiva a frequéncia de defeitos no DNA, ja que o micronucleo aparece
apos o dano, antes mesmo de qualquer alteracdo pré-maligna clinica ou até mesmo

histolégica, detectando danos irreversiveis, o que ndo ocorre no teste do cometa.

1.8 Avaliacdo do potencial genotoxico através do Ensaio cometa

O ensaio cometa ou Single Cell Gel Eletrophoresis Assay (SCGE) é um teste de
genotoxicidade com finalidade de deteccdo de danos na molécula de DNA induzidos por
agentes alquilantes, oxidantes e intercalantes, como quebras simples e duplas e sitios
alcalilabeis (ERDTMANN, 2003). Este teste foi inicialmente descrito por Ostling e Johanson
em 1984, quando foi reconhecido como um “estudo microeletroforético” de danos no DNA
em células individuais (WONG et al., 2005). A técnica do cometa néo € utilizada para
detectar mutacdes, mas sim lesbes gendmicas, que apos serem processadas, podem

resultar em mutacao. Diferentemente das mutacdes, as lesdes detectadas neste ensaio sao
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passiveis de correcdo (DHAWAN et al., 2009; COLINS, 2014), levando entdo a formacéao
de lesdes pré-mutagénicas (ARALDI et al., 2015; WITTE et al., 2007).

Em geral, o ensaio cometa vem sendo apresentado na literatura de maneira
combinada ao ensaio do microndcleo, uma vez que suas acgbes se mostram
complementares e Uteis na avaliacdo do dano e reparo de DNA (KIMURA et al., 2013;
ARALDI et al., 2015). Dentre as inUmeras vantagens do ensaio cometa, podemos citar sua
versatilidade quanto ao tipo de célula a ser analisada, além da necessidade de apenas um
pequeno numero de células, que ndo precisam estar em divisao, o teste também apresenta
alta sensibilidade na deteccdo de danos no DNA e a rapidez na obtencéo de resultados
(COLLINS et al., 1997; GONTIJO & TICE, 2003). Grande praticidade e baixo custo desse
teste determinam a sua ampla aplicabilidade como um ensaio de avaliacdo genotoxica
(ARALDI et al., 2015).

Para o ensaio cometa, as células séo incluidas em gel de agarose e dispostas em
uma fina camada de gel sobre laminas histolégicas. Apos o tratamento com solucfes
determinadas anteriormente, as membranas das células, nudcleos e organelas sao
rompidas. Com isso, 0s componentes citoplasmaticos e as proteinas nucleares sao
removidas, e o material genético restante € submetido entdo a eletroforese. A partir do
nucleo, fragmentos de DNA migram no sentido do anodo. Quanto mais intensa for a inducéo
de quebras, menores serdo os fragmentos e maior a extensdo de migracao. Apos coloracao
especifica, o DNA da célula que ndo apresenta dano migra de forma homogénea formando
um circulo. Entretanto, o DNA danificado forma fragmentos de diversos tamanhos,
originando um formato similar ao de um cometa, com a cauda correspondendo aos
fragmentos que migraram. O dano pode ser quantificado em células individuais, permitindo
avaliar o potencial genotoxico das amostras. Para interpretacdo dos resultados, o cometa
é dividido entre cabeca e cauda (Figura 9). Portanto, as células sem ou com pouco dano
no DNA, ndo apresentam cauda, enquanto as células com mais danos apresentam caudas
maiores (GONTIJO & TICE, 2003).
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Figura 9 - Representac@o de um cometa: Cabeca e cauda. Fonte: ScienceDirect, 2014.

1.9 Bem estar animal nos ensaios in vivo e a politica dos 3R’s

Tendo em vista que alguns complexos baseados em ruténio tém demonstrado baixa
toxicidade sistémica quando comparados aos complexos de platina (MELLO-ANDRADE et
al., 2018), o aperfeicoamento da elaboracéo e padronizacao de novos testes visando o uso
de métodos alternativos vem ganhando destaque. Com isso, 0S ensaios com roedores
estdo cada vez mais sendo substituidos e criticados no meio cientifico devido ao grande
namero de animais que sdo usados diariamente nas pesquisas, além do sofrimento

causado a estes.

Visando o bem estar animal antes e durante os experimentos, e a reducédo do numero
de animais utilizados, diversos 6rgdos de fomento, industrias e 6rgdos governamentais
pressionam cada vez mais da sociedade cientifica para que ocorra a substituicdo dos
ensaios in vivo utilizando mamiferos por metodologias alternativas (BEDNARCZUK et al.,
2010). Em decorréncia de varios fatores que influenciam os experimentos in vivo como:
idade, peso corporal, temperatura, fatores genéticos, nutricdo e patologia do animal, sabe-
se que esses ensaios in vivo ainda nao podem ser completamente substituidos (CAZARIN
et al., 2004). Por isso, hoje a sociedade cientifica preza pela utilizacdo da politica dos 3R’"s
(Reduction, Refinement e Replacement) a qual esta apresentada na tabela abaixo (Tabela
1).

18



Tabela 1 - Objetivos da politica dos 3R's aplicada a testes em animais

8

e Valorizar os avangos cientificos
empregando  essas  novas
metodologias padronizadas.

* Preocupar-se com o bem estar
dos animais, reduzindo o
sofrimento dos mesmos.

* Elaborar novos protocolos em
que se use 0 menor nimero de
animais por experimento.

 Evitar as replicatas conduzidas
nos estudos in vivo.

* Desenvolver novas
metodologias que possam
substituir os ensaios in vivo.

* Métodos in vitro e
alternativos,  assim como
aqueles que se fazem uso de
células humanas devem ser
priorizados.

® Priorizar estudos com
relevancia e que possam ser
extrapolados para espécie

humana.

* Desenvolver novas
metodologias e modelos de
triagem.

* Aperfeicoar a qualidade dos
ensaios.

* Diminuir o nimero de animais
em testes retirando do ensaio
o maior nimero de
informagdes possiveis.

REFINAMENT
REPOSICAQ

Fonte: Elaborado pela autora. Com base nos dados de CAZARIN et al., 2004.

Lembrando-se que para aqueles ensaios in vivo, que ndo podem ser substituidos
completamente, deve-se ao menos respeitar o programa dos 3R’s, pois o simples fatos de
se reduzir o numero de exemplares/replicatas a serem utilizados nos testes ja configura a
politica dos 3R’s. Em vista disso, nos estudos realizados para elaboracdo deste trabalho,
o uso dos 3R’s foi priorizado. Como exposto acima, durante a fase de screening foi utilizada
linhagens celulares humanas normais e tumorais e nos ensaios de avaliacdo da seguranca
toxicolégica onde normalmente fazia-se uso de animais, optamos pela utilizacdo também
das técnicas de cultivo celular combinadas com uso de embrifes de peixes zebra, ou

comumente denominados zebrafish, para os demais testes.

1.10 A busca pela substituicio de metodologias convencionais por

metodologias alternativas ao uso de animais

Uma regulamentacdo Nacional expedida pela Rede Nacional de Métodos
Alternativos (RENAMA) e pelo Conselho Nacional de Experimentacéo Nacional (CONCEA),
através da Resolugdo Normativa N.17 de 03 de julho de 2014, que dispde sobre o
reconhecimento no Brasil de métodos alternativos validados que tenham por finalidade a

reducdo, substituicdo ou refinamento do uso de animais em atividade de pesquisa,
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estabeleceu o prazo de até cinco anos como limite para a substituicdo obrigatéria do

meétodo original pelo método alternativo disponivel e reconhecido pelo CONCEA.

Atualmente, 24 métodos foram reconhecidos pelo CONCEA, os quais estédo
disponiveis nas OECD’s (Organization for Economic Cooperation and Development), cujo
objetivo visa reduzir o uso de métodos que utilizem animais, substituir os métodos
existentes por outros que sejam igualmente ou mais eficientes, e refinar os métodos ja

consagrados para que se reduza o impacto das pesquisas no uso de animais.

Os animais mais utilizados em pesquisas sédo os roedores, sendo os camundongos
e ratos os mais frequentes. Contudo, atualmente, um novo vertebrado foi inserido no
cenario cientifico, o zebrafish, um peixe pequeno de aproximadamente 4cm, da espécie
Dano rerio, que vive em agua doce. Esse peixe foi inicialmente introduzido na pesquisa pelo
biol6go e pesquisador George Streisinger em 1981 para realizacdo de testes genéticos
(STREISINGER et al., 1981). Logo apés, em 1960 esse peixe foi utilizado pela primeira vez

na pesquisa do cancer, quando Stanton et al. (1965) avaliou agentes cancerigenos.

Algumas caracteristicas do zebrafish, tais como: transparéncia dos embrides (Figura
10), grande quantidade de ovos obtidos apoés fertilizacdo (cerca de 600-800 ovos por
aquario) e desenvolvimento rapido (cerca de 48h/ 72 horas apés fertilizacdo hpf, o ovo
eclode) sdo atributos aproveitados para utilizar o zebrafish no desenvolvimento de
farmacos, avaliacdo da toxicologia ambiental e humana e até mesmo investigacdo de
doencas humanas (WESTERFIELD, 2007).

Figura 10 - Embrido de zebrafish 24 horas pos fertilizagdo (hpf). Fonte: Thomas Braunbeck/
Univeristdt  Heidelberg  <https://www.researchgate.net/figure/Figura-6-Linfocitos-binucleados-
humanos-con-y-sin-MN_fig4_240639401>.
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O zebrafish é extensamente utilizado na area de pesquisa toxicolégica, ja que é
possivel se observar efeitos de desenvolvimento de alguns érgdos desse peixe apos sua
exposicao a substancias a qual busca-se estudar seu potencial toxicolégico (BILOTTA et
al., 2004). Pesquisas sobre doencas hepaticas e biliares (MATTHEWS et al., 2011), como
esteatose hepatica e atresia biliar, bem como estudo dos mecanismos moleculares que
envolvem a estetaose hepatica, também foram descritas na literatura usando-se este
animal como modelo (SADLER et al., 2005).

Devido ao seu grande destaque na importancia para a pesquisa no mundo, o
zebrafish hoje dispde de uma plataforma especializada a qual aborda todos assuntos que
envolvem o uso desse animal. O site “ZFIN” The Zebrafish Information Network
(http://zfin.org), consiste numa plataforma de dados onde séo depositadas todas as
informacdes necesséarias para o seu uso (SANT'ANNA et al., 2009). Ndo somente a
plataforma ZFIN disponibiliza conteddo acerca desses animais, como também
pesquisadores da América Latina, que demonstraram seu interesse nessa espécie,
compartilham dados na plataforma LAZEN (Latin American Zebrafish Network) (ALLENDE
et al., 2011).

A facil manutencdo e o baixo custo de sua cria¢do, juntamente com seu tamanho
corporal relativamente pequeno, os tornam uma verdadeira alternativa aos modelos de
roedores, que geralmente requerem maior tempo, maior investimento financeiro e maior

namero de replicatas em experimento (MOURA et al., 2019).

1.11 O zebrafish (Danio rerio) como organismo modelo para avaliacdo da

toxicidade aguda

A partir do final do século 20, o peixe-zebra, ou peixe paulistinha, assim chamado
devido ao seu padréo de listras (Figura 11) tem se mostrado bastante popular no que diz
respeito aos estudos de toxicologia avancada, pois sua semelhanca com outros modelos
de vertebrados o torna um organismo ideal para se trabalhar (SPITSBERGEN & KENT,
200). Diversas pesquisas relacionadas com genes humanos sdo cada vez mais
desenvolvidas utilizando este modelo, jA que seu genoma apresenta aproximadamente
78% de similaridade com o genoma de humanos (BARBAZUK et al., 2000).
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Figura 11 - Peixe zebra/ zebrafish. Fonte: <http://www.abc.net.au/news/2017-04-11/zebrafish/8433206>.

Devido aos seus mecanismos genéticos e bioquimicos evolutivamente conservados,
0 uso do zebrafish na triagem reduz o uso de animais de maior tamanho, em uma primeira
instdncia, bem como a quantidade de compostos necessérios para 0S ensaios
(CABALLERO & CANDIRACCI, 2018). Além disso, o corion é permeavel a maioria das
moléculas, incluindo DMSO (KAIS et al.,, 2015) e pode ser removido, se necessario,
permitindo facil administracdo de farmacos simplesmente por imersdo em uma solugéao
aquosa (CHHETRI et al., 2014).

A morfologia basica da retina e lente do zebrafish é altamente andloga a morfologia
de outros vertebrados, devido sua anatomia e estrutura de tecidos e células do humor
aquoso, retina e lente similares (ANGUEYRA & KINDT, 2018; GLASS, DAHM, 2004; GRAY
et al., 2009) incluindo seres humanos, devido a distribuicdo semelhante de bastdes e cones
(ANGUEYRA & KINDT, 2018). Isso portanto, faz do zebrafish um organismo modelo bem

adequado também para avaliar o desenvolvimento e até mesmo doencas oculares.

Geralmente a eclosao do embrido de zebrafish ocorre apés 48 horas pés-fertilizacao
(hpf), apesar de sua histogénese da maioria dos sistemas estar completa ja nas 24 hpf. As
divisbes mitdticas comecam apos 40 horas apoés a fertilizacdo e se aceleram originando os
blastémeros (KIMMEL et al., 1995). Apés isso, inicia-se o processo de gastrulacdo onde
sdo formados somitos, placa neural, cartilagem vetebral e vesiculas épticas, sendo que
apos as 24h esse embrido ja esta praticamente formado (KIMMEL et al., 1995; GILBERT
et al., 1994) (Figura 12).
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Figura 12 - Formacgé&o dos somitos no embrido de zebrafish. Escala 500 um. 1: 11 hpf, A (p6lo vegetal) e B
(cauda). 2: 12 hpf, A (cabeca) e B (somitos). 3: 14 hpf, A (cabeca), B (saco vitelino) e C (somitos). 4: 16 hpf,
A (vesicula Optica). 5: 19,5 hpf, A (desprendimento caudal). 6: 21 hpf, A (somitos). Fonte: Figura modificada
baseada na elaboracgédo de Reis (2018).

