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RESUMO

O cancer ¢ um termo utilizado para doengas em que células anormais se dividem sem controle
e sdo capazes de se espalhar e invadir outros 6rgaos e tecidos através dos sistemas sanguineo e
linfatico. O cancer de mama apresenta maior incidéncia e mortalidade entre as mulheres. Sua
heterogeneidade representa um grande desafio na clinica, pois requer planos de tratamentos
especificos para cada subtipo da doenga. Os farmacos utilizados atualmente para o tratamento
do cancer de mama apresentam alta taxa de resisténcia e baixa seletividade para as células
tumorais, causando diversos efeitos colaterais. O desenvolvimento de compostos antitumorais
a base de metais iniciou-se com a descoberta da atividade antitumoral da cisplatina, que
atualmente estd entre os fArmacos antitumorais mais utilizados na clinica para o tratamento de
diversos tipos de tumores, como de ovario, mama, cabeca e pescoco. Os complexos de ruténio
tém atraido grande atencdo por apresentarem propriedades Unicas que podem justificar seu
potencial antitumoral como a capacidade de imitar o ferro na ligagdo a muitas biomoléculas,
incluindo a transferrina e albumina, tornando-o mais especifico para as células tumorais. O
objetivo deste trabalho foi selecionar dentre diferentes complexos um novo complexo de ruténio
contendo acido salicilico e derivados, o qual pudesse ser candidato a medicamento antitumoral,
e avaliar os efeitos do complexo selecionado através de estudos in vitro em células de mama e
in vivo através do modelo de metéastase espontdneo singénico ortotopico. Os resultados
demonstraram que o complexo Ru(Amsal) foi o mais seletivo para as células tumorais de mama
da linhagem MDA-MB-231 entre os seis complexos testados. Estudos morfoldgicos mostraram
que o complexo Ru(Amsal) promoveu maiores alteragdes na morfologia das células MDA-MB-
231 quando comparado a outras linhagens testadas e além disso, o complexo foi capaz de atuar
no processo de formac¢do de colonias, diminuindo o niimero de tamanho das mesmas. Nos
ensaios relacionados a cascata metastatica, o complexo Ru(Amesal) inibiu a migragao, invasao,
adesdo, e alterou a organizacdo do citoesqueleto de células da linhagem MDA-MB-231. O
complexo também induziu a morte celular por apoptose, casou danos ao DNA, fragmentagdo
nuclear e despolariza¢do do potencial de membrana da mitocondria. Ainda, foi capaz de alterar
o ciclo celular das células tumorais MDA-MB-231, aumentando a porcentagem dessas células
na fase sub-G1. A andlise do efeito do complexo Ru(Amsal) incorporado em microemulsao
(Ru(Amsal)mg) in vivo em modelo de metastase espontaneo singénico ortotopico, demonstrou
que este complexo foi capaz de inibir metastases pulmonares e 6sseas. Além disso, ndo houve
sinais de toxicidade nos animais tratados com o complexo. Portanto, os resultados indicam que
o complexo Ru(Amsal) apresenta propriedades promissoras e que pode ser uma nova alternativa
de farmaco para o tratamento do cancer de mama.

Palavras-chave: cancer, cancer de mama, complexos de ruténio, apoptose, metastase.



ABSTRACT

Cancer is a term used for diseases in which abnormal cells divide uncontrolled, spread, and
invade other tissues through the blood and lymphatic systems. Breast cancer is one of the most
common and with higher mortality among women. Its heterogeneity represents a critical
challenge in the clinic, as it requires specific treatment for each subtype of the disease. The
treatments used for breast cancer have a high resistance rate and low selectivity for tumor cells,
causing several side effects. The development of antitumor metal-based compounds started
with the discovery of antitumor activity of cisplatin and is currently among the most widely
used antitumor drugs in the clinic to treat various types of tumors, such as ovary, breast, head,
and neck. Ruthenium complexes have attracted significant attention because they have unique
properties that can justify their antitumor potential, such as mimicking the iron for binding
several biomolecules, including transferrin and albumin, making it more specific to tumor cells.
This work aimed to select among different complexes a new ruthenium complex, which would
be the candidate for antitumor drug, and evaluate the effects of the selected complex through in
vitro studies on breast cells and in vivo through the spontaneous metastases of syngenic an
orthotopic model. The results demonstrated that the complex Ru(Amsal) was the most selective
against breast tumor cells MDA-MB-231 among the six complexes tested. Morphological
studies showed that the Ru(Amsal) complex promoted more significant changes in the
morphology of breast cancer cells MDA-MB-231 compared to other cell lines tested and,
besides, the complex was able to act in the colony formation process, reducing the number and
size of the colonies. In the metastatic cascade assays, the complex Ru(Amsal) inhibited
migration, invasion, and take and altered the organization of the cytoskeleton of breast cancer
cells MDA-MB-231. The complex also induced cell death by apoptosis, DNA damage, nuclear
fragmentation, and mitochondrial membrane potential depolarization. Furthermore, it changed
the cell cycle of breast tumor cells MDA-MB-231, increasing the percentage of these cells in
the sub-G1 phase. An analysis of the effect of the complex Ru(Amsal) synthesized on a
microemulsion (Ru(Amsal)vg) in vivo in a spontaneous metastases syngenic and orthotopic
model demonstrated that this complex was able to inhibit pulmonary and bone metastases. Also,
there were no signs of acute toxicity in animals treated with the complex. Therefore, the results
indicate that the complex Ru(Amsal) has promising properties and might be a good alternative
drug for breast cancer treatment.

Keywords: cancer, breast cancer, ruthenium complex, apoptosis, metastasis.
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ZnClz— Cloreto de zinco
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Capitulo 1 — Introducio

1.1 Cancer: incidéncia e causas

A incidéncia e a mortalidade por cancer vém crescendo em todo o mundo. O
envelhecimento e o crescimento populacional sdo em parte responsaveis por este aumento, bem
como as mudancas na distribui¢do e prevaléncia dos fatores de risco, no qual observa-se um
declinio dos tipos de cancer associados a infecgdes e o aumento daqueles associados a
urbanizagao (sedentarismo, alimentacao inadequada, entre outros) (BRASIL, 2020c).

A estimativa mundial mais recente aponta que em 2020 ocorreram 19,3 milhdes de
novos casos de cancer e um total de 10 milhdes de mortes. O cancer de mama € o mais incidente
no mundo, seguido pelo cancer de pulmao, colorretal, prostata e estdomago (SUNG; FERLAY;
SIEGEL; LAVERSANNE et al., 2021). No Brasil, as estimativas do Instituto Nacional de
Cancer Jos¢ Gomes Alencar da Silva (INCA) para cada ano do triénio 2020-2022 apontam para
ocorréncia de 625 mil novos casos de cancer. O cancer de pele ndo melanoma serd o mais
incidente, seguido pelos canceres de mama, prostata, colon, reto, pulmao e estdmago (BRASIL,

2020c) . A Tabela 1 apresenta a distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais

incidentes estimados para 2020, exceto pele ndo melanoma.

Tabela 1 — Distribui¢@o proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2020 por sexo, exceto
pele ndo melanoma. *

Piostata 65840 292% Mamafeminna 66280 297%
Cdlon e Reto 20540 91% Homens Mulheres Cdlone Reto 20470  9,2%
Traqueia, Brénquio e Pulmao 17.760  7,9% Colo do utero 16.710  7,5%
Estémago 13.360  5,9% y 4 Traqueia, Brénquio e Puimao 12440 5,6%
Cavidade Oral 11.200 5,0% Glandula Tireoide 11950 54%
Esofago 8.690 3,9% g Estémago 7.870 35%
Bexiga 7590 34% Ovario 6.650  3,0%
Linfoma ndo Hodgkin 6.580 2,9% y Corpo do Utero 6.540 29%
Laringe 6470 29% Linforna ndo Hodgkin 5450  24%
Leucemias 5920 26% Sistema Nervoso Central 5230 2,3%

*Extraido de (BRASIL, 2020b)

O cancer de mama apresenta a maior incidéncia e mortalidade na populacdo feminina
em todo o mundo. Em 2020, foram 2,3 milhdes de novos casos no mundo, representando 24,5%
de todos os tipos de canceres que acometeram as mulheres (IARC, 2021). Ainda, para o ano de
2020, no Brasil, foram estimados 66.280 novos casos, o que representa uma taxa de incidéncia

de 43,74 casos de cancer de mama por 100 mil mulheres. A incidéncia e mortalidade do cancer
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de mama apresentam um crescimento progressivo em mulheres a partir dos 40 anos. Na
populagdo feminina abaixo de 40 anos, ocorrem menos de 10 mortes a cada 100 mil mulheres,
enquanto na faixa etaria a partir de 60 anos o risco ¢ 10 vezes maior, como pode ser observado

na Figura 1.

Figura 1 - Taxas de mortalidade no Brasil por cancer de mama, especificas por faixas etrias, por 100.000

mulheres no periodo de 1980 a 2018. *
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*Extraido de (BRASIL, 2020c)

O cancer ¢ um dos problemas de satde publica mais complexos que o sistema brasileiro
e mundial enfrenta, dada a sua magnitude epidemioldgica, social e econdmica. A
hereditariedade ou predisposi¢ao genética constitui fator importante para a evolucio do cancer,
no entanto, a maioria dos casos esta diretamente relacionada com exposic¢ao a fatores ambientais
acumulados. Estes fatores ambientais sdo externos ao organismo, como por exemplo,
compostos quimicos presentes em alimentos e agrotoxicos, tabagismo, exposi¢ao a radiacao, e
contato com organismos infecciosos. Associados aos fatores ambientais e genéticos, a atuagao
de hormonios e a condi¢do do sistema imune também podem contribuir para a progressao da
doenga (CAO; GIOVANNUCCI, 2016; NCI, 2020a).

O diagnostico do cancer pode ocorrer em qualquer faixa etaria; no entanto, em
individuos idosos a incidéncia ¢ maior. Nesta etapa da vida, as alteragdes do sistema imune

associadas ao envelhecimento, o acimulo de mutagdes genéticas, uma maior exposi¢cao
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ambiental a agentes carcinogénicos e alteragdes hormonais podem ser fatores contribuintes,
justificando a maior incidéncia de cancer nestes individuos (FALANDRY; BONNEFOY;
FREYER; GILSON, 2014; PAWELEC, 2017). E importe ressaltar que pelo menos um tergo
dos casos novos e entre 30% a 50% das mortes por cancer que ocorrem anualmente no mundo
poderiam ser evitadas modificando ou evitando os principais fatores de risco e implementando
medidas de prevencao. A prevencao geralmente atua sobre os fatores de risco modificaveis, e
inclui mudancgas de habito que envolvem evitar o consumo de bebidas alcodlicas, ndo fumar,
praticar atividade fisica, adotar uma alimentacdo saudavel e evitar exposicdo aos riscos

ambientais (IARC, 2021).

1.2 Patologia do cancer

O cancer ¢ um conjunto de doencas extremamente heterogéneas que ocorrem em
diferentes tecidos, mas que possuem em comum o crescimento desordenado de células. Essa
perda de controle € resultante de alteragdes em genes relacionados a proliferacao, diferenciacao
e morte celular. Os genes envolvidos na perda do controle da proliferacdo celular sao divididos
em duas grandes classes: 0s proto-oncogenes, que estimulam o crescimento celular, impedem
a diferenciagdo e a morte celular, e os genes supressores de tumor, que limitam o crescimento
das células, controlando negativamente a proliferagao e sobrevivéncia celular. O desequilibrio
na regulacdo desse sistema, por meio da ativacdo de proto-oncogenes ou da perda da funcdo de
genes supressores de tumor, pode levar a proliferagdo descontrolada de células e ao acimulo
de sucessivas anormalidades genéticas, caracteristicas do cancer (PEDRAZA-FARINA, 2006).

As células potencialmente malignas apresentam um conjunto de caracteristicas
fundamentais, tais como: autossuficiéncia em sinais de crescimento (ndo dependem de fatores
de crescimento), resisténcia aos sinais antiproliferativos (sdo insensiveis aos inibidores de
crescimento), resisténcia a morte celular, potencial replicativo ilimitado (imortalidade),
angiogénese sustentada (crescimento sustentado em células do estroma para atrair novos vasos),
evasdo do sistema imunoldgico, invasdo, metastase, além de estresse metabodlico, oxidativo e

de dano ao DNA (Figura 2) (HANAHAN; WEINBERG, 2000; 2011).
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Figura 2 — Caracteristicas fundamentais responsaveis pelo carater maligno das células tumorais. *
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*Extraido e modificado (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

O entendimento do cancer como um microambiente tumoral no qual ocorre a interacdo
de células geneticamente alteradas, células normais (como fibroblastos, células imunes, células
endoteliais), vasos, e substancias produzidas localmente ou originarias da irrigagdo sanguinea,
tem se mostrado muito mais satisfatoria na compreensdo do desenvolvimento tumoral.
Simultaneamente as mudangas genéticas e epigenéticas, as células tumorais sao influenciadas
pelo microambiente que as cercam, podendo adaptar seu fenotipo a medida que o meio se
modifica (MAO; KELLER; GARFIELD; SHEN et al., 2013). O microambiente tumoral diz
respeito ao sitio de desenvolvimento do tumor, que envolve ndo s6 as células tumorais, mas
também células estromais, sendo considerado um ambiente extremamente complexo (JOYCE;
POLLARD, 2009). Estdo presentes no microambiente tumoral células vasculares endoteliais
que sdo capazes de formar vasos sanguineos para suprir o crescimento do tumor; os fibroblastos
associados ao cancer (CAFs) responsaveis por produzir diferentes fatores de crescimento,
dentre eles o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) que favorece a angiogénese, e
componentes da matriz extracelular (MEC). Os linfécitos, macrofagos e neutrofilos também
estdo presentes e produzem citocinas que beneficiam a imunossupressdao. Os macréfagos
associados ao tumor (TAMs) apresentam fungdo muito importante na imunossupressao € no
remodelamento tumoral através da secrecao de diferentes metaloproteinases de matriz (MMPs).

A MEC também possui relevancia no desenvolvimento do tumor devido a constantes interagdes
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com as células tumorais (Figura 3) (ADJEIL; BLANKA, 2015; PICKUP; MOUW; WEAVER,
2014; QUAIL; JOYCE, 2013). Sendo assim, essas interacdes continuas no microambiente
tumoral podem contribuir para promover o aparecimento do cancer, sustentar o
desenvolvimento do tumor, defender o tumor do sistema imune do hospedeiro, resistir a terapias

e levar a metastase.

Figura 3 — O microambiente presente no tumor primario. *
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*Extraido e modificado de (JOYCE; POLLARD, 2009)

O processo metastatico ¢ descrito como um conjunto de eventos
sequenciais e interligados de modo complexo e dindmico. As cinco principais etapas da cascata
metastatica incluem: a invasao, intravasamento, circula¢do, extravasamento ¢ colonizacao
(Figura 4) (ANDERSON; BALASAS; CALLAGHAN; COOMBES et al., 2019). Para invadir,
as c¢lulas tumorais utilizam uma variedade de proteases extracelulares, incluindo MMPs, que
auxiliam na degrada¢@o da matriz extracelular, além de células mieloides que por sua vez, sao
responsaveis por gerar um ambiente imunossupressor. Ja os fibroblastos ¢ TAMs interagem
com as cé€lulas tumorais por meio da produgdo e secrecdo de componentes como fatores de
crescimento, citocinas e quimiocinas e uma vez ativados, produzem ainda VEGF, que induz a

permeabilidade vascular e angiogénese (OBENAUF; MASSAGUE, 2015). A saida do tumor
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primario também ¢ favorecida pela transi¢ao epitélio-mesenquimal (EMT) das células tumorais
no qual, a célula epitelial modifica sua polaridade e propriedade adesiva para um fenétipo de
cé¢lula mesenquimal, com alteragdes no citoesqueleto, resisténcia a apoptose e ganho na
capacidade de migragdo e invasdo. As células tumorais, através de movimentos ameboides,
atravessam a parede endotelial por meio de poros entre os endotelidcitos e alcangam a
circulacao sanguinea (REYMOND; D'AGUA; RIDLEY, 2013). Uma vez no interior dos vasos,
as cé¢lulas tumorais estdo expostas a uma intensa for¢a mecanica proveniente da corrente
circulatoria, e muitas ndo resistem a esses estimulos. Estudos mostram que menos de 0,01% de
células que deixam um tumor primario terdo potencial para colonizar outros locais. Na
circulacao sanguinea, as plaquetas parecem estar envolvidas como facilitadoras no processo de
extravasamento, no qual elas se ligam as células tumorais circulantes e as protegem de fatores
de necrose tumoral circulantes, ocasionam a embolia tumoral em capilares favorecendo a
adesdo ao endotélio e podem induzir a neoangiogénese, possibilitando o crescimento em 6rgaos
secundarios (FARES; FARES; KHACHFE; SALHAB et al., 2020). O extravasamento depende
das interagdes entre células neoplasicas e endoteliais e da permeabilidade vascular, eventos que
sdo dependentes de moléculas de adesdo. As células tumorais estendem seus pseudopodos e
penetram nas jungdes entre as células endoteliais. Uma vez as células neoplasicas extravasadas,
elas podem sofrer apoptose ou entrar em um periodo de dorméncia por meses ou décadas. As
células tumorais podem também formar micrometdstases no orgdo-alvo, porém sua
sobrevivéncia depende de diversos fatores e condi¢des do microambiente (NEOPHYTOU;
KYRIAKOU; PAPAGEORGIS, 2019). Ainda, para a adapagdo no novo local, as células
tumorais induzem modificagdes que suportam suas necessidades metabodlicas incluindo a
sintese de fatores pré-angiogé€nicos para a formacdo de uma nova rede vascular para
estabelecimento do tumor no novo local (SCENEAY; SMYTH; MOLLER, 2013).

A metastase constitui a principal causa de morte para 90% dos pacientes com cancer,
portanto, compreender a dindmica de todo o processo ajudara a identificar possiveis alvos para
terapias moleculares com o objetivo de interromper ou reverter o crescimento do tumor e

metastases (FARES; FARES; KHACHFE; SALHAB et al., 2020).
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Figura 4 - Visdo geral da cascata metastdtica: as cinco principais etapas da metastase incluem a invasdo,
intravasamento, circulagdo, extravasamento e colonizagdo. *
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*Extraido e modificado (ANDERSON; BALASAS; CALLAGHAN; COOMBES et al., 2019)

1.3 Cancer de mama

O cancer de mama caracteriza-se pela diversidade e heterogeneidade clinica, biologica
e molecular. E uma das doengas que mais acomete as mulheres e apesar dos avangos nas
pesquisas, ainda ¢ um grande desafio seu diagnostico e tratamento (POURTEIMOOR;
MOHAMMADI-YEGANEH; PARYAN, 2016). Dentre os principais fatores de risco
associados ao surgimento e a progressao do cancer de mama estdo os habitos de vida, como a
falta de exercicio fisico, obesidade, consumo de alcool e exposigao a radiagdes. Outro conjunto
de elementos associados a esta doenga sdo os fatores hormonais e reprodutivos relacionados,
principalmente, & menarca precoce € a menopausa tardia, a nuliparidade e as terapias de
reposicdo hormonal (BRASIL, 2020a; FENG; SPEZIA; HUANG; YUAN et al., 2018).
Acredita-se que cerca de 5 a 10% dos casos de cancer de mama sao hereditarios, mulheres com
historia familiar de carcinoma ductal ou lobular de mama in situ ou invasor t€m um risco

aumentado de cancer de mama, e apenas uma pequena fracdo desses casos (4% a 5%) ¢
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explicada por mutacdes patogénicas nos genes BRCA1 (Breast Cancer Gene 1) ou BRCA2
(Breast Cancer Gene 2) (ANTONIOU; PHAROAH; NAROD; RISCH et al., 2003).