A partir das 48hpf, sdo desenvolvidos os arcos faringeos e otdlitos, também é
possivel visualizar a pigmentacdo de melandécitos na cabega, cauda e tronco. Ainda neste
periodo sdo formados as nadadeiras e 0 esqueleto axial, bem como a formacéo do sistema
circulatério, camaras cardiacas e desenvolvimento do sistema nervoso central e periférico
(KIMMEL et al., 1995; KAGUE et al., 2012) (Figura 13).

Figura 13 - Larva de zebrafish. A: Olho, B: coragdo, C: saco vitelineo, D: orificio anal, E: nadadeira caudal,
F: Cauda, G: circulacdo caudal, H: otdlito, I: melandcitos, J: cabeca. Fonte: Figura modificada baseada na
elaboracéo de Reis (2018).

23



1.12 Embrides de zebrafish (Danio rerio) como organismo modelo para

avaliacdo do potencial neurotéxico atraves do teste de retina

Metodologias para estudo do potencial neurotoxico para estudos farmacologicos
vem sendo desenvolvidos e varios modelos experimentais in vivo foram desenvolvidos para
se estudar o potencial neurotoxico de novos farmacos. Estudo da angiogénese da retina
por exemplo, sdo realizados em animais. Entretanto, as limitacdes como complexidade do
manuseio de animais, limite da quantidade de animais, bem como adequacado ao principio
dos 3R’s, mencionado anteriormente, fez com que testes em mamiferos fossem
substituidos por testes oculares em embrides de zebrafish por exemplo (WELLS, 2011 e
REZZOLA et al., 2013). Com isso, varios modelos para se avaliar danos na retina foram
descritos em embrides de zebrafish (BERNARDOS et al.,, 2007; FIMBEL et al., 2007,
SHERPA et al., 2007; OTTESON & HITCHCOCK, 2003; YURCO & CAMERON, 2005;
FAUSETT & GOLDMAN, 2006).

Como os 6rgaos sensoriais dos peixes sao diretamente expostos a solugcédo contendo
o farmaco a ser testado, eles podem ser usados como excelentes endpoints para se avaliar
a neurotoxicidade de substancias quimicas e poluentes ambientais, que podem ser
absorvidos diretamente do meio. Todos 0s sistemas sensoriais, como a Vvisdo e a linha
lateral, sdo extremamente importantes para o desempenho e a sobrevivéncia dos peixes.
Por esse motivo, o olho é usado na toxicologia para estudo dos efeitos morfologicos diretos
de diversos compostos, bem como suas consequéncias para o0 desenvolvimento e

comportamento futuros (GADE, 2019).

O desenvolvimento ocular pode ser observado a partir de 20 hpf, com o 6rgdo sendo
totalmente desenvolvido a 96 hpf (GLASS & DAHM, 2004), que, em comparacdo com
outros organismos vertebrados modelo, € bastante rapido (VACARU et al., 2014). A diretiva
N.63 da Unido Europeia de 2010, afirma que o desenvolvimento da retina ja estd em um
status completo as 120 hpf (STRAHLE & BRAUNBECK, 2012). Isso significa que ¢ possivel
utilizar embrides a 72 hpf e 96 hpf, permitindo métodos de alto rendimento, minimizando o
grande uso de mamiferos em testes adicionais. A retina € um o0rgdo em camadas, como
pode ser visto nas figuras 14 e 15, com cada camada compreendendo um tipo de célula
diferente e, portanto, um estagio diferente no processamento visual (GRAMAGE et al.,
2014).
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Figura 14 - Estrutura da retina. A — Secc¢dao transversal da retina de um peixe adulto mostrando as camadas celulares. B
— Esquematizagdo do circuito neural da retina. Fonte: Adaptado pela autora, com base nos dados de Gramage et
al. (2014).

Figura 15 - Estrutura da retina de zebrafish. A — Sec¢éo histologica do olho de um embrido de zebrafish apds
120 hpf tratado com phenol red. ccg (camada de células ganglionares); cni e cne (camada nuclear interna e
externa, respectivamente); cpi e cpe (camada plexiforme interna e externa respectivamente); epr (epitélio
pigmentado da retina); si (segmento interno) e se (segmento externo). Barra de escala: 50 um (Duffy et al.,
2005). B - Imagem confocal por varredura a laser de um olho de embrido de zebrafish saudavel a 96 hpf
corado com cumarina 6. O nervo 6ptico (no) € claramente visivel, bem como a cpi, cpe e a lente. Barra de
escala: 50um. Fonte: DUFFY et al., 2005. Disponivel em: <gki799.pdf (nih.gov)>.

Essa estrutura depende de um desenvolvimento impecavel e qualquer interrupcao
resulta em mas-formacdes nas camadas complexas. A camada de células ganglionares
(ccg) compreende células ganglionares que enviam seus ax6nios para fora do olho através
dos discos opticos e eventualmente formam o nervo optico. A camada nuclear interna (CNI)
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contém células horizontais, de células de Miller glia, células bipolares e células amacrinas
(interneurbnios da retina, que interagem com células ganglionares da retina e/ou
com células bipolares) que transmitem, integram e regulam sinais dos fotorreceptores para
as células ganglionares. A camada plexiforme interna (cpi) esté localizada entre esses dois
locais de processamento e 0s conecta com ax0nios e sinapses, tornando-o altamente
lipofilico devido a quantidade de axdnios e respectivas bainhas de mielina que compdem
sua estrutura. Esse carater lipofilico, bem como seu posicionamento central na retina, torna
a cpi um ponto final interessante, pois pode ser corado com corantes lipofilicos apropriados
(WATANABE et al., 2010) e observado como uma estrutura Unica, com bordas e formas

claras.

O teste de retina de embrides de zebrafish utiliza a integridade estrutural da cpi para
avaliar as propriedades neurotoxicas do desenvolvimento de substéncias como uma
alternativa aos ensaios de neurotoxicidade j& estabelecidos. Até agora, o mebendazol tem
sido usado como controle positivo, pois € conhecido por interromper o desenvolvimento
normal da cpi, levando a buracos e destruicdo completa dessa camada (NISHIMURA et al.,
2015). Para poder observar qualquer alteracao retinomorfolégica, a pigmentacao do peixe
deve ser interrompida usando feniltioureia (PTU) em concentragdes padrédo de 30,4 mg L*
(~ 200 uM), permitindo a obtencdo da imagem confocal de varredura a laser sem a presenca
de melandcitos que possam porventura serem confundidos com altera¢des (SCHULLER,
2019).

1.13 Embrides de zebrafish (Danio rerio) como organismo modelo para

avaliacdo do potencial neurotéxico através do teste de acetilcolina

A acetilcolina (ACh) € um neurotransmissor excitatério que atua nas juncdes
neuromusculares, na memoéria e em areas do cérebro relacionadas com o aprendizado
(BAYNES & DOMINICZAK, 2014). Esta diretamente envolvida com atencdo, memodria,
aprendizagem, dor, locomocdo e controle de fungdes autondmicas (HERLENIUS &
LAGERCRANTZ, 2004). E sintetizada nos neurdnios colinérgicos e logo liberada para a
fenda sinaptica para transmitir o sinal. Logo ap0s a transmisséo, a ACh é degradada pelas
enzimas responsaveis, as colinesterases (HOWLAND & MYCEK, 2007).

A acetilcolinesterase (AChE) e a butirilcolinesterase (BtChE), degradam a

acetilcolina gerando colina e acido aceético. A degradacéo pela AChE é feita nas fendas
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sinapticas, nas hemacias e nos musculos estriados enquanto a BtChE esta presente no
plasma, no figado, no pancreas e no intestino (SENGER et al., 2006). Interessantemente,
o0 zebrafish apresenta uma situagéo Unica entre os vertebrados uma vez que apenas o gene
gue codifica para a AChE esta presente em seu genoma (BERTRAND et al., 2001). Sendo
assim, qualquer influéncia no sistema colinérgico deste organismo pode ser avaliada pela

atividade da AChE, tornando-o um modelo impar.

Os receptores da acetilcolina podem ser classificados farmacologicamente como
muscarinicos ou nicotinicos, devido aos efeitos sofridos por estes sob a acdo da muscarina
e da nicotina, respectivamente. Os muscarinicos sao receptores metabotropicos e estédo
presentes em maior quantidade na regido do cérebro, enquanto 0s nicotinicos sao
ionotropicos e se encontram na juncao neuromuscular (BAYNES & DOMINICZAK, 2007).
Os receptores de acetilcolina estdo presentes em todo o sistema nervoso. O sistema
colinérgico tem sido amplamente utilizado como pardmetro para avaliar a acao de agentes
toxicos e alteracdo de padrbes comportamentais. Uma vez inibida a AChE, a acetilcolina
nao é degradada, causando um acumulo deste neurotransmissor nas sinapses nervosas e
juncbes musculares, gerando um aumento excitatorio. Este pode levar a alteracdes

comportamentais, como hiperatividade, asfixia e até a morte (SILVA et al, 2008).

A AChE como biomarcador de toxicidade em zebrafish ja foi demonstrada por alguns
estudos envolvendo o cadmio e zinco (SENGER et al., 2006), o etanol (GERLAI et al., 2006;
RICO et al., 2007) e o metanol (RICO et al., 2006). Varios estudos tém demonstrado que
altos niveis de inibicio da AChE sdo necesséarios para provocar uma mortalidade
significativa nas espécies aquaticas (VAN DER WEL & WELLING, 1989; LEGIERSE, 1998).
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2. JUSTIFICATIVA

Desde suas primeiras utilizacdes na quimioterapia, a cisplatina ja era capaz de
induzir lesdes microscopicas nos rins, causando algumas vezes necrose e degeneracao
tubular aguda. Sabe-se que nefrotoxicidade da cisplatina é atribuida as altas concentracées
de cisplatina nos rins e a interferéncia desta no sistema de transporte renal. Mesmo
acumulada em niveis ndo téxicos no sangue, a cisplatina pode chegar a niveis téxicos nos
rins. Portanto, o foco no desenvolvimento de novos compostos quimioterapicos baseados
em ruténio, um metal pesado, que tem sido alvo de diversas pesquisas, precisa ser avaliado
de forma mais ampla a seguranca toxicoldgica, j& que eles apresentam menor potencial

toxicolégico em mamiferos.

Tendo em vista portanto, as limitacées de eficacia e seguranca dos medicamentos
utilizados na quimioterapia, a busca por novas farmacos quimioterapicos preza cada vez
mais pela seguranca toxicologica. A novidade, portanto, do screening do ponto de vista
toxicoldgico destes novos protétipos consiste em levar em conta principalmente o bem estar
animal. Por isso, atualmente, o uso cada vez mais frequente das metodologias alternativas

mostram o auge da nova era do screening de novas prototipos.

Se comparados aos ensaios in vivo em que normalmente se faz uso de animais, 0s
meétodos alternativos sdo relativamente econdmicos, mais rapidos e que permitem uma
correlacdo com ensaios in vivo de modelos convencionais. Além disso, sabe-se que 0 uso
dessas metodologias alternativas reduz o uso de animais em experimentos, evitando
guestdes éticas. Contudo, espera-se com este trabalho, a obtencdo de um farmaco mais
eficiente, mais seguro e menos téxico, com aplicacdo de metodologias refinadas que

contornem a problematica do uso de animais em experimentos.

Muitos complexos de ruténio tém sido desenvolvidos e testados pelo nosso grupo de
pesquisa LGMC, desde 2008. Dentre eles, varios ja tiveram seus destaques em relacao
aos resultados das pesquisas relacionadas com a atividade antitumoral. Baseando-se
nestes dados, a possibilidade de modelagem dos complexos de ruténio se torna cada vez
mais diversa, de forma que diferentes tipos de moléculas com diferentes tipos de ligantes
podem ser desenhadas, 0 que atrai cada vez mais grupos de pesquisas interessados no

desenvolvimento de promissores novos farmacos antitumorais.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho tem como objetivo avaliar o potencial antitumoral de complexos de
ruténio coordenados com mercaptos e complexos de ruténio coordenados a naftoquinonas
e selecionar o melhor composto que apresente um indice de seletividade adequado para
se avaliar entdo a seguranca toxicologica utilizando metodologias alternativas ao uso de

mamiferos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Determinar a potencial citotoxico de oito complexos de ruténio frente a linhagens
celulares tumorais e n&o tumorais, calculando a concentragdo que inibe em 50% o
crescimento celular (ICso);

. Determinar o indice de seletividade dos compostos de ruténio in vitro;

. Avaliar o potencial genotéxico dos complexos de ruténio frente as células normais
de rins de macaco, nos tempos de exposicao de 24h e 48h;

. Avaliar o potencial de toxicidade aguda dos complexos de ruténio em embrides de
peixe zebra no periodo de exposi¢ao de 96h;

. Avaliar o potencial neurotéxico dos complexos de ruténio usando o teste de
toxicidade de retina e o teste de acetilcolinesterase em embrides de peixe zebra nos

periodos de exposicdo de 72h e 96h;
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Sintese e preparacao dos complexos baseados em ruténio

Os dois complexos de ruténio (Il), coordenados a naftoquinonas
[Ru(lap)(dppb)(fen)]PFs (RuLap), [Ru(lau)(dppb)(fen)]PFes (RuLau), os quatro os complexos
de ruténio (I) coordenados a mercaptos [Ru(pyAC)(bipy)(dppf)]PFs (RUAC),
[Ru(dmp)(bipy)(dppf)]PFs (RuDia), [Ru(2TU)(bipy)(dppf)]PFs (RuTiu) e
[Ru(6m2TU)(bipy)(dppf)]PFs (RuMTiu) (Apéndice 1) e os dois complexos de ruténio (Il)
coordenados a fosfina cis-[RuLauz(PPH3)2(phen)] (RuCwphen) e cis-[RuLauz(PPHzs)2(bipy)]
(RuCwbipy) (Apéndice 1) foram sintetizados no Laboratorio de Estrutura e Reatividade de
Compostos Inorganicos (LERC) do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Séo
Carlos sob a coordenacdo do Prof. Dr. Alzir Azevedo Batista e encaminhados ao
Laboratorio de Genética Molecular e Citogenética (LGMC) do Instituto de Ciéncias
Biolégicas (ICB) da Universidade Federal de Goias (UFG) para realizacdo dos ensaios
necessarios ao desenvolvimento deste trabalho. As estruturas dos complexos de ruténio
testados estdo apresentadas na figura abaixo (Figuras 16) bem como suas férmulas e
massas moleculares (Tabela 2). Apesar da similaridade destes dois compostos, observa-

se que o composto RuLap apresenta uma cadeia carbonica adicional em relagdo ao RulLau.