A glandula mamaria feminina ¢ composta por lobulos (glandulas produtoras de leite),
por ductos (pequenos tubos que transportam o leite dos lobos ao mamilo) e por estroma (tecido
adiposo e conjuntivo que envolve os ductos e lobulos, vasos sanguineos e vasos linfaticos)
(ACS, 2020a). O cancer de mama pode ser classificado de acordo com a sua origem, no qual,
os tipos mais comuns sdao aqueles que comecam nos ldbulos ou nos ductos mamarios
denominados respectivamente de carcinoma lobular e ductal in situ. Estes carcinomas
correspondem a 40 a 75% dos casos e podem adquirir caracteristicas invasivas e invadir outros

tecidos, podendo gerar metastases (CHATTERJEE; MCCAFFREY, 2014).

Figura 5 - Anatomia da glandula mamaria. *
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*Extraido e modificado (NCI, 2020b).

De acordo com as caracteristicas moleculares, o cancer de mama foi dividido em quatro
principais grupos, sendo eles: Luminal A, Luminal B, receptor do fator de crescimento
epidermal humano tipo 2 (HER2) e triplo negativo (PEROU; SORLIE; EISEN; VAN DE RIJN
et al., 2000; SORLIE; PEROU; TIBSHIRANI; AAS et al., 2001). Os subtipos luminais
correspondem a aproximadamente 70% dos tumores de mama e sdo caracterizados,
principalmente, pela expressao dos receptores hormonais de estrogeno (RE) e/ou progesterona
(RP) (RE+/RP+). O subtipo Luminal B se difere por apresentar amplificacdo do receptor do
fator de crescimento epidermal humano tipo 2 (HER2), conferindo a este um maior grau

histolégico, maior agressividade e, portanto, pior prognostico em relagdo ao subtipo A. Outro
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subtipo corresponde aos casos que apresentam HER2 amplificado com baixa expressdo dos
receptores hormonais (RE-/RP-/HER2+), representando aproximadamente 20% dos tumores
invasivos de mama e caracterizados por apresentar baixa sobrevida e pior prognodstico em
relacdo ao subtipo luminal (BRENTON; CAREY; AHMED; CALDAS, 2005; RUSSNES;
LINGJAERDE; BORRESEN-DALE; CALDAS, 2017; SCHNITT, 2010). O subtipo triplo-
negativo corresponde a cerca de 15% dos casos diagnosticados de cdncer de mama e apresentam
como caracteristica um pior prognéstico em relagcdo aos subtipos luminais e HER2, um aumento
no tamanho do tumor, elevada agressividade e maiores taxas de recorréncia. A auséncia de
receptores hormonais e de amplificagdo de HER2 impede que os tratamentos convencionais
para o cancer de mama sejam eficientes para este subtipo do tumor e, por isso, as principais
estratégias terapéuticas para estes tumores sao o uso de quimioterapia, radioterapia e cirurgia
(ABRAMSON; LEHMANN; BALLINGER; PIETENPOL, 2015; LEHMANN; JOVANOVIC;
CHEN; ESTRADA et al., 2016).

1.3.1 Diagnéstico e tratamento do cancer de mama

A deteccao do cancer de mama envolve o diagndstico precoce que utiliza a abordagem
de pessoas com sinais ou sintomas iniciais da doenga e o rastreamento, que consiste na
aplicacdo de teste ou exame numa populagdo sem sinais e sintomas de cancer de mama
(BRASIL, 2020d). Segundo a Sociedade Brasileira de Mastologia a recomendag¢do ¢ de que
se inicie o rastreamento através da realizacdo de mamografia a partir dos 40 anos de idade e
com frequéncia anual na tentativa de se fazer o diagnéstico precoce da doenca. J4 o Ministério
da Saude recomenda a mamografia de rotina para as mulheres de 50 a 69 anos uma vez a cada
2 anos, com potenciais beneficios de melhor prognostico da doenca, tratamento mais efetivo
e menor morbidade associada. A ultrassonografia e ressonancia magnética também sao
utilizados no rastreamento, porém ndo sdo indicados para a populacdo em geral. Apos a
observagdo do tumor, deve ser realizada a biopsia para o diagnoéstico final, que pode ser
realizada através de pungdo aspirativa por agulha fina, biopsia de agulha grossa ou biopsia
cirargica. Além dos métodos de imagem também ¢é recomendado o exame clinico das mamas,
que deve ser efetuado por profissional qualificado e com frequéncia anual a partir dos 35 anos
de idade (ACS, 2020b; BRASIL, 2020d; URBAN; CHALA; BAUAB; SCHAEFER et al.,
2017). Os pacientes devem realizar também com frequéncia a palpagao das mamas para

familiarizagdo dos aspectos normais e identificacdo precoce de eventuais alteragoes (BRASIL,
2020d).
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O tratamento do cancer de mama ¢ multidisciplinar e depende da fase em que a doenga
se encontra ¢ do tipo do tumor. O tratamento local envolve cirurgia e radioterapia, ja o
tratamento sistémico ¢ feito por hormonioterapia, terapia bioldgica e quimioterapia. A cirurgia
pode ser conservadora, quando ¢é retirado apenas o tumor, ou pode haver a mastectomia
total/parcial que envolve a retirada do tecido mamario, muscular e ganglios linfaticos axilares.
Ja a radioterapia utiliza doses controladas de radiacdo e geralmente ¢ administrada apds a
cirurgia a fim de eliminar as células tumorais remanescentes. As principais modalidades de
tratamento sistémico sdo a paliativa, em caso de metéstases; adjuvante, quando a terapia ocorre
apos a cirurgia e a neoadjuvante, quando a terapia ¢ utilizada antes da cirurgia com objetivo de
reduzir o volume tumoral (BRASIL, 2020a; NHS, 2019).

A quimioterapia pode ser uma terapia unica ou uma combinacao de farmacos que atuam
inibindo o crescimento e a proliferacdo das células tumorais. Os agentes quimioterapicos
amplamente utilizados no tratamento do cancer de mama em estagio inicial e avangado incluem
as antraciclinas (doxorrubicina e epirrubicina) e os taxanos (paclitaxel e docetaxel)
(BRAUNSTEIN; LIAO; LYTTLE; LOBO et al., 2016). O mecanismo de agdo das antraciclinas
esté relacionado a inibicdo da topoisomerase II, devido a intercalagcdo da droga entre os pares
de bases adjacentes do DNA, e geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS) resultando em
apoptose. Os taxanos t€ém como principal mecanismo de agao a inibi¢ao da mitose, pois se ligam
aos microtibulos estabilizando-os, promovendo a parada do ciclo celular e apoptose
(MORENO-ASPITIA; PEREZ, 2009).

O esquema quimioterapico padrdo para o cancer de mama ¢ baseado na combinacdo de
antraciclina e ciclofosfamida seguida de taxanos. Para o subtipo HER2 ¢ aplicado ainda a
terapia alvo com trastuzumabe, pertuzumabe, entre outros. J& para os tumores triplo negativos,
a adicdo de compostos de platina (por exemplo, a carboplatina) ao regime padrio tem
aumentado a eficacia do tratamento (BARTSCH; BERGEN; GALID, 2018).

Uma caracteristica comum da maioria dos quimioterapicos € a resisténcia celular, ou
seja, as células tumorais podem se tornar resistentes ao tratamento. Os pacientes podem
desenvolver resisténcia a quimioterapia ou hormonioterapia, sendo que mais de 30% das
mulheres com doenca metastatica ndo respondem a primeira linha de quimioterapia baseada em
antraciclinas e taxanos, apresentando progressdao da doenga em intervalo inferior a um ano
(MASOOQD, 2016). Além disso, os quimioterapicos atuam sobre todas as células em rapida
divisdo, tanto tumorais quanto normais, o que leva aos efeitos adversos do tratamento, tais como
a perda de cabelo, nduseas, vomitos, fadiga, perda de apetite, infecgdes, entre outros. Esses

efeitos podem ser tratados sintomaticamente, mas em alguns casos, podem ser toxicos para
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pacientes em estdgios avancados da doenga (VIDAL; RODRIGUEZ-BRAVO; GALSKY;
CORDON-CARDO et al., 2014).

1.4 Complexos inorgénicos a base de metais no tratamento do cincer

O potencial de agentes antitumorais a base de metais passou a ser explorado apods a
descoberta da atividade bioldgica da cis-diaminodicloroplatina (II), conhecida como cisplatina.
A introducdo da cisplatina para o tratamento clinico do cancer resultou em melhorias
significativas nas repostas de diferentes tumores, tais como de ovario e testiculo. A cisplatina ¢
um dos agentes mais eficazes no tratamento de cancer testicular, no qual a taxa de cura total é
de 90% (MONNERET, 2011). O mecanismo de a¢@o da cisplatina ¢ baseado na sua ligagado
covalente com o DNA, através da formacao de adutos, originando ligagdes intra e intercadeias,
que levam a alteragdes estruturais no DNA. Essas alteragdes inibem a transcrigdo e a replicagao
do DNA, levando a morte celular (DASARI; TCHOUNWOU, 2014; PIZARRO; SADLER,
2009). Apesar da eficiéncia da cisplatina no tratamento de diversos tumores, seus efeitos
colaterais como ototoxicidade, neurotoxicidade e nefrotoxicidade representam uma grande
limitagdo para sua utilizagdo. Outro grande problema enfrentado ¢ a resisténcia adquirida,
observada depois de 4 a 6 ciclos de tratamento (CHEN; CHANG, 2019; FLOREA;
BUSSELBERG, 2011; MILLER; TADAGAVADI; RAMESH; REEVES, 2010).