(o]
RulLap RulLau

Figura 16 - Estruturas dos complexos de ruténio coordenados a naftoquinonas RuLap e RulLau. Fonte:
Elaborado por Tom Bettens, 2019.
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Tabela 2 - Complexos de ruténio com suas siglas, ligantes e massa moleculares correspondentes.

MASSA MOLECULAR

FORMULA GERAL DOS TIPO DE
COMPLEXOS SIGLA LIGANTE (g mol-1)
[Ru(pyAC)(bipy)(dppf)]PFs RuAc Mercapto 1110,78
[Ru(dmp)(bipy)(dppf)]PFs RuDia Mercapto 1097,78
[Ru(2TU)(bipy)(dppf)]PFs * RuTiu Mercapto 1083,75
[Ru(6m2TU)(bipy)(dppf)]PFs * RuMTiu Mercapto 1097,78
[Ru(lap)(dppb)(fen)]PFes * RuLap Naftoquinona 1093,97
[Ru(lau)(dppb)(fen)]PFes * RuLau Naftoguinona 1025,85

Fenantrolina e

cis-[RuLauz(PPHz)2(phen)] * CwPhen trifenilfosfina 1123,96
Bipiridina e
cis-[RuLauz(PPHz)2(bipy)] * CwBipy trifenilfosfina 1099,93

*. Complexos testados. (Apéndice 1).

Todos os complexos de ruténio da Tabela 1 foram utilizados nos testes in vitro e
foram dissolvidos em dimetil sulfoxido (DMSO) na concentracao final de 0,5% (p/v). Os
complexos selecionados para os testes in vivo, 0s testes em embrides de peixes zebra,

foram utilizados dissolvidos na concentracao final de 0,001% de DMSO (p/v).

4.2 EXPERIMENTOS IN VITRO
4.2.1 Linhagens celulares e manutencéo do cultivo celular

As linhagens celulares tumorais utilizadas foram: A549 (ATCC® CCL-185™) —
Carcinoma de pulm&o humano, K562 (ATCC® CCL-243™) — Leucemia mieldide cronica
humana, B16F10 (ATCC® CCL-6475™) — melanoma murino e Hela (ATCC® CCL-2™) —

adenocarcinoma de cérvix humano, enquanto que as linhagens celulares ndo tumorais
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utilizadas foram: L929 (ATCC® CCL-6364 ™) fibroblasto murino, V79 (ATCC® CCL-93™)

— fibroblasto de pulméo humano e Vero (ATCC® CCL-81™) — Epitélio de rins de macaco.

Todas as linhagens celulares foram mantidas em meios de cultura de acordo com
suas especificas necessidades, podendo variar entre meio RPMI 1640 ou meio DMEM
(Sigma-Aldrich Corp. St. Louis, MO), respectivamente, suplementados com 10% de soro
fetal bovino, 2,5 mLde penicilina e 2,5 mL de estreptomicina, 4,5 mL de L- Glutamina e 4,5
mL de Piruvato (Sigma Aldrich Corp. St. Louis, MO) para uma quantidade de 50mL de meio.
Além disso as células foram incubadas em estufa (Thermo Scientific) a 37°C, a 5% de CO:
segundo protocolo estabelecido pela American Type Culture Collection com modificagdes
(ATCC, Rockville, MD, EUA).

4.2.2 Teste de viabilidade celular pelo método de reducdo do MTT

Para avaliar a atividade citotéxica dos complexos de ruténio, 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), consiste em medir indiretamente a
viabilidade celular pela atividade enzimatica mitocondrial das células vivas. Para o teste do
MTT, 1 x 10° de células K562 e 2 x 10* de células A549, B16F10, HelLa, L929, V79 e Vero.
Apos confluéncia total em garrafas, todas as linhagens celulares foram semeadas em
microplacas de 96 pocos na auséncia e presenca dos complexos de ruténio RuLap, RuLau,
RuAc, RuDia, RuTiu, RuMTiu, RuCwPhen e RuCwBIipy diluidos em seis concentracdes
diferentes (6,25 uM; 12,5 uM; 25 pM; 50 pM; 100 uM e 200 pM). Apdés tratamento de 48h
as células foram incubadas e apos isso foi adicionado aos pocgos de cultivo celular 10 pL
de MTT na concentracdo de 5 mg.mL* e com concentracéo final no poco de 1 mg -mL™2.
Apo6s 3h de incubacdo com o MTT, foram acrescentados 50 yL SDS a 10% diluido em
HCL/0,01N. A quantificacdo da densidade 6ptica (DO) foi medida em espectrofotbmetro
(Awareness Technology INE/ Stat Fax 2100). A porcentagem de viabilidade celular foi

determinada a partir da seguinte férmula:

% Viabilidade = Absorbancia do Tratamento/Absorbancia do controle negativo*100
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O valor de ICso (concentracdo em UM que inibe 50% da viabilidade celular) foi
determinado por meio da curva dose resposta utilizando o programa estatistico GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

4.2.3 Teste de viabilidade celular pelo ensaio do vermelho neutro

O ensaio de citotoxicidade baseado no teste do vermelho neutro é utilizado para
detectar a viabilidade celular ou citotoxicidade in vitro. O vermelho neutro € um corante que
“pigmenta” lisossomos em células viaveis. Essas células viaveis sdo capazes de absorver
o vermelho neutro por transporte ativo e incorporar o corante em seus lisossomos. Em
contrapartida, as células ndo viaveis ndo conseguem absorver esse cromoéforo. Sendo
assim, apos lavagem, as células viaveis podem liberar o corante incorporado em condicdes
acidificadas. A quantidade de corante liberado pode ser usada para determinar o nimero
total de células viaveis ou citotoxicidade do medicamento (HEINRICH et al., 2016).

Essa quantidade de corante € lida em espectrofotdmetro com filtro de 540nm. Neste
teste foram semeadas 2 x 10* de células por poco, em placas de 96 pocos nas 14
concentragcfes que variaram entre 0,01 e 100 uM. Essa técnica foi utilizada somente na
linhagem celular tumoral Hela e a linhagem celular ndo tumoral V79. Apds tratamento, as
células foram incubadas por 24h e foi adicionado 100 uL de solug¢édo de vermelho neutro
diluido em meio na proporcéo de 1/80 (80mg L), e apds 3 h de incubacéo, essa solucéo
foi descartada e a placa foi lavada com 100 uL de PBS. Apds lavagem, foram acrescentados
200 pL de tamp&o de extracdo (50 % EtOH, 49 % aqua bidest, 1% Acido acético a 10%) e
as placas foram agitadas em agitador por 15min. A leitura foi feita em espectrofotébmetro
(marca) com filtro de 540nm. A porcentagem de viabilidade celular foi determinada com uso

da seguinte férmula:

% Viabilidade = Absorbédncia do Tratamento/Absorbédncia do controle negativo*100

Os valores de ICsp (concentragdo em UM que inibe 50% da viabilidade celular) foram
determinados por meio da curva dose resposta utilizando o programa estatistico SigmaPIlot
(verséo 2019).
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4.2.4. indice de seletividade (IS) e selecdo dos compostos promissores

O indice de seletividade (IS) para cada complexo foi calculado pela férmula
previamente determinada por Osti et al. (2012). O IS dos compostos foram obtidos através
da razdo entre os valores da Concentracao inibitéria de 50% (ICso) da célula ndo tumoral e
da concentracao inibitdria de 50% (Clso) da célula tumoral, expresso na equacao abaixo:

_ 1€50 da célula nao tumoral

IS =

I1C50 da célula tumoral

sendo considerado significativo quando S| = 2,0. Para a realizagdo dos proximos testes de
seguranca toxicologica, dois compostos com melhor resultado de indice de Seletividade

foram escolhidos e selecionados.

4.2.5. Avaliacdo do potencial genotéxico para andlise do dano

cromossOmico: teste do micronucleo

Células ndo tumorais Vero na concentracdo de 4x10*foram plagueadas em placas
de 6 pocos nas concentracdes de ¥2ICso, ICs0 € 2x ICso dos complexos de ruténio RuLap e
RulLau, de forma a se obter quatro replicatas de cada concentragcdo incluindo controle
negativo (auséncia de composto) e controle positivo (Doxorrubicina a 5,8mg L, conforme
protocolo baseado na OECD 487 com algumas modificacbes). Apds 24h de exposicdo das
células aos compostos de ruténio, as células foram lavadas com PBS 1x na propria placa.
Ap6s PBS, foi adicionado 100uL de Citocalasina B na concentracdo de 5ug mL*t em cada
poco. Apds 24h, a citocalasina B foi removida e foi adicionado entdo 100uL de formol a 10%

PBS e deixado overnight.

No dia seguinte o formol foi retirado e as células foram lavadas novamente com PBS
e foi aplicado o corante Giemsa. Apés 30 minutos de incubacgéo do corante, 0s po¢os foram
analisados, e 2 mil células binucleadas foram contadas para observacédo da presenca ou
nao dos micronucleos (Figura 17). Apos a contagem do nuamero de micronucleos, foi feita

analise estatistica por meio do teste do Chi-quadrado.
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Figura 17 - Micronicleo detectado em célula binucleada de linfécito  humano.
Fonte:<https://www.researchgate.net/figure/Figura-6-Linfocitos-binucleados-humanos-con-y-sin-
MN_fig4d 240639401>.

4.2.6. Avaliacdo do potencial genotoxico para anélise do dano na molécula

de DNA: ensaio cometa

Para o ensaio cometa, uma quantidade de 5x10* células ndo tumorais Vero foram
incluidas em gel de agarose e dispostas em uma fina camada de gel sobre laminas
histolégicas apods tratamento com 0s compostos selecionados. O experimento foi conduzido
em triplicata, nas concentracdes de ¥2ICso e ICso dos complexos de ruténio RuLap e RuLau
e da doxorrubicina [2,9 mg L] que equivale a % ICso como controle positivo nos tempos de
exposicao de 24h e 48h. ApGs esse periodo, as laminas foram entéo transferidas para uma
cuba para eletroforese horizontal, contendo solucdo alcalina (300mM NaOH) gelada
previamente resfriada em geladeira por pelo menos 12h, onde permaneceram por 30
minutos para o desenrolamento do DNA. Lembrando que a cuba permaneceu dentro de
uma geladeira durante todas as etapas da eletroforese. A seguir, as laminas foram
submetidas a eletroforese a 25 V, com corrente elétrica ajustada para 300mA, na auséncia
de luz, durante 30 minutos. Apés eletroforese, as laminas foram neutralizadas com tampéo
de neutralizacdo (0,4M, Tris-HCI, pH 7,5) por trés vezes, com intervalo de 5 minutos entre
cada neutralizacdo. Apos isso as laminas foram fixadas em etanol 100% por 5 minutos e
deixadas no suporte vertical para laminas para secagem a temperatura ambiente. Essas

laminas puderam ser armazenadas até 4 meses apos fixadas.

Para a analise em microscoépio de fluorescéncia (Leica®,usando o software Lucia®,
com um filtro de excitacdo de 510-560 nm e um filtro barreira de 590 nm, a um aumento de

200 X), as laminas foram coradas com 20uL de solucdo de brometo de etidio (0,02mg mL-
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1) e cobertas com uma laminula. Cem nucleoides foram analisados por tratamento. O
software CometScore™ (versédo1.5) foi utilizado para avaliar os danos genémicos. Nesse
software, a intensidade de pixels nas imagens de nucleoides fornecem valores
correspondentes a estimativa de danos gendmicos. Nucleoides com “cabecgas”
completamente fragmentadas ndo foram incluidos na contagem. Entre os 17 parametros
de danos fornecidos pelo software, somente o Olive tail moment (OTM) foi selecionado para
o presente estudo, pois ele tem sido o parametro mais amplamente utilizado para quantificar
danos no DNA via ensaio cometa, e corresponde ao produto do comprimento da cauda pela

intensidade de DNA na cauda (COLLINS, 2014) (Figura 18).

Dire¢cdo da migracdo

Comprimento Comprimento da cauda e %
da cabeca de DNA na cauda

Figura 18 - Representagdo dos componentes de um cometa. Fonte: (GONTIJO & TICE, 2003).

Durante este ensaio, 0s componentes citoplasmaticos e as proteinas nucleares sao
removidos, e 0 material genético restante é submetido entdo a eletroforese. A partir do
nacleo, fragmentos de DNA migram no sentido do &nodo. Quanto mais intensa for a inducéo
de quebras, menores serdo os fragmentos e maior a extensao de migragcao. Apos coloracdo
especifica, o DNA da célula que ndo apresenta dano migra de forma homogénea formando

um circulo.

Entretanto, o DNA danificado forma fragmentos de diversos tamanhos, originando
um formato similar ao de um cometa, com a cauda correspondendo aos fragmentos que
migraram. O dano pode ser quantificado em células individuais, permitindo avaliar o
potencial genotoxico de amostras. Para interpretacdo dos resultados, o cometa € dividido
entre cabeca e cauda como apresentado na figura abaixo (Figura 20). Portanto, as células
sem ou com pouco dano no DNA, ndo apresentam cauda, enquanto as células com mais
danos apresentam caudas maiores (GONTIJO & TICE, 2003).
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O ensaio cometa foi realizado conforme protocolo modificado, criado pela autora,
baseado no protocolo proposto por Singh et al. (1988). Laminas de microscopia foram
previamente lavadas com agua e sabdo e embebidas em uma solucédo de alcool 70% e
deixadas overnight. Apés isso foram revestidas com 1,5% de agarose de ponto de fusdo
normal e secadas a temperatura ambiente e mantidas na geladeira. Posteriormente, uma
solucéo contendo 30uL de células de rim de macaco (VERO ATCC® CCL-81™) e 120 uL
de agarose de baixo ponto de fusdo a 0,5% e 37°C, foram colocadas sobre as laminas pré-
cobertas. As laminas foram entdo mantidas na geladeira, dentro de porta laminas revestidas
com papel aluminio, contendo solucdo de lise (Triton X-100, DMSO e solucéo de lise

estoque), overnight.

Apos esse periodo, as laminas foram entdo transferidas para uma cuba para
eletroforese horizontal, contendo solugéo alcalina (300 mM NaOH) gelada previamente
resfriada em geladeira por pelo menos 12h, onde foi realizada a eletroforese alcalina, e os

as células expostas foram analisadas posteriormente em microscopio de fluorescéncia.

4.3. EXPERIMENTOS IN VIVO
4.3.5. Embrides de peixes zebra

Os embriGes de zebrafish foram fornecidos pelo laboratério “Aquatische Okologie
und Toxikologie” (Aquatox) localizado no “Center for Organismal Studies” (COS) da
Ruprecth-Karls-Universitat Heidelberg, na cidade de Heidelberg na Alemanha. Os peixes
permaneceram em aquarios, com tamanho de 60 cm x 35 cm x 16 cm, com capacidade
para aproximadamente 30 peixes conforme mostra a Figura 19. Foram utilizados,
aproximadamente, 15 machos e 15 fémeas, mantidos juntos durante o periodo
experimental (ndo houve separacédo). Os aquarios de manutencéo utilizados sdo adaptados
com sistema de recirculacao de agua, com temperatura de 28,5°C em ciclo de 12h claro e
12h escuro. Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia com ragcdo seca “TetraMin

Hauptfutter” e uma vez ao dia com Artemia salina.

Para acasalamento, os peixes foram colocados em tanques de reproducao “Sex on
the beach” (Figura 20), no final da tarde anterior ao dia da reprodugéo. No dia seguinte,
portanto, eram coletados os ovos fertilizados apdés o acasalamento, 0s quais eram

transferidos para placas de petri, em agua artificial “Kunstwasser (KW Wasser)”
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reconstituida contendo sais CaClz, MgSO4, NaHCOs, KCL e pH neutro (7,75 + 0,02),
temperatura de 27°C e oxigenacao suficiente. Todos os procedimentos experimentais, tanto
para a reproducdo quanto para os testes toxicoldgicos, foram realizados conforme as
especificacbes da Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico
(OECD).

Figura 19 - Aquérios contendo peixes zebra no laboratério “Aquatische Okologie und Toxikologie” (Aquatox)
localizado no “Center for Organismal Studies” (COS) da Ruprecth-Karls- Universitat Heidelberg, na cidade de
Heidelberg na Alemanha. Fonte: Acervo pessoal da prépria autora, 2019.
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Esquema 1

Figura 20 - Esquema 1 (menor aqudrio para aproximadamente 5 casais) e Esquema 2 (para
aproximadamente 15 casais) de “Sex on the beach” para obtengdo de ovos fecundados. Fonte: Acervo
pessoal da propria autora, 2019.

4.3.6. Avaliagado do potencial de toxicidade aguda em embrides de zebrafish

O teste para avaliacdo do potencial de toxicidade aguda em embrides de peixe
(OECD TG 236) é uma alternativa aos testes de toxicologia animal aquatica, no qual o
desenvolvimento do embrido de peixe-zebra é observado para quaisquer anomalias de
desenvolvimento visiveis (LAMMER et al., 2009). Para isso, placas de 24 pocos foram pré-
incubadas por 24 horas com as respectivas concentracdes (estabelecidas nas tabelas 3 e
4 adiante) dos complexos de ruténio RuLap e RuLau para assegurar saturacdo completa
de possiveis locais de ligacdo na superficie de poliestireno. Adicionalmente os complexos
de ruténio RuAc, RuDia, RuTiu, RuMTiu, RuCwPhen e RuCwBipy também foram testados
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e os resultados se encontram no Apéndice 1. Os ovos fertilizados foram coletados dos
tanques de desova e transferidos para placas de vidro com agua artificial e com as
concentracfes correspondentes antes de serem colocados nos pocos individualmente.
Quaisquer ovos nao fertilizados, assim como o0s coagulados ou deformados, foram
descartados nesta fase. Foram plaqueados um ovo por poco, e foram utilizados 20 ovos
fertilizados para cada concentracdo, e também para controles negativo e positivo. Esses
experimentos foram realizados em triplicata, portanto o saldo final de animais utilizados foi

sempre de 60 animais por concentragao.

Os complexos de ruténio foram diluidos em DSMO a 0,001% e adicionados na agua
artificial. Para o controle positivo foi utilizado DCA (3,4-dicloroanilina - Sigma-Aldrich®) na
concentracdo de 4mg L' e uma placa para controle do solvente, contendo apenas DMSO
0,001% também foram feitas. O DCA foi utilizado como controle positivo para confirmar a
validade do teste de toxicidade (OECD 236, 2013) e armazenada a 4-°-C, de acordo com
as recomendacfes do fabricante. A solucéo estoque (200mg L) foi produzida com agua

artificial e armazenada a 4°-C. A concentracdo final utilizada foi de 4mg L.

Ao final as placas foram seladas com folha auto-adesiva (EXCEL Scientific,
Victorville, EUA) antes de serem incubadas a 26-°-C. O meio foi renovado a cada 24 horas
e os embribes foram inspecionados e avaliados quanto a qualquer desenvolvimento
interrompido que se desviasse do desenvolvimento padrdo descrito por Kimmel et al.,
(1995) (Figura 21). Para a avaliacdo da toxicidade, foi utilizado um microscopio invertido
CKX4-1 (Olympus, Hamburgo, Alemanha), equipado com camera digital de zoom amplo
Olympus C5060 e o software correspondente é o AnalySIS. As 96 horas ap6s a fertilizac&o

(hpf), os embrides foram eutanaziados com etanol e descartados apropriadamente.
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Figura 21 - Esquematizag¢édo do Fish Embryos Test (FET Fonte: Adaptado, conforme dados da OECD TG
236.
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O Fish Embryos Test (FET) foi utilizado para avaliar o potencial de toxicidade aguda
dos compostos de ruténio, pois este teste permite a observagao de efeitos (sub) letais de
produtos quimicos no embrido de peixe-zebra, além de ser comparavel a toxicidade aguda
testes realizados com peixes adultos (LAMMER et al., 2009). As concentracbes dos
compostos de ruténio que apresentaram efeito toxico em 10% dos embrides expostos,
foram classificados como as concentragdes de ECi0, enquanto concentragdes que causam
pontos de extremidade letais em 50% dos embrides foram usadas para calcular as
concentracdes de LCso (OECD 2013). As concentracdes testadas nos experimentos foram
detalhadas na tabela abaixo (Tabela 3).

Tabela 3 - Intervalo de concentracdes utilizados nos experimentos independentes.

COMPOSTOS (RuLap e RuLau)
EXPERIMENTO 1|EXPERIMENTO 2 |EXPERIMENTO 3|EXPERIMENTO 4
(Range Finding) (FET) (FET) (FET)
0,8uM/ 0,8uM/ 0,8uM/
20uM/50mg Lt |2,0mgL? 2,0mg L* 2,0mg L*
0,4uM/ 0,4uM/ 0,4uM/
10puM/ 25,0mg Lt |1,8mgL? 1,8mg L* 1,8mg L?
0,2uM/ 0,2uM/ 0,2uM/
5uM/10,0mgL? |1,6mgL? 1,6mg L? 1,6mg L?
0,1uM/ 0,1uM/ 0,1uM/
25uM/50mgL? |14mgL? 1,4mg L* 1,4mg L*
0,05uM/ 0,05uM/ 0,05uM/
1,25uM/2,5mg Lt |1,2mgL* 1,2mg L* 1,2mg L*
0,625uM/  1,25mg | 0,025uM/ 0,025puM/ 0,025/
Lt 1,0mg Lt 1,0mg L? 1,0mg L?

* O experimento 1 (Range Finding) foi realizado com 10 embrifes por concentracdo (1 placa para cada 2
concentracdes), enquanto os testes FET seguintes foram realizados com 20 embribes por grupo de
exposic¢éao.

ApoGs realizacdo de um experimento de Range Finding e trés experimentos
independentes de FET, dados das mas formacdes (Tabela 4) dos embribes expostos aos
compostos, foram analisados no ToxRat® e depois no programa Sigmaplot, para obtencéo
dos dados de letalidade e sub letalidade. O experimento de Range finding é aquele no qual,
uma primeira tentativa em se obter um intervalo de concentracdes a serem testadas é feita.
Portanto, esse teste pode ser realizado uma vez, ou até mesmo varias vezes até que se

encontre o intervalo de concentracdes ideal.
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Tabela 4 - Efeitos Letais, Sub letais e teratogénicos.

EFEITOS LETAIS CcODIGO EFEITOS TERATOGENICOS CcODIGO EFEITOS SUB LETAIS cODIGO
Coagulacao K Malformacao da cabeca KD Cauda encurtada TS
Sem batimentos cardiacos H Malformacao dos olhos AD Reducao dos Batimentos cardiacos H-
Sem somitos S Malformacao dos otdlitos oD Falta de circulacao sanguinea BL
Cauda Nao detectada SW Malformacao dos somitos SD Reducao da circulacao sanguinea BL-
Malformacao do coracao HD Pigmentacao de células sanguineas Ham
Malformacao da Chorda WS Edema pericérdico P6
Malformacao da cauda TD Edema de saco vitelineo 0
Malformacao da Nadadeira FD Edema de cavidade corporal Lo
Escoliose W Pigmentacao corporal P
Deformidade do saco vitelineo DD Pigmentacao dos olhos Pa
Movimentos espontaneos SB
Inflacao da bexiga natatdria Swim
Espasmos z
Problema de equilibrio B

*Para embrides normais nao-eclodidos considerou-se o cdédigo “N” (Normal) e para embrides normais

eclodidos considerou-se o cddigo “G” (Geschlupft).

4.4. AVALIACAO DA TOXICIDADE DE RETINA EM EMBRIOES DE ZEBRAFISH

O teste para avaliacdo da toxicidade de retina de embrides zebrafish € um método
inteiramente novo que visa investigar a neurotoxicidade do desenvolvimento inicial,
utilizando o desenvolvimento correto da retina como um endpoint. A camada plexiforme
interna (CPI) foi escolhida como objeto de interesse, uma vez que manchas se acumulam
principalmente nas membranas celulares que sdo abundantes dentro da CPI. Este ultimo
tem um proposito de conexdo, pois contém os axdnios e sinapses entre as ceélulas
amacrinas e as bipolares. Uma simples coloracdo e exame com um microscépio confocal
fornecem uma visdo da condi¢céo geral do CPI sem muitos detalhes fornecidos por exemplo,

pelas avaliacdes histologicas (Figura 22).

Figura 22 - Parametros utilizados para avaliacio da toxicidade de retina. Legenda: A (Area da CPI) e B
(Espessura da CPI). *Camada Plexiforme Interna (CPI)
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A visdo detalhada sobre a abundéancia ou a falta de tipos celulares especificos nao
€ possivel, nem uma verificacdo do caminho correto dos neurénios. No entanto, as razdes
mencionadas acima indicam fortemente que uma formacéo correta é suscetivel a rupturas
gue justificam seu uso para quantificagdes. Semelhante ao procedimento operacional
padréo para o teste FET, as placas de 24 pocos foram pré-incubadas com as concentracdes
de %2ECi10, EC10 e 2XEC10 dos complexos de ruténio RuLap e RuLau para garantir a

saturacao total dos possiveis locais de ligacédo na superficie do poliestireno.

Os ovos fertilizados foram coletados dos tanques de desova e transferidos para as
placas de vidro com &gua artificial (“Kw”) como mencionado anteriormente com as
concentracfes correspondentes antes de serem colocados nos pocos individualmente.
Foram utilizados 20 embrifes por concentracdo, e 0s experimentos eram conduzidos em
triplicata, totalizando 60 embrides por concentracdo. Os embrides eram colocados em cada
poco da placa ja contendo a substancia a ser testada, diluida em DMSO 0,001%, plaqueada
pelo com pelo menos 24h de antecedéncia. Para o controle positivo foi utilizado o

mebendazol a 0,6 mg L.

As placas foram seladas com papel autoadesivo (EXCEL Scientific, Victorville, EUA)
antes de serem incubadas a 26-°C. O meio foi renovado a cada 24 horas. Apos 72 horas
de fertilizagao (hpf), 10 embrides eclodidos, por placa, foram selecionados e lavados quatro
vezes em agua artificial “Kw” antes de serem colocados em uma solugéo de coloracao de

cumarina 6 por 30 minutos (Figura 23).