Nas ultimas décadas, a cisplatina passou por diversas modificagdes em sua estrutura
com a finalidade de se obter compostos que pudessem diminuir seus efeitos adversos. Muitos
andlogos a cisplatina foram sintetizados e avaliados, no entanto apenas a carboplatina e
oxaliplatina foram aprovados, juntamente com a cisplatina, para o uso mundial no tratamento
do cancer (HARTINGER; ZORBAS-SEIFRIED; JAKUPEC; KYNAST et al., 2006). Estima-
se que 50% dos pacientes com céancer serdo tratados com a cisplatina, confirmando sua
importancia e de seus andlogos. Tamanha utilizacdo e efetividade encorajaram a busca por
novos compostos para o tratamento de diferentes tipos de cancer, empregando também outros
tipos de metais (CHEN; CHANG, 2019). Neste sentido, varios pesquisadores t€ém direcionado
suas pesquisas para complexos contendo outros metais de transi¢ao (paladio, cobre, ouro, galio,
ruténio, entre outros), com o objetivo de encontrar novos farmacos antitumorais mais seletivos

e com menos efeitos adversos.
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1.4.1 Complexos de Ruténio como potenciais quimioterapicos

O interesse em avaliar o potencial antitumoral de complexos de ruténio surgiu na década
de 80 e desde entdo esses complexos metalicos vém sendo sintetizados e testados em diferentes
modelos in vitro ¢ in vivo (LI; IP; MAN; SONG et al., 2017; PIZARRO; SADLER, 2009;
POPOLIN; COMINETTI, 2017). Os complexos de ruténio apresentam baixa toxicidade
sist€émica quando comparado aos compostos de platina, e isso pode estar relacionado a
habilidade desses complexos de se acumular especificamente em tecidos tumorais. Complexos
de ruténio (III) podem atuar como pro-fairmacos, ou seja, podem ser facilmente reduzidos e
assim ativados seletivamente em ambientes de hipoxia e pH levemente acido encontrados nos
tecidos tumorais, o que favorece a redugdo do estado de oxidagao do ruténio (III) para ruténio
(IT) nessas células (BERGAMO; GAIDDON; SCHELLENS; BEIJNEN et al., 2012). Além da
ativacao por reducdo, os complexos de ruténio apresentam algumas propriedades quimicas que
contribuem para seu potencial antitumoral como a geometria octaédrica, que oferece
possibilidades ao ligar-se a acidos nucleicos, a cinética de substitui¢ao de ligantes e a habilidade
de mimetizar o ferro na ligagdo com biomoléculas. A albumina e transferrina sdo proteinas
utilizadas pelo organismo humano para solubilizar e transportar o ferro, reduzindo assim a sua
toxicidade. As células tumorais possuem uma maior necessidade de ferro, com isso, aumentam
o numero de receptores de transferrina localizados em suas superficies, sequestrando mais ferro
circulante (ALLARDYCE, 2001; FISCHER; HEFFETER; KRYEZIU; GILLE et al., 2014;
NAVES; GRAMINHA; VEGAS; LUNA-DULCEY et al., 2019).

O primeiro complexo de ruténio com potencial antitumoral a entrar em fase de testes
clinicos foi o farmaco [Imidazolium-trans-dimethylsulfoxide-imidazoletetrachlororuthenate
(NAMI-A). Os estudos mostraram que o NAMI-A ¢ capaz de inibir o crescimento de tumores
metastaticos em varios tipos de canceres de pulmao. O mecanismo de agio do NAMI-A envolve
a parada do ciclo celular na fase G2M, inibi¢do de MMPs, além de se ligar a acidos nucleicos,
inibindo a replicacao do DNA. Nos estudos clinicos de fase II, o NAMI-A foi associado a um
quimioterapico utilizado na clinica, a gencitabina, para o tratamento de pacientes com cancer
de pulmao, contudo a combinagido foi menos eficaz que o uso isolado da gentabicina e os
estudos foram interrompidos (ALESSIO; MESSORI, 2019).

O farmaco Indazolium trans-[tetrachlorobis(1H-indazole)ruthenate(Ill)] (KP1019)
com potencial citotdéxico para o tratamento de canceres colorretais resistentes a platina entrou
em estudos de fase I, porém devido a sua baixa solubilidade, os ensaios clinicos continuaram

com o complexo KP1339 (analogo ao KP1019), diferenciado apenas pela presen¢a do contra
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ion de sodio que aumentou consideravelmente a solubilidade do complexo. O mecanismo de
acdo proposto para o complexo KP1019/KP1339 envolve seu transporte pela transferrina,
inducdo de apoptose via processos mitocondriais e ligagao direta com o DNA. Nos ensaios
clinicos com o complexo KP1339 foram obtidos resultados satisfatorios como baixa toxicidade
hematologica e auséncia de neurotoxicidade em diferentes tipos de tumores (ALESSIO;
MESSORI, 2018; THOTA et al., 2018).

Portanto, acredita-se que os complexos de ruténio apresentam boas perspectivas para
obtenc¢do de potenciais farmacos com atividades antitumorais e a facilidade de modifica¢des
estruturais através de reagdes planejadas pode favorecer o desenvolvimento de complexos

estaveis e mais ativos.

1.5  Produtos naturais como ligantes

Os compostos de fontes naturais ha muito tempo sao utilizados no tratamento de varias
doencas. A maioria dos medicamentos encontrados no mercado deriva direta ou indiretamente
de vegetais, microrganismos, organismos marinhos, vertebrados e invertebrados terrestres.
Cerca de 60% dos farmacos antitumorais introduzidos na terap€utica nas ultimas décadas sao
de origem natural (CRAGG; NEWMAN, 2013).

O é4cido salicilico ¢ um derivado da salicina, substancia originalmente isolada da casca
do salgueiro branco (Salix alba). O é4cido salicilico teve suas atividades comprovadas como um
excelente anti-inflamatdrio, analgésico e antitérmico, porém, devido as irritagdes e danos
causados na boca, esdfago e estdbmago, a industria farmacéutica buscou
um derivado de eficacia comparavel ou superior e que trouxesse menos efeitos
adversos. Entdo, através da acetilacdo do grupo hidroxila do anel benzénico do 4&cido salicilico,
originou-se o 4cido acetilsalicilico (Aspirina®) (VANE; BOTTING, 2003). A Aspirina® é o
farmaco mais popular no mundo no combate a dor, além disso, a cada ano surgem mais
indicacdes terapéuticas para este firmaco como um fator protetor de cancer colorretal e cancer
de mama e no seu tratamento, diminuindo os riscos de metastase e aumentando a sobrevida de
pacientes (CHEN; HOLMES, 2017; GRANCHER; MICHEL; DI FIORE; SEFRIOUI, 2018).

Sabendo que a complexacao de ligantes bioativos com ions metalicos pode potencializar
e aumentar o campo de atuacao destes compostos, neste trabalho pretendeu-se unir o potencial
biologico que os complexos de ruténio vém apresentando juntamente com as caracteristicas do
ligante acido salicilico e derivados com o objetivo de obter compostos com maior seletividade

e citotoxicidade para as linhagens tumorais de mama.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi selecionar dentre seis diferentes moléculas um novo
complexo de ruténio com caracteristicas de candidato a farmaco antitumoral e avaliar seus

efeitos in vitro em células de mama e in vivo em modelo de cancer de mama em camundongo.

2.2 Objetivos especificos

o Avaliar seis complexos de ruténio quanto a citotoxicidade em células da linhagem ndo
tumoral de mama, MCF-10A, e das linhagens tumorais de mama MDA-MB-231, MCF-7, SK-
BR-3 e selecionar o complexo mais seletivo in vitro;

o Avaliar o efeito do complexo selecionado em induzir a apoptose e em inibir os passos
da cascata metastatica nas células da linhagem para o qual o complexo foi mais seletivo;

o Avaliar o efeito citotéxico do complexo selecionado incorporado em microemulsdo em
células da linhagem tumoral de mama de camundongo 4T1.13ch5T1 e ndo tumoral L929.

. Avaliar a capacidade do complexo selecionado incorporado em microemulsao em inibir
o crescimento do tumor priméario e a formagao de metastases em modelos de cancer de mama

espontaneo e experimental;

] Avaliar a toxicidade do tratamento in vivo do complexo selecionado incorporado em
microemulsdo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Complexos de ruténio

A sintese e caracterizacdo dos complexos de ruténio utilizados neste trabalho foram
realizadas pelo Laboratorio de Estrutura e Reatividade de Compostos Inorganicos (LERCI) do
Departamento de Quimica (DQ) da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar), sob
responsabilidade do Prof. Dr. Alzir Azevedo Batista e Dra. Angélica Ellen Graminha. Os
complexos de ruténio II com acido salicilico e derivados foram sintetizados a partir do cis-
[RuCly(dppb)(bipy)] e cis-[RuCla(dppe)2] com reagao ocorrendo pela substituicdo dos ions
cloretos pela coordenacao do ion carboxilato do ligante, produzindo complexos com a formula
geral [Ru(O-O)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(O-O)(dppe)2]PFs, em que (O-O) representa os ligantes
acido salicilico, 4cido aminosalicilico e 2,4 — dihidroxibenzoico (Figura 6). Os complexos de
ruténio sintetizados foram: [Ru(ASal)(dppb)(bipy)]PFs (1), [Ru(AmSal)(dppb)(bipy)]PFs (2),
[Ru(AdiSal)(dppb)(bipy)2]PFs (3), [Ru(ASal)(dppe):2]PFs (4), [Ru(AmSal)(dppe)2]PFs (5) e
[Ru(AdiSal)(dppe)2]PFs (6).

Figura 6 - Representagao da sintese dos complexos [Ru(O-O)(dppb)(bipy)]PF6 e [Ru(O-O)(dppe)2]PF6.
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3.1.1 Diluicdo dos complexos de ruténio

Para os ensaios in vitro os complexos foram solubilizados em Dimetil Sulfoxido
(DMSO) 100%. As concentracdes utilizadas nos ensaios foram preparadas em meio de cultura

adequado com a concentra¢do final de DMSO de 0,1% em cada amostra.