As larvas de zebrafish foram entédo lavadas trés vezes por 10 minutos cada um antes
de serem sedados com uma solucéo de tricaina a 160 mg L'* e montados em gel de agarose
a 1% (contendo tricaina a 0,016%), expondo seu lado ventral (Figura 24). Os embrides
restantes foram tratados com cumarina 6 apés 96 hpf. As imagens foram obtidas através
da analise em microscopio confocal de varredura a laser (Nicon Eclipse 90i) e o software
utilizado foi o Nicon Imaging Software (Elements NIS).
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Figura 23 - Representacdo esquematica do teste de toxicidade de retina. Fonte: GADE, 2019.

Figura 24 - Disposi¢éo ventral das larvas de zebrafish em agarose para andlise confocal. Fonte: GADE,
20109.

4.4.5. Avaliacdo do potencial neurotoxico em embrides de zebrafish: teste da

acetilcolinesterase

O principio basico da medicdo da atividade enziméatica € o aumento da cor amarela
como produto da reagdo da tiocolina e do ion ditiobisnitrobenzoato. A taxa na qual a
acetilcolinesterase converte o substrato iodito de acetiltiocololina em iodito de tiocolina e
acetato € determinada em detalhes. No entanto, a medicdo é realizada indiretamente, com
base na reacao continua do tiol com o ion 5: 5-ditiobis-2- (nitrobenzoato) () (DTNB). Essa

reacao leva a formacao do anion amarelo do acido 5-tio-2-nitro-benzéico (1) (Figura 25).

44



+ (enzyme) } —
H,0 -+ (CH,);NCH,CH,SCOCH; ——— —— > (CH,),NCH,CH,S -+ ;
+ CH,COO + 2H+
,‘ — - -
(CH4);NCH,CH,S + RSSR —— > (CH,),;NCH,CH,SSR + RS
(D (1D)
R = ON—< >
/\-,,
A
COO

Figura 25 - Reac&o da tiocolina e do ion ditiobisnitrobenzoato. Fonte: KUSTER, 2005.

A taxa de conversdo ou formacgdo do anion do &cido 5-tio-2-nitro-benzoico (ll) é
cineticamente medida pelo aumento da densidade 6ptica no comprimento de onda de 412
nm no fotbmetro / leitor. A conversdo do substrato ocorre em rapida sucessao e fornece
resultados em alguns minutos. Como resultado, a mudanca na extincéo (taxa de reacao) é

obtida como uma mudanca na densidade 6ptica por minuto AE = OD/min.

Com a ajuda da lei de Lambert-Beer, AE = € x d x AC, a quantidade de substrato AC
convertido pode ser determinada em mol/ L x min. Com base na quantidade de substrato
convertido, a atividade enzimética resulta em pmol/ min = U (unidades). A atividade
enziméatica especifica (U/ mg) € determinada como o substrato convertido em pmol por
minuto = U com base no teor total de proteinas da amostra em mg/ L. (ELLMAN et al.,

1961). Nas etapas a seguir, 0 método foi modificado de acordo com Kister (2005).

Foram analisadas trés amostras por concentracdo de ¥2ECso, ECso € 2x ECso dos
complexos de ruténio RuLap e RuLau. Cada amostra foi composta por um conjunto de 5
embrides em triplicata. Resumidamente, apds congelados pelo menos por 24h em
nitrogénio liquido, o conjunto de 5 embrides foi homogeneizado em 0,5 ml de tampao fosfato
de sddio gelado (0,1 M, pH 7,4 e 0,1% v / v Triton X-100). A homogeneizacao foi realizada
por 60 segundos usando o Tissuelizer da Qiagen®. Os homogenatos foram centrifugados
a4 ° C por 15 min a 10.000g. O pellet foi excluido e o sobrenadante foi armazenado em
novos eppendorfs a 4° C no gelo triturado. As amostras juntamente com os reagentes foram
plaqueadas de forma ordenada e apds isso foi realizada leitura das placas, de acordo com
0 metodo espectrofotométrico de Ellman et al. (1961), adaptado. A cinética da alteracao da
densidade Optica com o tempo (DO/min) foi registrada a 412 nm por 3 min. A concentracao

de proteinas das amostras foi determinada também em triplicata a 690 nm.
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O método Lowry (kit de proteinas DC, Biorad, Munique) € usado para determinar a
guantidade de proteina. A curva padréo € fornecida em tubos Eppendorf de 1,5 ml com 6
niveis de diluicio + branco com 4 medicbes paralelas (7 tubos).
Foi feita uma série de dilui¢cdes 1:2 (ao total 7 diluigbes com tampédo de amostra) preparadas
a partir da solucdo mae de 4 mg mL? de BSA. A orientacédo da placa se deu conforme a
Figura 26.
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Figura 26 - Esquematizacéo da placa de proteina do ensaio. AchE. Fonte: Stengel, 2014

4.5. ANALISES ESTATISTICAS

As andlises de MTT e vermelho neutro foram feitas utlizando uma
transformacao de X=LogX para que os valores de DO fossem expressos em Logaritmo.
Para a transformacéo de Y foi feito com base em uma férmula (Y= Y/Média dos valores
de DO do Controle negativo * 100). Apés as transformacdes de X e Y, foram analisados
por curve fit (curva de regressao nao linear). Para apresentar a curva e os valores de
ICs0 foi selecionado a curva dose-respota sigmoidal (varible slope), utilizando-se o

software Graphpad prism verséo 5.0.

Para as analises do teste de Mincronucleo foram realizados os testes One-
Way Anova e posteriormente o teste de Tukey, utilizado-se o Software SigmaStat
(versao 3.5). Para as analises do ensaio cometa também foram realizados os testes
One-Way Anova e teste de Tukey utilizando-se o software CometScore. E para as
analises de FET, teste de toxicidade de retina e acetilcolinesterase, todos os gréficos e

analises estatisticas foram realizados com o SigmaPlot 13.0 (Statsoft-Jandel Scientific,
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Erkrath, Alemanha). Foram criados gréficos utilizando o ExcelTM 2010 (Microsoft,
Redmond, EUA) e o SigmaPlot 13.0. Os valores de CLso e EC10 foram calculados
usando o ToxRat Professional (ToxRat Solutions, Alsdorf, Alemanha) com base na
regressao linear de maxima verossimilhanca. Todas as réplicas foram analisadas de
forma independente, a fim de excluir a influéncia da variabilidade biol6gica entre os
diferentes grupos de desova, para garantir uma interpretacédo precisa dos dados. O
teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis (ANOVA unidirecional nas fileiras) foi utilizado
para comparar os dados que nao apresentaram distribuicdo normal. Os testes de Dunn
foram utilizados como método post-hoc para determinar grupos diferentes do controle

negativo com significancia de pelo menos p <0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE E iNDICE DE SELETIVIDADE

A Tabela 5 demonstra os valores de IC_, por meio do ensaio de MTT dos compostos

ruténio RuLap e RuLau frente as linhagens tumorais A549, K-562 e B16F10 e a linhagem
nao tumoral L-929. Os resultados demonstraram que 0S novos compostos de ruténio
apresentaram citotoxicidade significativa nas linhagens tumorais testadas. Os valores de

IC_, encontrados para os compostos de ruténio frente diferentes linhagens tumorais

testadas variaram de 0,68 a 2,14uM, enquanto que na linhagem nao tumoral L-929, os

valores de IC_, variaram de 0,94 a 1,30 pM. Ainda na mesma tabela, a direita, pode se

observar o valor do indice de seletividade (IS) referente as linhagens celulares testadas e

mostradas abaixo.

Tabela 5 - Concentragdes inibitérias (IC50), em uM, e indice de seletividade (IS) dos complexos de ruténio
RuLap e RuLau frente a diferentes linhagens celulares testados pelo teste de MTT.

IC50 (uM) IS
L929 A549 K562 B16-F10 A549 K562  B16-F10
Rulap 0,94+0,01 0,99+0,24 1,67+0,86 2,14+1,19 094 0,56 0,43
Rulau 1,30+0,17 1,16+0,38 0,68+0,40 1,92+0,17 1,12 1,91 0,67

O IS pode indicar a seletividade de um composto entre uma linhagem neoplasica e
uma normal (BOGO, 2012).

E considerado significativo um valor de IS maior ou igual a 2,0 para indicar se o
composto € duas vezes mais ativo em células tumorais do que células normais (OSTI et al.,
2012). Esse parametro que avalia se h& diferenca na nocividade entre linhagens de células
normais e células tumorais, indica o potencial uso deste composto em futuros testes
clinicos. Nos resultados apresentados acima portanto, observa-se que o composto RuLap
nao apresenta diferenca significativa por apresentar IS abaixo de 1,0, segundo considerado

pelo autor Osti et al. (2012). J& o composto RuLau apresentou significante diferenca
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estatistica, ja que o valor de IS se encontra bem proximo de 2,0 (OSTI et al., 2012), ou seja,
este composto é aproximadamente duas vezes mais ativo na linhagem tumoral do que na

linhagem de células normais.

A Tabela 6, mostra os valores de ICso obtidos a partir do teste do vermelho neutro,
onde foram testados para os compostos RuLap e RuLau frente a linhagem celular tumoral
Hela e a linhagem celular ndo tumoral V79. Foram testados adicionalmente os compostos
de ruténio: RuAc, RuDia, RuTiu, RuMTiu, RuCwphen e RuCwbipy onde os resultados se

encontram no Apéndice 2.

Tabela 6 - Concentragdes inibitérias (IC50), em pM, e indice de seletividade (IS) dos complexos de ruténio
RuLap e RuLau frente as linhagens celulares V79 e HelLa pelo método Vermelho Neutro.

ICs0 (M) IS
V79 Hela Hela
Rulap 3,42 2,9 1,17
Rulau 16,7 1,53 10,91*

* 182 2,0.

Pode-se observar que para os dois compostos de ruténio testados para a linhagem
tumoral HelLa, os valores de ICso sGo menores que os valores obtidos para a linhagem
normal V79, com excec¢do do complexo RuLap. Ainda na mesma tabela, observam-se 0s
valores de IS obtidos, onde o complexo RuLau mostrou-se mais seletivo para a linhagem
tumoral HelLa, uma vez que seu valor de IS estava acima de 2. Portanto, o composto RulLau,

mostrou-se mais promissor em relacdo ao composto RuLap.

Esses valores vao ao encontro com os dados encontrados por Oliveira et al. (2017),
gue utilizaram ensaios de citotoxicidade testando compostos de ruténio similares a esses
testados em nosso trabalho. Os autores testaram complexos de ruténio coordenados a
Lausona semelhantes, frente as linhagens tumorais de carcinoma de prostata humano (DU-
145), tumor de mama humano (MCF-7) e carcinoma de pulmé&o humano (A549) e os valores
de ICso encontrados foram 1,10 pM; 2,59 uM e 2,54 uM respectivamente. Sabendo-se que
0s compostos RuLau e RuLap sdo analogos aos compostos descritos por Oliveira et al.
(2017) (RuLap apresenta uma cadeia carbbnica adicional), acredita-se que apesar do
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composto RulLap ter uma maior interacdo com DNA quando comparado ao composto
RulLau, este ultimo se mostra mais promissor, considerando seu valor do indice de
seletividade (OLIVEIRA et al., 2017). Em outros estudos obtidos na literatura, € possivel
observar que os compostos de ruténio tem mostrado seu efeito citotoxico seletivo para
linhagens tumorais, mesmo quando desenhados com diferentes tipos de aminoacidos
ligantes (LIMA et al., 2012; LIMA et al., 2014; MELLO et al., 2018; PORTO et al., 2014,
PEREIRA et al., 2014).

Quando comparamos as tabelas 5 e 6, observa-se que na avaliacao da citotoxicidade
através do método do MTT nédo se observa seletividade em nenhum dos compostos,
diferente dos dados encontrados apoés realizacdo do teste do vermelho neutro. Isso deve
se ao fato de que o teste do MTT € considerado um ensaio menos sensivel quando
comparado ao teste do vermelho neutro (DENIZOT e LANG, 1986). A menor sensibilidade
do ensaio do MTT pode ser devido a baixa solubilizacdo do produto formazan, bem como
também ao fato de que a quantidade de corante vermelho neutro absorvido pelos
lisossomos é um pouco maior que a quantidade de sal de tretazolio reduzida por
mitocondrias. A retencdo de formazan nas células pode levar muitas vezes a uma
incapacidade de se medir a sobrevivéncia celular em condi¢des altamente toxicas. E ja que
0 ensaio do MTT néo inclui uma etapa de fixacao, assim as células tendem a se desprender
da superficie da placa de cultura durante o procedimento de solubilizacdo do formazan
(BOREFREUND et al., 1988). Apesar de que, no estudo de Putnam et al. (2002), o teste do
vermelho neutro foi relatado ser mais sensivel para tempos de exposicdo moderados (entre
3 e 6 horas de exposicdo). Bacanli et al. (2017) mostrou em seu estudo que ambos 0s
testes de citotoxicidade se mostraram semelhantes em tempos de exposicao que variaram

de 18 a 48 horas, ndo mostrando diferenca entre os testes.

No estudo de Gomez Peres et al. (2017), mostram que os resultados do teste de
vermelho neutro se diferem do teste do MTT, mostrando-se mais sensivel ja que no teste
do vermelho neutro os compostos metalicos ndo interagem com o corante. Os autores
explicam que no teste do MTT, uma possivel interacdo entre o complexo metalico estudado
(cobre) néo deve ser excluida. Além disso os autores levantam a hipétese de que se talvez
a placa de células tratada fosse lavada varias vezes antes de se adicionar o MTT, isso
talvez poderia remover quaisquer compostos residuais do complexo metalico que
pudessem interferir. Entretanto, os autores também explicitam o fato de que culturas de

células n&o suportariam as extensas lavagens.
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5.2. TESTE DO MICRONUCLEO PARA AVALIACAO IN VITRO DO POTENCIAL
GENOTOXICO

O teste do micronucleo foi realizado com os compostos RulLap e Rulau,
considerando-se trés concentracdes de cada; %2ICso, ICso e 2x ICs0. Conforme a Tabela 7,
pode-se observar que a média de Células Vero Binucleadas e Micronucleadas (CVBMN)
variou entre 3,0 a 7,7 para o composto de RuLap, sendo considerados estatisticamente
significativos em relacdo ao CN e ao RuLau nas mesmas concentracdes de 1,0 e 2,0mg L
1, Ja para o composto RuLau a variagéo foi um pouco menor, encontrando entre 1,5 a 3,0

CVBMN’s nos 3 tratamentos.