3.2 Linhagens celulares e padronizacio do cultivo in vitro

Durante o desenvolvimento deste estudo foram utilizadas diversas linhagens de cancer
de mama e de células ndo tumorais presentes no Laboratorio de Biologia do Envelhecimento
(LABEN) da UFSCar. As células das linhagens tumorais de mama MDA-MB-231, MCF-7 e
SK-BR-3 foram obtidas do Banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ). Ja a linhagem nao
tumoral de mama MCF-10A e a linhagem tumoral de mama de camundongo 4T1.13ch5T1
foram obtidas do Laboratério de Metastase do Hospital Peter MacCallum, Melbourne -
Austrélia. As células da linhagem triplo negativa MDA-MB-231 foram cultivadas em meio de
cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) contendo 10% de soro fetal bovino
(FBS), penicilina (100 UI/mL), estreptomicina (100 mg/mL) e L-glutamina (2mM). As células
tumorais de mama humana das linhagens MCF-7 e SK-BR-3 foram cultivadas em meio de
cultura RPMI adicionado de 10% de FBS. As células de mama humana ndo tumorais da
linhagem MCF-10A foram cultivadas em meio DMEM/F12, adicionado de 5% de soro de
cavalo, EGF (20 ng/mL), hidrocortisona (0,5 pg/mL), insulina (10 pg/mL final) e 1% de
antibidtico (penicilina/estreptomicina). A linhagem 4T1.13ch5T1, isolada de um tumor
formado espontaneamente em um camundongo Balb/c, foi cultivada em meio Alpha MEM
contendo FBS (5%), bicarbonato de sddio (2,2 mg/mL), cloreto de sodio (4 mg/mL), penicilina
(100 U/mL) e estreptomicina (100 mg/mL).

As linhagens celulares foram mantidas em incubadora umida com 5% de COz e a 37°C
para serem utilizadas nos ensaios ou cultivadas em garrafas de cultura. As passagens celulares
foram realizadas por tripsinizagao das células, que ocorre por incubagao com ImL de solugdo
de tripsina (2,5mg/mL) em incubadora imida durante 5 minutos. A reagdo foi parada com a
adicao de 1mL de meio de cultura seguida de centrifugagdo a 1000 rpm por 5 minutos. As

células foram homogeneizadas em meio de cultura e utilizadas para a finalidade desejada.
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3.3 Ensaios de citotoxicidade

3.3.1 Ensaio de viabilidade celular — Método do MTT

O efeito citotoxico dos complexos sobre as células tumorais de mama das linhagens
MDA-MB-231, MCF-7 e SK-BR-3 e de células ndo tumorais de mama da linhagem MCF-10A
foi determinado através do uso do reagente MTT [3-(4,5-dimethylthiozol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide] conforme descrito por Mosmann com modificagdes
(MOSMANN, 1983). As células (1x10* células/ 100 uL) foram semeadas em meio apropriado
em placas de 96 pocos estéreis. Estas foram mantidas a 37°C e 5% COz por 24 horas em estufa
de cultura de células. No dia seguinte, o meio de cultura foi retirado dos pocos e diferentes
concentracdes dos complexos (1), (2), (3), (4), (5) e (6) (0,39; 0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25,
50 e 100 uM) foram adicionadas aos pogos. As células foram incubadas por 24 e 48 horas nas
mesmas condi¢des descritas acima. Apos o tempo de incubacdo, uma solugdo contendo MTT
(1 mg/mL) foi adicionada (100uL/pogo). As placas foram entdo mantidas durante 4 horas a
37°C e em seguida, os cristais formados foram diluidos em DMSO (100%). A leitura da
absorbancia foi realizada em leitor de placa de ELISA (Labtech LT4000) em comprimento de
onda de 540 nm. A viabilidade das células tratadas foi expressa como porcentagem relativa com
relagdo as células incubadas somente com meio de cultura e o veiculo utilizado para solubilizar
os complexos (DMSO). A determinacdo do ICso (concentragao que induz 50% de morte celular)
dos complexos foi determinada a partir de uma curva de concentracdo utilizando o software
GraphPad. O indice de seletividade (IS) foi calculado como a razdo do ICso (célula ndo tumoral)

/ ICs0 (célula tumoral).

3.3.2 Ensaio de morfologia celular

O complexo 5 foi escolhido para dar continuidade ao trabalho conforme os resultados
apresentados no item 4.1. A partir de agora o complexo 5 sera denominado Ru(Amsal) e para
avaliar a capacidade do complexo em modificar a morfologia das células tumorais de mama
das linhagens MDA-MB-231, MCF-7, SK-BR-3 e ndo tumoral de mama MCF-10A, foram
semeadas (1x10° células/pogo) em placas de 12 pocos estéreis. Estas foram mantidas a 37°C e
5% COz por 24 horas em estufa de cultura de células. No dia seguinte, o meio de cultura foi
retirado dos pogos e as células tratadas com diferentes concentragdes (0,7; 1,56 e 3,12 e

6,25uM) do complexo. As células foram incubadas por 24 e 48 horas nas mesmas condi¢des
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descritas acima e imagens foram capturadas com o auxilio de um microscépio invertido (Nikon

Eclipse TS100) acoplado a uma camera fotografica (Moticam 1000 — 1.3 MP Live Resolution).

3.3.3 Ensaio de formacao de colonias

Para avaliar a capacidade do complexo Ru(AmSal) em inibir a formagao e/ou diminuir
o tamanho das colonias, as células tumorais de mama MDA-MB-231 foram semeadas (3x10?
c¢lulas/2000uL pogo) em meio apropriado em placas de Petri estéreis de 6 cm e incubadas a
37°C e 5% de CO; durante 24 horas em estufa de cultura de células. Apds o tempo de incubagao,
foram adicionadas diferentes concentra¢des do complexo (0,15; 0,3 e 0,6uM) e as células foram
incubadas nas mesmas condigdes descritas anteriormente por um periodo de 3 horas. Em
seguida, o meio foi removido, as células lavadas suavemente com tampao fosfato salino (PBS)
e foi adicionado meio de cultura apropriado. As células foram novamente incubadas a 37°C e
5% de CO2 por 10 dias. Apds a incubagdo, o sobrenadante foi descartado e as células foram
fixadas com uma solu¢do de metanol e 4cido acético (3:1) durante 5 minutos e em seguida,
coradas com uma solugdo de metanol e cristal violeta a 5% por 30 min. As placas foram
fotografadas e, em seguida, as colonias foram contadas, € seu tamanho foi medido com auxilio

do software Image J.

3.4 Ensaios relacionados a apoptose

3.4.1 Ensaio de apoptose com anexina V por citometria de fluxo

A atividade apoptdtica do complexo Ru(Amsal) sobre as células MDA-MB-231 e MCF-
10A foi analisada por citometria de fluxo utilizando o kit PE Annexin V Apoptosis Detection
(BD Biosciences). As células foram semeadas (5x10* células/100uL) em placas de 24 pogos
estéreis e mantidas a 37°C e 5% CO; por 24 horas em estufa de cultura de células. No dia
seguinte, o meio de cultura foi retirado dos pogos e diferentes concentracdes (1,2; 2,4; 4,8; ¢
9,6) do complexo Ru(Amsal) foram adicionadas aos pogos, por 4 horas. Em seguida a placa foi
centrifugada a 2000 rpm por 5 min a 4°C, lavadas com PBS e ressuspendidas em 200uL de
tampao de ligacdo, proveniente do kit. As células foram incubadas com Sul. de 7-amino-
actinomicina D (7AAD) e SuL de Ficoeritrina (PE) Anexina V por 15 minutos ao abrigo da luz
e ap6s o tempo de incubagdo foi removido o sobrenadante e adicionado aos pocos 300uL

tampao de ligacdo. As células foram entdo removidas dos pogos com auxilio de um scraper e
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transferidas para os tubos de citometria. As amostras foram analisadas no citdmetro BD Accuri
C6 e a fluorescéncia quantificada através do software CSampler. A porcentagem de apoptose
total foi calculada como a soma das células em apoptose recente (quadrante inferior da direita)
e em apoptose tardia (quadrante superior da direita). Como controle positivo de morte celular
foi utilizada a camptotecina (32uM), um quimioterapico indutor de apoptose (ZENG; ZHANG;
LIN; YE et al., 2012).

3.4.2 Ensaio de fragmentac¢io nuclear — marcaciao com DAPI

Para verificar se o complexo Ru(Amsal) induz a fragmentagdo nuclear, processo que
ocorre durante a apoptose, as células tumorais de mama MDA-MB-231 foram semeadas (1x
10%/100pL) em placas de 96 pogos estéreis e incubadas a 37°C e 5% COx por 24 horas em estufa
de cultura de células. Apds a incubacgao, as células foram tratadas com diferentes concentragdes
4,8 ¢ 9,6uM do complexo Ru(Amsal) durante 4 horas. Entao, as células foram lavadas com
PBS e, em seguida, fixadas com metanol durante 10 minutos. Apds a fixagdo, as células foram
coradas com 1pg/mL de DAPI (4',6- diamidino-2-phenylindole) (Life Technologies) diluido em
PBS por 10 minutos. Os pocos foram lavados 3 vezes com PBS. As imagens foram capturadas
com auxilio do microscopio automatizado ImageXpress® Micro XLS System (Molecular
Device). Como controle positivo de apoptose foi utilizada a estaurosporina na concentragao de

0,5uM.

3.4.3 Ensaio de ciclo celular

Para verificar se o complexo Ru(Amsal) ¢ capaz de alterar o ciclo celular, as células da
linhagem MDA-MB-231, foram semeadas (5x10°/1000uL) em placas de 6 pogos estéreis e
incubadas a 37°C e 5% CO; por 24 horas. Apds a incubacdo, as cé€lulas foram tratadas com
diferentes concentracdes 0,3; 0,6; 1,2 e 2,4uM do complexo Ru(Amsal) durante 24 horas e
mantidas nas mesmas condi¢cdes descritas anteriormente. Em seguida, as células foram
coletadas, lavadas 2 vezes com PBS e ressuspendidas em etanol 70% gelado. Entao, as células
foram mantidas a -20°C por 24 horas. Apos o periodo, as células foram centrifugadas e
ressuspendidas em uma solugdo de RNase A (0,02 mg/mL) em PBS a 37°C por 30 minutos, e
entdo incubadas com tampao de ligagdo contendo iodeto de propidio (PI) (10 pg/mL).

Finalmente, a quantidade de DNA foi determinada por citometria de fluxo no citometro Accuri
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C6 (BD Bioscience) e os dados e a quantificacdo das fases foram avaliados com o programa

CSampler. Para o controle positivo foi utilizada a camptotecina (32uM).