Tabela 7 - Avaliagao da atividade genotdxica dos compostos RuLap e RuLau em linhagem celular ndo tumoral
de Vero.

Tratamento CVBMN/2000CVB
(Média e Desvio padrao)
CN 0,5+0,58
CP Doxorrubixina [10,33 uM/ 5,8 mg L] 8,0+1,41
RuLap [0,2 uM/ 0,5 mg L] 3,0+0,81* ¢
RuLap [0,4 uM/ 1,0 mg L] 6,5+1,29*# 1
RuLap [0,8uM/ 2,0 mg L] 7,7+0,95%#
RuLau [0,2uM/ 0,5 mg L] 2,5+0,57
RuLau [0,4puM/ 1,0 mg LY 15 + 0,57#
RuLau [0,8mM/ 2,0 mg L] 3,0+ 0,81*#

CVBMN: Células Vero Binucleadas Micronucleadas; CVB: Células Vero Binucleadas. *Significativo
comparado com o controle negativo (p < 0,05). C.N: controle positivo. C.P: controle positivo. # Significativo
comparado entre as mesmas concentracdes em compostos diferentes (p < 0,05). 1+ Significativo entre

diferentes concentra¢des do mesmo composto (p < 0,05).
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Sendo assim, a avaliacdo do potencial genotoxico in vitro dos compostos analisados
revelaram que o composto RuLau se mostrou menos genotéxico (principalmente em baixas
concentracfes) que o composto RuLap, uma vez que a presenca desses CVBMN’s foi
significativa em todas as concentragdes para o complexo RuLap. Apesar de se observar
um aumento do nimero de CVBMN’s nas concentracdes de 0,5mg Lt e 1,0mg L* do
composto RuLau em relacdo ao controle negativo, este aumento ndo foi considerado
estatisticamente significativo. Quando as mesmas concentracdes dos dois compostos
foram comparadas, observou-se diferenca significativa entre a concentracdo 1,0 mg L*
entre RuLap e RuLau e também entre as concentracées de 2,0 mg L, sugerindo um maior
potencial genotéxico para o composto RuLap. Quando se comparou os resultados entre as
diferentes concentrac6es de um mesmo composto, para o0 composto de RuLau, ndo houve
diferenga significativa entre nenhuma das concentracfes de RulLau testadas. Porém
guando o complexo RuLap foi avaliado, observou-se diferenca significativa entre as
concentracdes de 0,5 mg L e 2,0 mg L e também entre as concentracdes de 0,5 mg L?
e 1,0 mg L1, sugerindo que a concentragdo de 0,5 mg L' apresenta menor potencial

genotoxico se comparado a concentracao mais alta.

Como ja observado na literatura, prototipos antineoplasicos com presenca de
ligantes de naftoquinonas, apresentam baixa toxicidade quando expostos a eritrocitos
humanos. Este mecanismo seletivo capaz de nao afetar linhagens celulares nao tumorais,
pode ser explicado pelo fato que esses ligantes estdo ligados diretamente com a inibicao
das topoisomerases, desencadeando a apoptose celular, interferindo assim no
desenvolvimento das neoplasias (MENG e DING, 2001). Esses dados corroboram com
dados ja obtidos na literatura, onde compostos de ruténio coordenados a aminoacidos
foram submetidos ao teste do microndcleo e em baixas concentra¢des nao induziram dano
genotoxico (CARNIZELLO et al., 2018 e CHEQUER, 2008). Em um estudo realizado por
Souza (2014), observa-se que 0s compostos de ruténio (descrever as formulas) similares
aos aqui testados também néo induziram dano genotoxico quando testados na linhagem

nao tumoral V79, uma vez que a frequéncia dos MN’s foi quase nula.

Em contrapartida, o complexo RuLap, apesar de muito similar ao composto RulLau,
apresenta uma pequena diferenca em sua estrutura molecular, que consiste em uma cadeia
carbbnica adicional, e como mencionado anteriormente, em testes previamente realizados
por Oliveira et al. (2017), esta cadeia carbdnica sugere uma maior interacdo com o DNA
celular. Apesar da forte interacdo com DNA, se comparado ao complexo baseado em
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Lausona, o complexo coordenado a Lapachol, confere maior toxicidade quando testado
frente as linhagens ndo tumorais (OLIVEIRA et al., 2017), assim como observado no
composto anteriormente citado, KP1019, que mostrou forte interacdo com DNA,
provocando lesdes diferentes daquelas promovidas pela cisplatina, o que também pode
explicar sua forte acao citotdéxica (ALESSIO et al., 1997; MALINA et al., 2001).

Um dos principais fatores que podem modificar os genes responsaveis pelo reparo
do DNA, sdo mutacbes resultantes da quebra cromossémica devido ao nao reparo ou
reparo incorreto de lesdes do DNA (FENECH, 2005 e BONASSI et al., 2007). A relacao
entre formacdo de MN e o desenvolvimento de cancer € apoiada por inumeras
observacfes, tais como: uma maior frequéncia deste biomarcador em pacientes com
cancer ndo tratados e em individuos afetados por doencas congénitas propensas ao cancer
(FENECH, 2002); a presenca de frequéncias elevadas de MNs na mucosa oral, utilizada
como biomarcador de cancer em exames clinicos quimiopreventivos (VAN SCHOOTEN,
2002); a correlacdo existente entre agentes genotoxicos indutores de MN e carcinogénese,
por exemplo, radiacdo ionizante e ultravioleta (CHANG, 1997), e por fim, a correlacao
inversa entre a frequéncia de MN e a concentra¢do sanguinea e/ou dieta ingerida de certos
micronutrientes, associados com risco reduzido de cancer, tais como folato, calcio, vitamina

E e acido nicotinico (FENECH et al., 2005).

A alta confiabilidade e o baixo custo da técnica do MN tém contribuido para o uso
desta Técnica cada vez mais (BONASSI et al., 2006). Em estudos atuais, observa se que
a frequéncia de microndcleo ndo é somente um indicativo de dano genético, mas também

um marcador precoce de carcinogénese (BONASSI et al., 2007).

Dentro deste contexto, é clara a importancia do estudo do potencial genotéxico dos
diversos compostos aos quais 0s organismos podem se expor durante a quimioterapia.
Obviamente, um evento mutagénico ndo necessariamente leva ao desenvolvimento do
cancer, porém, a deteccdo da atividade mutagénica € um importante indicio para a

avaliacdo do risco a doenca de forma precoce.
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5.3. ENSAIO COMETA PARA AVALIACAO IN VITRO DO POTENCIAL
GENOTOXICO

Os resultados obtidos da avaliacdo da atividade genotoxica dos compostos RuLau e

RuLap pelo ensaio do cometa, estdo mostrados na figura 27 abaixo.
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Figura 27 - Avaliagdo da antigenotoxicidade dos compostos de RuLau e RuLap pelo ensaio do cometa em
células Vero, pré-tratadas, usando o pardmetro de % de DNA na cauda. Legenda: CP controle positivo (Y2IC50
doxorrubicina = [2,9 mg L1]); CN controle negativo. *p< 0, 001 comparado ao controle positivo; *p< 0,05
comparado ao controle negativo

As células ndo tumorais Vero expostas as concentracdes de 0,5 mgL1e 1,0 mg L?
do complexo RuLau mostraram 9,8% e 11,8% de danos do DNA, respectivamente, no
tempo de exposicao de 24h, enquanto o controle negativo apresentou apenas 6,22%, com
dados estatisticamente significantes em relacdo ao controle negativo. Para este mesmo
composto, sob as concentracdes de 0,5 mg L1 e 1,0 mg Lt e no tempo de exposicdo de
48h, as células expostas mostraram 17,4% e 21,1% de danos ao DNA, respectivamente,

enquanto o controle negativo apresentou 11,2%.

Ja para o complexo de RulLap, as células expostas as concentracdes de 0,5 mg L*
e 1,0 mg Lt mostraram 9,4% e 12,03% de danos no DNA, respectivamente, no tempo de
exposicao de 24h, enquanto que o controle negativo apresentou 6,22% de dano. Para este
mesmo composto, as células expostas as concentracdes de 0,5 mg LYt e 1,0 mg L*
mostraram 16,7% e 18,1% de danos no DNA, respectivamente, no tempo de exposi¢cao de
48h.
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No ensaio cometa portanto, observou-se atividade genotdxica tanto do complexo
RulLau quanto do complexo RuLap, devido ao aumento significativo da porcentagem de
danos no DNA para as diferentes concentracdes testadas em relacéo ao controle negativo
(p <0,05). Também foi realizada analise comparativa entre 0os dois compostos has mesmas

concentracdes e ndo se observou diferenga significativa entre 0sS compostos.

Em todos os tratamentos, pode-se observar que houve dano a molécula de DNA das
células testadas com os compostos RuLau e RuLap. Ambos os complexos induziram les6es
significativas no DNA das células ndo tumorais de VERO quando testados através do
ensaio cometa. Este ensaio é considerado um teste sensivel e de custo relativamente baixo,
capaz de avaliar a genotoxicidade que detecta danos primarios ao DNA induzidos por uma
série de agentes quimicos, como agentes intercalantes, alquilantes e oxidantes (WONG et
al., 2005; COLLINS, 2004).

Em alguns trabalhos, complexos de ruténio (ll) coordenados a aminoacidos
induziram dano a molécula de DNA (LI et.al., 2012; WU et al., 2012; FRIDMAN e LOWE,
2003), assim como o0s resultados obtidos no presente estudo. Ja, em resultados
provenientes de estudos anteriores do mesmo grupo de pesquisa, 0s quais avaliam o
potencial genotoxico de complexos de ruténio (Il), frente a células ndo tumorais de linfocitos
humanos, o complexo de ruténio cis-[Ru(C204)(NH3)4]2(S204), por exemplo, causou danos
ao DNA em concentragcdes de 0,15 uM, 1,5 uM e 150 pM (Velozo-S4 et al., 2020). Também
no estudo de Mello-Andrade et al. (2018), complexos de ruténio [Ru(L-Met)(bipy)(dppb)]PFs
e [Ru(L-Trp)(bipy)(dppb)]PFes testados em células sanguineas de camundongos né&o
mostraram diferenca significativa de porcentagem de DNA na cauda dos animais tratados
com ambos os complexos nas concentracdes de 2 mg. Kg te 6 mg. Kg ** se comparados

ao controle negativo.

5.4. AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA EM EMBRIOES DE ZEBRAFISH

Apoés realizacdo dos testes de MTT e teste do vermelho neutro, teste de micronucleo,
e teste cometa, testes de seguranca toxicolégica usando-se zebrafish foram realizados com
os complexos RuLap e RuLau. O FET foi utilizado para registrar a mortalidade e os efeitos
sub-letais provocados por diferentes concentragfes dos compostos. Para 0s compostos
RuLap e RulLau, as concentracdes testadas no experimento, foram: 1,0 mg L?; 1,2 mg L?;
mg L' 1,6 mgL?L;1,8mgLte20mgL? correspondento a 0,025 uM, 0,05 uM, 0,1 uM,
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0,2 uM, 0,4 uM e 0,8 pM respectivamente. Lembrando que todas essas faixas de
concentracfes foram determinadas para os testes, ap0s um primeiro experimento de cada
composto, denominado Range finding, todas inicialmente baseadas nos valores de ICso.
Foi realizado adicionalmente, teste de toxicidade aguda com embrides de zebrafish, frente
a exposicdo dos compostos RuAc, RuCwPhen e RuCwbipy (Apéndice 3).

Na figura 28, observa-se o percentual de efeitos subletais apos 96hpf do composto
RuLap, onde foram plotadas 3 diferentes curvas, que consistem na realizacdo de trés
experimentos independentes (Experimento 1, Experimento 2 e Experimento 3). Lembrando
gue os resultados foram bastante similares, ja que houve sobreposicdo das curvas,

conforme mostrado na figura abaixo.
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Figura 28 - Distribuicdo percentual dos efeitos subletais (A) e letais (B) do composto RuLap apds 96hpf em
embrides de Zebrafish. ( inserir A e B nas figuras)

Observa-se na figura 28 A, que composto RuLap apresentou aproximadamente 50%
dos efeitos subletais malformacdes na concentracédo de 1,32 mg L* (0,53 uM) e provocou
morte de 50% desses embrifes testados na concentragédo de 7,2 mg L (2,88 uM) em todos
0s trés experimentos independentes realizados (Experimento 1, Experimento 2 e
Experimento 3). Isso nos mostra que mesmo em concentracdes reduzidas, 0 composto é
capaz de provocar malformacbes bem como provocar morte desses embribes. Em
contrapartida, no estudo realizado por Velozo-S& et al. (2019), observou-se que o0s

complexos de ruténio coordenados com as fosfinas [Ru(N-S)(dppm)z]PFs (1), [Ru(N-
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S)(dppe)2]PFes (2), [Ru(N-S)2(dppp)] (3) e [Ru(N-S)2(PPh3)2] (4), que foram testados,
semelhantes as fosfinas ligantes ao complexo de ruténio deste estudo, ndo foram capazes
de causar mortalidade de forma significativa nem mesmo na maior concentracéo utilizada
a 100 mg L* (88uM), ndo sendo possivel calcular o valor LCso. As concentracdes testadas
por Velozo-Sa et al. (2019) responsaveis por causar 50% da morte dos embrides foi sempre
acima de 100 mg L (88 uM), ou seja, concentracdes bem maiores em relagdo as testadas
neste trabalho. Concentracdes elevadas também foram observadas no estudo de Mello-
Andrade et al. (2018), no teste de FET, no qual complexos de ruténio coordenados a
aminoécidos apresentaram valores de LCso em torno de 46 uM apoés 72hpf.

Para o complexo de RuLau, foi possivel observar efeitos subletais em embrides
testados somente nas concentracfes de 10% e 50% (ECio e ECso respectivamente)
conforme figura 29, ndo sendo possivel estabelecer um grafico contendo valores da
porcentagem de efeitos letais, uma vez que o composto ndo causou letalidade dos

embrides testados.
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Figura 29- Distribuicdo percentual dos efeitos sub-letais do composto RuLau apds 96hpf em embriées de
Zebrafish.

A figura 30 mostra o percentual de efeitos subletais encontrados nos embrides
tratados com RuLau em 24, 48, 72 e 96 horas. Nos periodos de 24h e 72h, nao foi

observado nenhum efeito subletal nos embrides. No tempo de 48h, os efeitos subletais
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foram observados entre 10 a 20% dos embrides expostos, sendo os efeitos subletais mais
frequentes, a diminuicdo dos batimentos cardiacos em 3 concentracdes diferentes, 1,0; 1,4
e 1,8 mg L apresentando os percentuais de 10%, 10% e 20%, respectivamente e a
diminuicdo da circulagdo sanguinea nas concentracdes de 1,4; 16 e 1,8 mg L*
apresentando os percentuais de 20%, 20% e 10% respectivamente. Ja no tempo de
exposicdo de 96h, apenas 10% dos embrides expostos apresentaram diminuicdo dos
batimentos cardiacos na concentracédo de 1,6 mg L™, porém na concentracédo de 2,0 mg L
1, esse mesmo efeito subletal ocorreu em 60% dos embrides expostos. Para este
complexo, ndo foi observada diferenca estatistica entre os eventos em nenhum dos tempos
de exposicao. Quanto aos efeitos letais, 0 complexo de RuLau ndo apresentou letalidade

sobre os embrides em nenhuma das concentracdes testadas.

Rulau 24h Rulau 48h
100% 100%
9% 90%
B0%% B0%
70% 70%
60% 60%
S50% S50%
405 40%
30% 30%
20% 20%
10% 10%

. . I
Controle 10mgl-1 12mgl-l 14mgl-l 16mgl-1 18mgl-1l1 20mgl-1 Controle 1,0mgl-l 12mgl-1 14mgll 16mgl-1 18mgl-1l 20mgl-1
negativo negativo
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BO% B0%
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negativo negativo
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Figura 30 - Porcentagem de efeitos subletais do composto RuLau em embrides de zebrafish nos tempos de
exposicao de 24h a 96hpf. Legenda: P6 (Edema de pericardio); O (Edema de saco vitelinico); BL (Parada da
circulagcao sanguinea); BL- (diminui¢éo da circulagédo sanguinea) e H- (diminuic&do dos batimentos cardiacos).
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Conforme a figura 31, o composto RuLap apresentou efeitos subletais a partir do
periodo de exposicdo de 48h em todas as repeti¢cdes dos testes, sendo que no tempo de
exposicdo de 72h, o uUnico efeito subletal observado foi a diminuicdo dos batimentos
cardiacos em 10% dos embrides na concentragdo de 1,4 mg L. No periodo de 48h foram
observados quatro tipos de efeitos subletais. Na concentracédo de 1,2 mg L, foi observado
somente a diminuicao dos batimentos cardiacos em 10% dos embribes e esse efeito
subletal atingiu 70% dos embrides testados com o composto RuLap nas concentragcdes de
1,6 e 1,8 mg L e cai para 50% na Ultima concentracdo testada de 2,0 mg L. Com a
diminuicdo dos batimentos cardiacos, consequentemente houve a diminui¢ao da circulagédo
sanguinea atingindo 30%, 40% e 40% dos embrides testados nas mesmas concentracdes
1,6,1,8e 2,0 mg L. Ja notempo de exposicédo de 96h, apenas 10% dos embrides expostos
apresentaram diminuicédo dos batimentos na concentracédo de 1,0 mg L, e na concentracado
de 1,4 mg L, 20% dos embrides sofreu diminui¢éo da circulagédo sanguinea.
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70% 70%
60% 60%
50% 50%
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30% 30%
20% 20%
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Figura 31 - Porcentagem de efeitos subletais do composto RuLap em embrides de zebrafish nos tempos de
exposicdo de 24h a 96h. Legenda: P6 (Edema de pericardio); O (Edema de saco vitelinico); BL (Parada da
circulacdo sanguinea); BL- (diminuicdo da circulacdo sanguinea) e H- (diminuigdo dos batimentos cardiacos).

No tempo de exposi¢do de 48h foi realizada analise para avaliar a diferenga entre os

eventos avaliados e observou-se que diminuicdo da frequéncia cardiaca e diminuicdo dos
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batimentos foram os mais predominantes, sendo que a diminui¢cdo da circulagdo sanguinea
ocorreu com maior frequéncia.Nao foi observada diferenca estatistica entre os eventos

analisados nos tempos de exposicao de 24h, 72h e 96h.

O RuLap apresentou toxicidade aguda a partir do periodo de exposicao de 48hpfem
todas as repeticdes dos testes e em todas as concentracdes testadas. No periodo de 24h
nao foi observado nenhum efeito subletal nos embrides. Ja nos tempos de 48h e 72h,
menos de 10% dos embrides expostos apresentaram efeitos subletais, sendo que dentre
os efeitos subletais avaliados (edema de pericardio, edema de saco vitelinico, parada total
da circulagdo sanguinea, diminui¢cdo da circulacdo sanguinea e diminui¢cdo dos batimentos
cardiacos), os efeitos que foram mais frequentes foram diminuicdo da circulacdo
sanguinea, parada completa da circulacdo e parada dos batimentos cardiacos, sempre nas
concentracdes acima de 1,6 mg L1. Na exposicdo de 96h, os efeitos subletais ocorreram a
partir da concentracdo inicial de 1,0 mg L™, diferentemente dos outros tempos de exposicéo,
salientando ainda que o efeito subletal de diminuicdo dos batimentos cardiacos foi

observado em um pouco mais de 10% dos embrides expostos.

Conforme observado na figura 32, o composto RuLap foi 0 inico composto que apresentou
efeitos letais nos embrides testados.
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Figura 32 - Porcentagem de efeitos letais do composto RuLap em embrides de zebrafish nos tempos de
exposicao de 24h a 96h. Legenda: K (Embrido coagulado); H (Parada dos batimentos cardiacos); S (auséncia
de somitos) e SW (cauda ndo detectada).
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No tempo de exposicéo de 48h observa-se que houve morte de 10% embrides
a partir da concentragdo de 1,6 mg L, e na concentragdo mais alta (2,0 mg L?), 40% dos
embrides morreram. Ja nos periodos de 72h e 96h, o composto RuLap provocou 100% de
letalidade desses embriGes, sendo que na concentracdo de 1,0 mg L ap6és 96h do
experimento, ndo houve formagéo de somitos em 10% dos embribes. Se considerarmos
gue na Figura 32, a maioria dos efeitos subletais mostrados sugerem que esses embrides
sofreram diminuicéo da circulacdo sanguinea e morreram devido a parada cardiaca. Apos
analise estatistica dos eventos ocorridos, observou-se que nos tempos de 72h e 96h, a
mortalidade ocorreu de forma frequente nas concentracdes testadas, bem como n&o houve

diferenca significativa entre a ocorréncia de mortalidade e demais efeitos letais ocorridos.

Quanto a taxa de eclosédo, ambos os compostos provocaram atraso significativo nas
taxas de eclosdo, quando comparados ao controle negativo. Aproximadamente 16% dos
embrides expostos ao complexo RuLau ndo eclodiram apds 72hpf e para o complexo
RuLap, 10% dos embrides ndo eclodiram apos 72hpf, conforme figura abaixo (Figura 33).
Observa-se que o complexo de RuLau apresentou maior nimero de embrides que nao
eclodiram apdés 72h, porém deve-se lembrar que essa taxa sO foi superior quando
comparado ao RulLap, onde os embridbes foram expostos ao complexo RulLap e

apresentaram 100% de mortalidade ap6s 72h de tratamento.
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204 =
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Figura 33 - Embribes de zebrafish que eclodiram apés 72hpf. *Significativo comparado com o controle
negativo (p < 0,05).

No estudo realizado por Haghdoost et al. (2017), os compostos de ruténio areno
([Ru(n 6 -benzene)(N-O)CI]) com o ligante de amina 2-hydroxy-1-naphthaldehyde provocou
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morte além de induzir atraso na eclosdo desses embrides, na concentracdo de 40 uM, os
guais eclodiam apenas apos 72hpf / 96hpf e ndo a partir de 48hpf, assim como foi
observado nos compostos de ruténio testados neste presente estudo. Em outro estudo de
Velozo-S4 et al. (2019), compostos de ruténio coordenados a fosfinas [Ru(N-
S)(dppm)2]PF6 (1) e [Ru(N-S)(dppe)2]PF6 (2), foram testados em embrides de zebrafish e
provocaram atraso na eclosdo, nas concentracdes mais altas (41,4 mg Lt e 100 mg L.
Porém, apesar disso, ao final do experimento estes embrides eclodiram (VELOSO-SA et
al., 2019).

A Tabela 8 descreve as concentracdes de ECio, ECso, LC10 € LCso (EC10 -
Concentracdo do composto para qual 10% do efeito € observado; ECso - Concentracéo do
composto para qual 50% do efeito é observado; LCio - Dose letal mediana de 10% dos
embrides; LCso — Dose letal mediana de 50% dos embrides) dos complexos de ruténio
RuLap e RulLau, que foram posteriormente utilizadas como concentracao de exposi¢cao para

0 ensaio de toxicidade de retina em embrides de zebrafish.

Tabela 8 - Média dos valores de EC e LC em mg Lt apds realizagdo do FET.

MEDIA DOS VALORES DE ECE LC

COMPOSTOS EC1o ECso LCio LCso
Rulap 1,02 1,32 2,53 7,2
Rulau 1,27 1,7 - -

EC10 - Concentracdo do composto para qual 10% do efeito é observado; ECso - Concentracdo do composto
para qual 50% do efeito é observado; LCio - Dose letal mediana de 10% dos embrifes; LCso — Dose letal
mediana de 50% dos embrides)- : N&do foi possivel estabelecer o valor de LC, uma vez que o composto ndo

causou letalidade.

As concentracdes de EC e LC mostraram que somente o composto de ruténio RuLap
apresentou toxicidade aguda nos embrides. No estudo de Haghdoost et al. (2017),
complexos de ruténio ([Ru(n 6 -benzene)(N-O)CI]) com o ligante de amina: furfurilamina,
hexilamina, ciclohexanemetilamina e benzilamina foram testado em embrides de zebrafish,
e as concentracbes de EC e LC encontradas variaram de 1,8 a 20mg L?. Quando

comparados a cisplatina, esses dados se tornam mais discrepantes, uma vez que a
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cisplatina induziu subletalidade e letalidade em concentraces de até 5ug L*
(HAGHDOOST et al., 2017).

No estudo recente realizado por Velozo-Sa et al. (2019), os complexos de ruténio
coordenados a fosfinas [Ru(lap)(dppb)(fen)]PFs e [Ru(lau)(dppb)(fen)]PFs ndo mostraram
toxicidade significativa nos embrides de zebrafish testados, mesmo utilizando
concentracfes mais altas. Estes compostos testados por Velozo-Sa et al. (2019),
apresentam estrutura semelhante a estrutura dos compostos RuLap e RulLau testados
neste presente estudo, pois ambos apresentam em sua estrutura ligantes de naftoquinonas.
Estes ligantes de naftoquinonas apresentam uma fragdo hidrofilica que leva a um menor
impedimento estérico da molécula, 0 que acaba gerando menor toxicidade aos embribes
expostos (WEN et al., 2010). Apesar de ndo se mostrarem toxicos, estes complexos de
ruténio apresentaram um atraso na sua ecloséo (apo6s 72hpf). Nos estudos conduzidos por
Brown et al. (2009) e Ou et al. (2007), complexos de ruténio coordenados a naftoquinonas
e também complexos de platina, quando testados em embribes de zebrafish, induziram

malformacdes tanto na cabeca quanto nos olhos em concentracées menores que 50 mg L
1

5.5. AVALIACAO DA TOXICIDADE DE RETINA EM LARVAS DE ZEBRAFISH

Para o teste de toxicidade de retina, foram selecionados os compostos de RulLap e
RulLau. Para o experimento realizado com o composto RulLap, ndo foi possivel a obtencdo
de resultados, uma vez que o composto contendo Lapachol mostrou uma interagcdo com a
substancia PTU que pode ter provocado uma toxicidade suficientemente letal para o

embrido, levando-o a morte antes da finalizacdo do experimento (Figura 34).

Figura 34 - Embrido de zebrafish em processo de decomposi¢cdo antes mesmo da completa eclosédo. *A
morte dos embries expostos ao composto RuLap ocorreu em todas as concentracdes testadas (ECzs, ECso
e ECyrs). Fonte: Autora.
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Os resultados do ensaio de retina de embribes de zebrafish com RulLau séo
mostrados na Figura 35 para todas as concentracdes testadas (2ECi0, EC10 € 2X ECu1o0).
Nesta figura, o composto RuLau nas duas primeiras concentracoes testadas, ndo apresenta

diferenga morfolégica em relacéo ao controle negativo.