3.4.4 Ensaio de Western Blotting

As células da linhagem MDA-MB-231 foram semeadas (1x1092000uL) em meio
apropriado em placas de Petri estéreis de 6 cm e incubadas a 37°C e 5% de CO: durante 24
horas em incubadora de cultura de células. Apos o tempo de incubagdo, as células foram
tratadas com diferentes concentracdes 1,2; 2,4, 4,8 ¢ 9,6uM do complexo Ru(Amsal) por 4
horas. Apos periodo de incubagdo, as células foram lisadas utilizando o tampao CelLyticTM M
(Sigma-Aldrich). As concentracdes de proteina dos sobrenadantes foram determinadas
utilizando o kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo Scientific). As amostras de proteinas (15
ng) foram aplicadas em géis pré-fabricados Mini-PROTEAN TGXTM 4-20% PAGE (BioRad),
transferidas para membranas de nitrocelulose (BioRad) e incubadas com os anticorpos anti-
Caspase-3, anti-Bax e anti-Bcl-2 (Abcam) (1:1000), seguido de incubagdo com anticorpo
secundario apropriado conjugado com HRP (1:5000) (4bcam). O GAPDH foi utilizado como
controle endogeno. A revelacdo das bandas foi realizada utilizando o substrato ClarityTM
Western ECL (BioRad) e foram visualizadas e fotografadas com auxilio do fotodocumentador

ChemiDoc MP (BioRad).

3.4.5 Ensaio de potencial de membrana mitocondrial

A variagdo do potencial de membrana mitocondrial (A¥m) foi avaliada através do kit
BD ™ MitoScreen, utilizando o corante JC-1 (BD Bioscience,). As células da linhagem MDA-
MB-231 foram semeadas (1x10° células/pogo) em placas de 12 pogos e incubadas a 37°C e 5%
de CO; durante 24 horas. Apés a incubagdo, as células foram tratadas com diferentes
concentracoes (0,6; 1,2; 2,4; 4,8uM) do complexo Ru(Amsal) por 4 horas. Apds este periodo,
as células foram tripsinizadas e incubadas por 15 minutos com JC-1 (10 pg/mL) ao abrigo da
luz e apds o tempo de incubacgao, lavadas duas vezes com PBS gelado. As células foram entao
ressuspendidas em um volume total de 200 uL do tampao especifico e analisadas no citdmetro
Accuri C6 (BD Bioscience) registrando 10.000 eventos. Na andlise da fluorescéncia de JC-1
através do software CSampler sdo utilizados os canais FL-1 e FL-2 para avaliar a fluorescéncia
nos comprimentos de onda verde e vermelho, respectivamente. A estaurosporina na

concentragdo de 0,5uM foi utilizada como controle positivo.
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3.5 Ensaio relacionado ao transporte de ruténio e sua interacio celular.

3.5.1 Ensaio de Transporte do Ru(Amsal) por transferrina

Para avaliar a influéncia da transferrina no transporte do complexo Ru(Amsal) para o
interior celular foram semeadas 1 x 10* células/100 pL células da linhagem tumoral de mama
MDA-MB-231 em placas de 96 pogos € as mesmas foram mantidas a 37°C em incubadora
umidificada com 5% de CO> por 24 horas. Apos a incubacgdo, as células foram tratadas com
uma concentragao fixa de 1,2uM do complexo Ru(Amsal) e foram adicionadas concentragdes
crescentes (0,5 a 75 pg/mL/ poco) de transferrina humana (apo-Transferrina, Sigma-Aldrich).
A porcentagem de células vidveis foi determinada através do uso do reagente MTT. A

referéncia de 100% de viabilidade foi determinada pelas células controle (sem tratamento).

3.6 Ensaios relacionados a cascata metastatica

3.6.1 Ensaio de migracao celular — Camara de Boyden

Neste ensaio foram utilizados insertos (BD Biosciences) com poros de 8um em placas
de 24 pocos. As células da linhagem tumoral de MDA-MB-231 foram entdo semeadas dentro
dos insertos na concentragdo de 0,5x 10°/350uL de meio sem adigio de FBS. As células foram
adicionadas as concentragdes de 0,15; 0,3 e 0,6uM do complexo Ru(Amsal). Nos pocos da
placa onde foram mergulhados os insertos, foi adicionado 750uL de meio de cultura com 10%
de FBS, o qual agiu como quimioatraente indutor da migracdo. No controle positivo foi
adicionado FBS para funcionar como quimioatraente € no controle negativo foi adicionado
apenas meio de cultura sem FBS. Os controles nao receberam tratamento com o complexo. As
placas contendo os insertos foram incubadas por 22 horas a 37°C, 5% CO: e em seguida, as
células que ndo migraram foram removidas do interior do inserto com auxilio de hastes flexiveis
de algoddo. As células que penetraram pelos poros e migraram para o outro lado da membrana
foram fixadas em metanol (100%) e em seguida coradas com uma solu¢do de azul de toluidina
(1%) diluido em borato de sodio (1%) em PBS. As membranas de cada inserto foram
removidas, preparadas em ldminas de microscopia e contadas integralmente com o auxilio de
um microscopio (Oleman N-120). Fotos representativas de cada membrana foram feitas com

auxilio de uma camera fotografica (Moticam 1000 — 1.3MP Live Resolution).
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3.6.2 Ensaio de migracao - Wound Healing

As células MDA-MB-231 foram semeadas (1x 10° células/1000uL) em meio apropriado
em placas de 12 pogos estéreis. Estas foram mantidas a 37°C e 5% CO; até a cultura atingir
100% de confluéncia. Em seguida, com o auxilio de uma pipeta, uma ponteira de 100uL e de
uma régua, uma risca foi feita no centro de cada pogo. Cuidadosamente, cada pogo foi lavado
com PBS para remover fragmentos celulares e células desaderidas da area riscada. Entdo, as
células foram tratadas com diferentes concentragdes (0,15; 0,3 e 0,6uM) do complexo
Ru(Amsal). Imagens foram capturadas nos tempos de 0 e 24 horas com auxilio de um
microscopio invertido (Nikon Eclipse TS100) acoplado a uma camera fotografica (Moticam

1000 — 1.3 MP Live Resolution).

3.6.3 Ensaio de invasao celular

Para o ensaio de invasdo celular foram utilizados insertos do kit BioCoat Matrigel
Invasion Chambers (BD Biosciences), cuja parte interna possui uma fina camada de Matrigel®,
material que simula a matriz extracelular e poros 8um. Os insertos foram previamente
hidratados com meio DMEM sem adi¢dao de FBS por 2 horas em ambiente umido a 37°C.
Posteriormente, as células MDA-MB-231 (5 x 10%/350 uL) foram semeadas na cAmara superior
dos insertos em meio sem FBS e em diferentes concentragdes (0,15; 0,3 e 0,6uM) do complexo
Ru(Amsal). O meio DMEM suplementado com 10% de FBS foi adicionado aos pogos da placa
onde foram mergulhados os insertos. O FBS atua como quimioatraente para invasao das células
tumorais. O controle positivo foi feito sem adi¢gdo do complexo e com adicdo do FBS
(quimioatraente) e o controle o negativo foi realizado sem adi¢cdo do complexo e sem adi¢ao de
FBS. As placas foram mantidas em incubadora imida com 5% de CO2 a 37°C por 22 horas.
Em seguida, as células que ndo invadiram pela matrigel no interior do inserto foram removidas
com o auxilio de hastes flexiveis de algodao. As células que foram capazes de invadir através
da camada de matrigel, atingindo o outro lado da membrana do inserto, foram fixadas com
metanol por 5 minutos e coradas com solugdo de 1% de azul de toluidina. As membranas de
cada inserto foram removidas, preparadas em laminas de microscopia e contadas integralmente
com o auxilio de um microscopio (Oleman N-120). Fotos representativas de cada membrana
foram retiradas com auxilio de uma camera fotografica (Moticam 1000 — 1.3MP Live

Resolution).
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3.6.4 Zimografia

A técnica de zimografia ¢ utilizada para verificar a presenga de MMPs em gel de
poliacrilamida a 10% com adicdo de gelatina. Células da linhagem MDA-MB-231 (1x10°/pogo)
foram plaqueadas em placas de 12 pogos e incubadas em estufa iimida com 5% de CO; a 37°C
até a cultura atingir 100% de confluéncia. Em seguida, com o auxilio de uma pipeta e ponteira
de 100uL, além de uma régua esterilizada, foi feita uma risca vertical no centro de cada pogo.
Imediatamente as células foram tratadas com as concentra¢des de 0,15; 0,3 e 0,6uM do
complexo Ru(Amsal) em meio sem soro e incubadas a 37°C e 5% CO: por 22 horas. Apo6s o
tempo de incubagdo, o sobrenadante foi removido e centrifugado a 1000rpm para a remogao de
possiveis células ou restos celulares. Com auxilio do kit BCA® (Thermo) foi realizada a
quantifica¢do e 30pug de proteina foram aplicados em gel de SDS-PAGE 10%. A corrida de
eletroforese foi realizada a 70mV em cuba de eletroforese (BioRad) na geladeira. Ao fim da
corrida o gel foi lavado duas vezes por 20 minutos em solugdo de lavagem contendo 2,5%
Triton-X e em seguida incubado por 22 horas em tampao de incubacao (50mM tris, SmM CaCly,
0,02% NaN3z e 10mM ZnClz) a 37°C. Apo6s a incubacdo o gel foi corado com corante comassie
blue e em seguida utilizou-se solu¢do descorante (10% acido acético, 40% metanol e 80% agua)
para visualizacdo das bandas. Uma imagem do gel foi registrada com o auxilio do aparelho

ChemiDoc (BioRad) e a quantificacao das bandas foi realizada com o software Image Lab.

3.6.5 Ensaio de adesao celular

Para o ensaio de adesdo celular foram utilizadas placas de 96 pogos com coating de
colageno tipo I (10 pg/pogo) diluido em acido acético (0,1%) overnight a 4°C . Em seguida, as
placas foram bloqueadas com tampdo de adesdo (tampao HEPES 20mM pH 7,35 com 1mM de
MnCl,, ImM de MgS0O4, SmM de KCl e 150mM de NaCl) contendo 1% de albumina de soro
bovino (BSA) por 1 hora e entdo, os pocos foram lavados com 100uL de tampao de adesdo. As
células MDA-MB-231 (5x10%300 pL) foram incubadas por 30 minutos com diferentes
concentragdes (0,6; 1,2; 2,4 e 4,8uM) do complexo Ru(Amsal), em estufa umida com 5% de
COz a 37°C e entdo semeadas nas placas e incubadas nas mesmas condi¢des por mais 1 hora.
Em seguida, as células ndo aderidas foram removidas cuidadosamente através de lavagem e as
c¢lulas aderidas fixadas com 100puL de etanol 70% por 10 minutos e coradas com cristal violeta
0,5% por 20 minutos. O excesso de corante foi removido por lavagem com PBS. As células

coradas foram diluidas em 100pL de solucao de 1% de dodecil sulfato de so6dio (SDS), por 30
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minutos e foi realizada a leitura das placas em leitor de ELISA (Labtech LT4000) com 540 nm

de comprimento de onda.

3.6.6 Ensaio de marcacao do citoesqueleto com a faloidina

Para verificar os efeitos do complexo Ru(Amsal) sobre a organizacao do citoesqueleto
em células tumorais de mama da linhagem MDA-MB-231, foi utilizado o marcador Alexa
Fluor® 488 Phalloidin (Life Technologies) especifico para fibras F-actina. As células da
linhagem MDA-MB-231 foram plaqueadas (5x10* células/100 pL) em placas de 96 pocos,
estéreis, de cor preta, e mantidas a 37°C em incubadora umidificada com 5% de CO> por 24
horas. No dia seguinte, as células foram tratadas com diferentes concentragdes (2,4; 4,8 e
9,6uM) do complexo Ru(Amsal) e incubadas por 2 horas. Em seguida, as células foram lavadas
com PBS, fixadas com paraformaldeido a 4% em PBS durante 30 minutos e depois
permeabilizadas com Triton-X 100 a 0,1% em PBS durante 5 minutos em temperatura
ambiente. Em seguida, as placas foram bloqueadas com BSA a 2% durante 30 minutos, com
posterior adicdo de Alexa Fluor® 488 Phalloidin durante 20 minutos. Em seguida as células
foram coradas com 4',6-diamidino-2-fenilindole (DAPI) (Life Technologies) durante 4 minutos
e lavadas trés vezes com PBS. As imagens foram obtidas com a ajuda do microscopio

automatizado ImageXpress® Micro XLS System (Molecular Devices).

3.7 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism versdo 6.0.
Foram calculados a média e o desvio padrdo e em seguida foi realizada andlise de varidncia
(ANOVA) e pos-teste de Dunnet para determinar se os resultados foram estatisticamente

diferentes em relacao aos controles.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeito dos complexos de ruténio sobre a citotoxicidade e alteracdes na morfologia
celular

O ensaio de citotoxicidade auxilia na analise de células metabolicamente ativas em
uma cultura celular, a fim de avaliar sua atividade qualitativa e quantitativamente. Ensaios de
viabilidade celular sdo frequentemente usados para triagem de moléculas que possuem efeitos
na proliferagdo celular ou efeitos toxicos que eventualmente podem levar a morte celular. E
importe destacar algumas vantagens de ensaios in vitro como a redu¢do na utilizagao de animais
de experimentacdo, sdo rapidos, reprodutiveis e financeiramente acessiveis (ADAN; KIRAZ;
BARAN, 2016; STODDART, 2011).

Este estudo avaliou o potencial bioldgico de seis complexos de ruténio I contendo &cido
salicilico e derivados, no qual, trés complexos do tipo [Ru(O-O)(dppb)(bipy)]PFs apresentam
uma bipiridina e uma bifosfina (dppb) coordenada e trés complexos do tipo [Ru(O-
O)(dppe):2]PFs apresentam duas bifosfinas (dppe), ambos os grupos com ligantes acido
salicilico, aminosalicilico e 2,4-dihidroxibenzoico. A citotoxicidade dos complexos, foi
avaliada em células das linhagens tumorais de mama MDA-MB-231, MCF-7, SK-BR-3
(linhagem triplo negativa, luminal A e HER2 positiva, respectivamente) e ndo tumoral de mama
MCF-10A em 24 ¢ 48 horas (Tabela 2 e Tabela 3).

Os resultados demonstraram que o efeito citotoxico dos complexos foi diversificado
entre as linhagens testadas. Os complexos (1), (2) e (3) contendo bipiridina e bifosfina [Ru(O-
O)(dppb)(bipy)]PFs, exibiram maiores valores de ICso para as linhagens tumorais de mama e
baixos indices de seletividade (IS), quando comparados com os complexos (4), (5) e (6)
contendo duas bifosfinas Ru(O-O)(dppe)2]PFs em 24 e 48 horas. O complexo (5) demonstrou
ser o mais eficaz entre os seis complexos testados, exibindo o maior IS para a linhagem MDA-
MB-231 com valores de 1,72 e 40,8 em 24 e 48 horas, respectivamente. O complexo (5) também
apresentou menor ICso para a linhagem triplo negativa MDA-MB-231 de 3,68 + 0,15uM em 24
horas e 0,15 = 0,004uM em 48 horas. Sobre a linhagem nao tumoral de mama MCF-10A, o
complexo (5) em 48 horas apresentou uma menor citotoxicidade em relagdo as linhagens
tumorais, com ICsp de 6,12uM, o que indica uma possivel seletividade citotoxica para as células
tumorais. O complexo (5) encontra-se coordenado a duas bifosfinas (dppe) e ao ligante acido
aminosalicilico. De acordo com a literatura, as bifosfinas sdo responsaveis por aumentar a

estabilidade dos complexos de ruténio, devido ao seu efeito do anel quelato, além disso, também
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possuem atividade citotoxica (PRABHAKARAN; KALAIVANI; POORNIMA; DALLEMER
et al.,2012). Estudos anteriores também demonstraram que a presenc¢a do ligante bifosfina dppe
em complexos de ruténio pode aumentar a citotoxicidade e especificidade de tais complexos,
quando comparado a outras bifosfinas, como dppb e dppf (GRAMINHA, 2015; PEREIRA
FDE; LIMA; DE LIMA; PIRES et al., 2015). J4 em relagdo ao ligante 4cido aminosalicilico,
ele possui um fenol livre em sua estrutura apos a coordenagdo, que pode conferir ao complexo
potencial antioxidante (RASINES-PEREA; TEISSEDRE, 2017). Assim, o potencial bioldgico
antitumoral que os complexos de ruténio apresentam, juntamente com as caracteristicas do
ligante, podem ter contribuido para que o complexo (5) utilizado neste estudo apresentasse
citotoxicidade em todas as linhagens tumorais testadas, com alto IS, principalmente em 48

horas.

Tabela 2 - Atividade citotoxica dos complexos de ruténio em células tumorais de mama MDA-MB-231, MCF-7
e SKBR-3 e de mama ndo tumoral MCF-10A apds 24 horas de incubagdo. O experimento foi realizado em
triplicata. DP = desvio padrdo. *IS =Indice de seletividade dos complexos.

ICso (uM) £ DP 24 horas
Complexo MDA-MB-231 MCF-7 SK-BR-3 MCF-10A *IS
1 7,75+0,87  31,65+1,96 >50) 7,4+0,57 0,95
2 16,72+ 1,04  57,72+0,58 >50 11,91+1,01 071
3 16,94 + 1,52 >50 >50 1342+1,6 079
4 444+0,85  439+0,12  3,1+03  544+103 122
5 3,68+0,15 12314053 344+0,05 635+049 L72
6 408+0,13  839+0,74 496+0,16 6,88+008 1,08

Tabela 3 - Atividade citotoxica dos complexos de ruténio em células tumorais de mama MDA-MB-231, MCF-7
e SKBR-3 e de mama ndo tumoral MCF-10A apds 48 horas de incubagdo. O experimento foi realizado em
triplicata. DP = desvio padrdo. *IS =Indice de seletividade dos complexos.

ICso (uM) £ DP 48 horas
Complexo MDA-MB-231 MCF-7 SK-BR-3 MCF-10A IS
1 4,81 +0,57 9,53 £1,83 11,51+ 0,84 7,5 +£0,96 1,55
2 6,03 +0,77 29,63 +£ 0,67 >50 15,39+0,93 2,55
3 8,53 £0,88 16,15 >50 10,68 +1,22 1,25
4 0,35+0,01 346+0,04 0,79+0,1,53 345+0,84 9,85
5 0,15+ 0,004 3,21 +1,35 1,71 £0,57 6,12+0,21 40,8
6 3,54+ 0,64 8,43 £0,53 381+1,74 4,42 £ 0,63 1,24
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Em concordancia com os nossos resultados, um trabalho realizado pelo nosso grupo
demonstrou que o complexo de ruténio [Ru(GA)(dppe)2]PFe - Ru(GA) foi mais citotdxico para
a linhagem tumoral de mama triplo negativa MDA-MB-231 com ICso de 0,81uM, em
comparagdo com a linhagem ndo tumoral de mama MCF-10A (5,82uM) em 48 horas, com IS
de 7,18 (NAVES; GRAMINHA; VEGAS; LUNA-DULCEY et al., 2019). lida e colaboradores,
descreveram que o complexo [Ru (n 6 -areno) (N — N) CI]" com ligante o-PDA apresentou um
ICsode 50uM em 48 horas para as linhagens tumorais de mama SK-BR-3 e MCF-7 e de 83uM
para a linhagem triplo negativa MDA-MB-231. Ja para a linhagem ndo tumoral MCF-10A, o
complexo apresentou um ICso> 260uM, corroborando com os resultados deste trabalho (IIDA;
BELL-LONCELLA; PURAZO; LU et al., 2016).

De acordo com os resultados apresentados, o complexo (5), a partir de agora
denominado Ru(Amsal) (Figura 7) foi escolhido para dar continuidade ao trabalho devido a sua
capacidade de atuar em células tumorais de mama triplo negativo, que sdo altamente agressivas

e metastaticas, com eficiéncia e seletividade maiores em relagdo a linhagem nao tumoral.