1/2 EC10

2xEC10

Figura 35 - Efeitos retino morfolégicos de embrifes de zebrafish expostos a diferentes concentracdes dos
complexos de ruténio RuLau, corados com cumarina 6. As fotos foram tiradas a 72 hpf com um microscépio
laser confocal. *Legenda. CN: Controle negativo; EC10: 1,50 mg/L; ¥2 EC1o: metade da ECio; 2x EC10: dobro

da ECio.

Apesar de que quase nenhuma alteragdo morfologica e na intensidade de
fluorescéncia foi observada visualmente na figura 35, apds andlise estatistica dos
resultados, observaram-se alteragcfes significativas em duas concentragbes do composto

RuLau quando comparadas ao controle negativo.
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A maior concentracéo testada (3 mg L?) foi a responsavel por provocar uma maior
alteracdo morfolégica nas retinas dos embrides. Essa alteracdo consiste em uma reducao
de aproximadamente 200 um? da area da CPI do embrido tratado quando comparado a
area da CPI do controle negativo, e apenas no tempo de exposicdo de 96h, como mostrado
na Figura (Figura 36 A). Além da concentracdo 3 mg L™, a concentracdo 1,5 mg L™* também
foi responsavel por provocar uma reducgédo de aproximadamente 100 um? na area da CPI,
no mesmo tempo de exposi¢ao. Ja na concentracdo ECio ndo houve alteracao significativa
da érea da CPI.

RuLau [mg L] A RulLau [mg L] B
1000 1 100

“”Tﬁéii iif;§

60

800 -

Area [um?]

40 A

200 A |
2 hpf 20

i —m
HIlH
1
HIlH
HilH
HlH
HlH
H §
Espessura da CPI [um]

Figura 36 - A: Avaliagdo da area da CPI em embrifes de zebrafish expostos a 72hpf e 96hpf. B: Avaliagédo da
espessura da CPlI em embribes de zebrafish expostos a 72hpf e 96hpf ao complexo de ruténio RulLau.
Legenda: CN: controle negativo; CP: controle positivo. *Diferenca discreta. ***Diferenca sifgnificativa.

Na Figura 36-B, o composto RuLau provocou altera¢des significativas da espessura
da CPI da retina em duas concentragGes do composto. Na concentracdo de 1,5 mg L?
observou-se um aumento de 10 pm? da espessura da CPI quando comparado ao controle
negativo, e um aumento de 20 pm? na concentracdo de 0,75 mg L, ambas as alteracoes,
no mesmo periodo de exposicdo de 72h. Com 96h de exposicdo, houve altercao
significativa apenas na concentracdo mais alta testada, provocando uma reducdo da
espessura da CPI. Quando as diferentes concentragcdes do composto RulLau foram
comparadas entre si, observou-se diferenca significativa entre as concentracfes de 0,75
mg L e 3 mg L% e também entre as concentraces de 1,5 mg Lt e 3 mg L%, sugerindo
que a concentracdo de 3 mg L seja responsavel por provocar alteracdes mais acentuadas

na retina dos embrides.
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Em um estudo de Stengel et al. (2017), os pesquisadores buscaram padronizar uma
técnica para monitorar o potencial neurotoxico de poluentes que estdo presentes no
ambiente aquatico, o qual muitas espécies de animais estdo expostas. Nos ultimos anos,
as técnicas utilizadas para avaliacdo desse potencial tém frequentemente incluido o
zebrafish como um alternativa ao uso de mamiferos (KLUVER et al., 2015; NOYES et al.,
2015; DISHAW et al., 2014; JAREMA et al., 2015), ja que os modelos mamiferos exigem
maior tempo de exposicdo bem como o uso de equipamentos e metodologias mais

sofisticadas.

Até o momento, sabe-se que o zebrafish se mostra como um importante modelo para
avaliacao do potencial neurotoxico, ja que a visualizacado de mal formacdes em estruturas
presentes nas camadas de células da retina mostram importantes aspectos que
caracterizam a neurotoxicidade (KAIS et al., 2015 e STENGEL et al., 2017). Apesar disso,
€ importante salientar que os testes de neurotoxicidade em peixes ainda ndo alcancaram a
padronizacdo a nivel internacional. As alteragcdes morfolégicas na arquitetura das células
presentes na retina de peixes sdo raramente documentadas na literatura, mas ja se
observou que efeitos neurotdxicos estdo associados a malformacdes na estrutura ocular
dos peixes (CHANRASEKAR et al., 2011).

5.6. AVALIACAO DO POTENCIAL NEUROTOXICO EM LARVAS DE ZEBRAFISH

Os embrides foram expostos aos compostos de ruténio nas concentracoes de Y2
EC10, EC10 € 2x EC10 (0,75 mg L, 1,5 mg L'e 3 mg L, respectivamente) conforme
determinado no FET realizado. Nenhum desses controles solventes DMSO e NaOH teve
influéncia sobre a acetilcolinesterase. As concentracées dos compostos de teste mostraram

efeitos significativos, mesmo que a atividade da acetilcolina permanecesse superior a 50%

(Figura 37).
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Atividade AChE (% CN)

CN DMSO 0,75 LAU 1,5LAU 3Lau cp

Figura 37 - Atividade da enzima acetilcolinesterase em porcentagem. Legenda: CN: controle negativo; CP:
controle positivo.

Quando comparados ao controle positivo, todas as concentragcdes dos compostos
RulLau testadas mostraram diferenca estatisticamente significativa. Comparando as 3
concentracfes testadas do mesmo composto, observou-se diferenca estatistica entre as
concentracdes 0,75mg L* e 3mg L?; e entre as concentragbes 3mg L* e 1,5mg L7,
sugerindo que a concentracdo mais elevada (3mg L), foi a concentracdo que mais diminuiu

a atividade da acetilcolinesterase.

O teste de avaliacdo do potencial neurotéxico através da inibicdo da
acetilcolinesterase no zebrafish ja foi descrito na literatura com uso de peixes adultos
(KUSTER, 2005), porém por uma questdo de bem-estar animal, hoje busca-se otimizar
metodologias que avaliem esses mesmos aspectos, usando-se embrides, reduzindo assim
0 numero de animais por experimento. Quando o efeito da acetilcolinesterase foi avaliado
em exposi¢des de substancias in vitro, nenhum efeito foi observado, em contrapartida, a
exposicdo com as mesmas substancias em embrides, resultou em inibigdo acentuada da
acetilcolinesterase (STENGEL et al., 2017). Em alguns estudos, autores verificaram que
mesmo apos exposicdo de embribes a substancias, esses ndo apresentaram alteracdes
nos sistemas visuais e olfativos (ASSIS et al., 2012 e SAMANTA et al., 2014). Porém apos
realizacdo do teste de AChE, com as mesmas substancias, mostrou-se mais sensivel
guando comparado ao teste de retina, mostrando inibicdo da enzima, evidenciando o
potencial de neurotoxicidade de algumas substancias (BUCK et al., 2012, COFFIN et al.,

2010).
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Apesar de saber que o sistema visual do zebrafish é sensivel aos efeitos
neurotoxicos, deve-se, portanto, incorporar por exemplo, testes de inibicdo / estimulacao
da acetilcolinesterase, bem como avaliar possiveis alteracdes no 6rgéo sensorial desses
peixes, que geralmente € formado na linha lateral deste animal. Ndo excluindo assim, a
necessidade de se aprimorar esses testes, para que esses sejam validados juntamente

com testes adicionais que possam avaliar outros endpoints.
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6. CONCLUSOES

Este trabalho investigou os efeitos de dois promissores protétipos e seus
precursores baseados em ruténio quanto as suas propriedades citotoxicas, genotéxicas e
mutagénicas, bem como avaliou o perfil da toxicidade aguda em embrides de zebrafish,
neurotoxicidade e toxicidade de retina, sendo este ultimo um método totalmente novo e

desenvolvido por Carola Schuller (2019) na Universitat Heidelberg.

Os resultados da avaliacdo do potencial de citotoxicidade mostraram um melhor
indice de seletividade do composto de ruténio RulLau, quando comparado ao composto
RuLap, uma vez que RulLau apresentou indice de seletividade de 10,91 para a linhagem

tumoral HeLa em relacdo aos outros compostos.

Na avaliagdo do teste do mincronucleo in vitro, o composto RuLau foi o que
apresentou menor potencial genotéxico. Os resultados mostram que em nenhuma
concentracdo testada este composto apresentou genotoxicidade significativa abaixo da

concentragdo de 2 mg L.

No ensaio cometa in vitro, ambos os compostos RuLap e RuLau apresentaram
potencial genotdxico, ndo apresentando diferenca entre os tempos de exposi¢ao de 24h e
48h.

Nos testes de avaliacdo do potencial téxico agudo em embribes de zebrafish, o
composto RuLau apresentou efeitos subletais menos acentuados quando comparados ao
composto RuLap. O composto RuLau ndo provocou a morte dos embrides nem mesmo nas
concentracfes mais altas. O composto RuLap foi o tnico composto que de fato mostrou-se
mais toxico, levando o atraso na eclosdo dos embrides e causando também letalidade dos

mesmos, antes mesmo de eclodirem.

Na avaliacdo do potencial neurotoxico através do teste de retina em embrifes de
zebrafish, ndo houve diminui¢do significativa da area da CPl nas concentracfes mais
baixas (¥2 ECi0 e ECi0), apresentando alteragcdes apenas na concentracdo mais alta (2x
ECi0), e quando avaliada a espessura da retina, houve um aumento significativo da

espessura da retina na concentracdo mais baixa.

Ja na avaliacdo do potencial neurotoxico atravées do teste de inibicdo da

acetilcolinesterase, todos as concentracdes dos compostos testados induziram a inibicéo
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da enzima, porém a concentracdo que causou maior reducdo da atividade da enzima fora
a concentracdo 3mg L, podendo estar relacionada portanto com a inducédo de efeitos

neurotoxicos, mesmo que nao acentuados.

7. PERSPECTIVAS

Espera-se repetir os experimentos de acetilcolinesterase, bem como o de toxicidade de

retina, para os demais compostos de ruténio que nao foram testados.

Espera-se publicar um artigo de sintese dos compostos RuLap e RulLau, juntamente com
os testes de toxicidade em embrides de zebrafish.

Espera-se publicar um artigo sobre a sintese e potencial de toxicidade aguda de compostos

baseados em niquel (parceria com a UFPR).
Espera-se publicar um artigo sobre efeito larvicida dos complexos RuLap e RulLau.

Espera-se publicar o novo protocolo do ensaio cometa desenvolvido neste estudo.
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APENDICE 1

Complexos de ruténio (1), coordenados mercapto (RuAc, RuDia, RuTiu e RuMTiu)
(Figura 1) e complexos coordenados a Fenantrolina e trifenilfosfina RuCwphen e RuCwbipy
(Figura 2). Todos foram sintetizados no Laboratério de Estrutura e Reatividade de
Compostos Inorganicos do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos sob
a coordenacdo do Prof. Dr. Alzir Azevedo Batista e encaminhados ao Laboratorio de
Genética Molecular e Citogenética (LGMC) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da
Universidade Federal de Goids (UFG) para realizacdo dos ensaios necessarios ao

desenvolvimento deste trabalho.

RuTiu RuMTiu

Figura 1 — Estruturas dos complexos de ruténio coordenados a mercaptos RuAc, RuDia,

RuTiu e RUMTIu. Fonte: Elaborado por Tom Bettens, 2019
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CwPhen CwBipy

Figura 2 - Estruturas dos complexos de ruténio coordenados a fosfina CwPhen e
CwBipy. Fonte: Elaborado por Tom Bettens, 2019.

As férmulas e massas moleculares dos complexos de ruténio testados estédo

apresentadas na tabela abaixo (Tabela 1).

Tabela 1 - Complexos de ruténio adicionalmente avaliados.

MASSA MOLECULAR

FORMULA GERAL DOS TIPO DE
COMPLEXOS SIGLA LIGANTE (g mol-1)
[Ru(pyAC)(bipy)(dppf)]PFs RuUAc Mercapto 1110,78
[Ru(dmp)(bipy)(dppf)]PFs RuDia Mercapto 1097,78
[Ru(2TU)(bipy)(dppf)]PFs * RuTiu Mercapto 1083,75
[Ru(6m2TU)(bipy)(dppf)]PFs * RuMTiu Mercapto 1097,78
Fenantrolina e
cis-[RuLauz(PPHs)2(phen)] * CwPhen trifenilfosfina 1123,96
Bipiridina e
cis-[RuLauz(PPHz3)2(bipy)] * CwBipy trifenilfosfina 1099,93
APENDICE 2
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Tabela 2: ConcentragGes inibitdrias (IC, ), em UM, e indice de seletividade (IS) dos

complexos de ruténio RuLap, RuLau, RuAc, RuDia, RuTiu, RuMTiu, RuCwphen e

RuCwbipy frente as linhagens celulares V79 e Hela.

ICso (1M) IS
LINHAGEM CELULAR
COMPOSTO V79 HELA

2,42%*

RuA 49,26 20,29 ’
uAc (HeLa)
1,5

RuDia 9,76 6,47 ’

ol (HeLa)
2,06*

RuTi 7,85 3,81 ’
uii (HeLa)
2,06*

RuMTiu 8,85 6,44 ’
(HeLa)
3,49*

RuCwphen 14,24 4,07 ’
(HeLa)
RuCwbi 75,78 8,81 87%
Py ’ ’ (HeLa)

*1S2 2,0.
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APENDICE 3

Ruthenium AC
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Figura 1 - Distribui¢cdo percentual dos efeitos subletais do composto RuAc apds 96hpf de tratamento frente a
embrides de Zebrafish.

Ruthenium CWBIPY
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Figura 2 - Distribuicao percentual dos efeitos subletais do composto RuCwBipy apés 96hpf de tratamento
frente a embriGes de Zebrafish.
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Figura 3 - Distribuicdo percentual dos efeitos subletais do composto RuCwPhen apds 96hpf de tratamento

frente a embrides de Zebrafish.
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