Figura 7 - Estrutura molecular do complexo Ru(Amsal)

O ensaio de morfologia celular foi realizado para avaliar qualitativamente o efeito do
complexo de ruténio Ru(Amsal) sobre as linhagens tumorais de mama MCF7, SK-BR-3, MDA-
MB-231 e nao tumoral de mama MCF-10A. Esse ensaio foi realizado para, juntamente ao
ensaio de citotoxicidade, ser utilizado como parametro para os experimentos posteriores. O
tratamento com o complexo foi capaz de alterar a morfologia das células MDA-MB-231 em 24

horas a partir da concentracdo de 3,12uM. No tempo de 48 horas na menor concentragio testada
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(0,7uM), foi observada uma diminui¢do da densidade celular, formagao de estruturas circulares
e encolhimento celular, indicando uma provavel morte (Figura 8). Por outro lado, as células
nao tumorais de mama MCF-10A s6 apresentaram morfologia alterada quando tratadas com
6,25uM do complexo Ru(Amsal) nos tempo de 24 e 48 horas, sendo possivel observar as células

em formatos circulares e parcialmente desaderidas (Figura 8).

Figura 8 - Efeitos do complexo Ru(Amsal) na morfologia das células da linhagem tumoral de mama MDA-MB-
231 e ndo tumoral de mama MCF-10A. O experimento foi realizado em triplicata. As imagens correspondem a
uma das triplicatas representativas de cada linhagem celular ¢ as setas representam as alteragdes morfologicas
promovidas pelo complexo Ru(Amsal).
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O complexo Ru(Amsal) apenas alterou levemente a morfologia das células da linhagem
MCF-7 na concentragdo de 6,25uM apds 24 horas, porém, no tempo de 48 horas ¢ possivel
notar na concentragdo de 3,12uM uma diminuicao da densidade celular e estruturas circulares.
As células da linhagem SK-BR-3 quando tratadas com o complexo Ru(Amsal) apresentaram
leves alteragdes morfoldgicas na concentragdo de 3,12uM em 24 horas, ja na concentragao de
e 1,56uM em 48 horas, € possivel observar uma diminuicao da densidade celular e formagao

de estruturas circulares parcialmente desaderidas (Figura 9).
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Figura 9 - Efeitos do complexo Ru(Amsal) na morfologia das células da linhagens tumorais de mama MCF-7 e
SK-BR-3. O experimento foi realizado em triplicata. As imagens correspondem a uma das triplicatas
representativas de cada linhagem celular e as setas representam as alteracdes morfologicas. promovidas pelo
complexo Ru(Amsal).
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O ensaio de formacdo de colonias avalia a capacidade de uma unica célula crescer e
formar uma colonia. Esse ensaio ¢ importante, pois leva em consideragdo a morte reprodutiva
das células, que ¢ um critério relevante para ser utilizado na definicdo de concentracdes
citotoxicas que podem ser utilizadas de parametros para outros ensaios (BRAVATA;
CAMMARATA; MINAFRA; MUSSO et al., 2019). Os resultados mostram uma diminui¢ao
no niumero e tamanho das coldnias quando tratadas com o complexo Ru(Amsal) (Figura 10).
Na concentracdo de 0,3uM ¢ possivel observar uma diminuicao de aproximadamente 40% do
nimero de colonias quando comparado ao controle (Figura 10A), essa concentragdo também
foi capaz de diminuir o tamanho das colonias (Figura 10B). Esses efeitos demonstram que o
complexo Ru(Amsal) possui efeito citotoxico e citostatico em células da linhagem MDA-MB-
231 por diminuir o nimero ¢ o tamanho das coldnias, respectivamente. Um estudo com
complexos de ruténio p-cimeno-Ru(Il) com ligante aciltioureia também demonstrou a
capacidade desses complexos em inibir significativamente o nimero de colonias de células da
linhagem MDA-MB-231, no qual a maior concentracdo testada de 30uM inibiu totalmente a

capacidade das células de formarem colonias (COLINA-VEGAS; LUNA-DULCEY; PLUTIN;
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CASTELLANO et al., 2017). Outro estudo com o complexo trans-[Ru(PPh3)2(N,N-dimethyl-
N'-thiophenylthioureato-k>0,S)(bipy)]PFs também demonstrou a capacidade citotoxica e

citostatica do complexo na mesma linhagem em 2 horas a partir da concentracao de 0,5uM

(BECCENERI; POPOLIN; PLUTIN; MAISTRO et al., 2018).

Figura 10 - Efeitos do complexo Ru(Amsal) sobre a formagdo de colonias em células tumorais de mama da
linhagem MDA-MB-231. O experimento foi realizado em triplicata. (A) Imagem das placas do ensaio de formagao
de colonias correspondente a uma das triplicatas representativa. (B) Grafico de porcentagem do numero de
coldnias. (C) Grafico do tamanho das colonias. Os resultados foram comparados com os controles sem tratamento.
(* p< 0,05, ** p< 0,01, *** p<0,001).
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4.2 Efeitos sobre a apoptose

A apoptose, ou morte celular programada, ¢ fundamental para a manutencdo da
homeostase e para a sobrevivéncia de organismos multicelulares. A desregulacao desse
processo pode estar envolvida em uma variedade de doengas, como o cancer. Algumas
caracteristicas importantes sdo aparentes em células no processo de apoptose, como o formato
esférico, perda do contato com as células vizinhas, condensagdo da cromatina, formacdo de

saliéncias na membrana e fragmentagao nuclear. Essas saliéncias da membrana celular resultam
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em pequenas vesiculas, conhecidas como corpos apoptdticos (HOTCHKISS; STRASSER;
MCDUNN; SWANSON, 2009). A fagocitose de corpos apoptodticos por macrofagos suprime a
inflamacao pela inibi¢do da produgdo de citocinas inflamatorias e leva a inducao da produgao
de fatores anti-inflamatérios (HENSON; BRATTON, 2013). A externalizagdo de
fosfatidilserina na membrana celular precede a maioria das alteragdes morfologicas e ¢
considerada um marcador de apoptose. Outra caracteristica importante da morte celular por
apoptose ¢ a fragmentagao do DNA (HASSAN; WATARI; ABUALMAATY; OHBA et al.,
2014).

A morte por apoptose possui duas vias principais: a via extrinseca (citoplasmatica) ou
via intrinseca (mitocondrial). A via extrinseca ¢ ativada por receptores de morte celular de
superficie, tais como Fas e receptores ligantes de necrose tumoral. O estimulo do ligante
promove a agregacao de proteinas adaptadoras que se ligam ao dominio intracelular do receptor,
que entdo se liga ao pr6-dominio de caspases iniciadoras, resultando na formagao do complexo
de sinalizacao de indugdo de morte (DISC). A ativag¢ao da pro-caspase-8 no DISC, ¢ seguida
pela clivagem de caspases efetoras, como a caspase-3, levando a apoptose (SAYERS, 2011).

A via intrinseca ¢ desencadeada pela agdo de diferentes sinais, incluindo radiagdo, dano
ao DNA, calor, medicamentos citotoxicos, estresse celular e auséncia de fatores de crescimento
celular, os quais convergem para mitocondria. A regulacao da via mitocondrial ¢é realizada por
alguns membros da familia Bcl-2, proteinas citoplasmaticas capazes de integrar sinais de
sobrevivéncia ou morte celular gerados no meio intra e extracelular. Essa familia subdivide-se
em duas classes: pro-apoptéticas (Bax, Bak, Bok, Bim, Bad e Bid) e anti-apoptéticas (Bcl-2,
Bcl-XL, Bcel-w, Mcll, Bfl/A-10). A primeira proteina mitocondrial a ser liberada para o
citoplasma ¢ o citocromo c, que forma um complexo com o fator de ativagao associado a
apoptose-1 (APAF-1) e com a pro-caspase 9, o que leva a ativagdo da caspase-9, desencadeando
a ativagdo das caspase 3, 6 e 7, resultando na apoptose (PISTRITTO; TRISCIUOGLIO; CECI;
GARUFI et al., 2016; SPIERINGS; MCSTAY; SALEH; BENDER et al., 2005).

De acordo com a literatura, diversos farmacos utilizados na quimioterapia como a
cisplatina, paclitaxel, entre outros, induzem apoptose em células tumorais in vitro. No entanto,
alguns tipos de tumores apresentam limitacdes em relagdo aos tratamentos quimioterapicos
atuais e resisténcia aos estimulos apoptoticos (BRENES; ARCE; GATJENS-BONICHE;
DIAZ, 2007). A compreensao dos mecanismos e alteracdes das vias apoptoticas e sua
correlagdo com a ocorréncia do cancer sao importantes para o desenvolvimento de novas

terapias antitumorais.
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Os resultados do ensaio de apoptose avaliados com o uso de anexina V e realizados por
citometria de fluxo mostram que na linhagem tumoral de mama MDA-MB-231 o complexo
Ru(Amsal) induziu a apoptose de maneira dependente da concentracdo (Figura 11). Nas
concentragdes de 4,8 de 9,6uM a porcentagem de células em apoptose ¢ de aproximadamente
40% maior em relacdo ao controle sem tratamento (Figura 11B). J& na linhagem ndo tumoral
de mama MCF-10A podemos observar que apenas na maior concentragao 9,6uM do complexo
Ru(Amsal) houve um aumento significativo da porcentagem de células em apoptose, cerca de
15% quando comparado com o controle sem tratamento (Figura 11C), demonstrando que o

complexo ¢ mais eficaz em induzir a apoptose em células tumorais.

Figura 11 - Efeitos do complexo Ru(Amsal) na apoptose de células MDA-MB-231 e MCF-10A. (A) Ensaio de
apoptose com PE-Anexina V (detectada no canal FL2-A) e 7TAAD (detectado no canal FL3-A). (B) Porcentagens
de apoptose induzida pelo complexo nas células MDA-MB-231. (C) Porcentagem de apoptose induzida pelo
complexo nas células MCF-10A. Os ensaios foram realizados em triplicata. Imagens correspondem a uma das
triplicatas. Os resultados foram comparados com o controle negativo (C-) (sem tratamento). (* p<0,0001).
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A fragmentacdo nuclear ¢ uma caracteristica importante do processo de apoptose e para
verificar a morfologia nuclear das células MDA-MB-231 tratadas com o complexo Ru(Amsal),
foi realizado um ensaio qualitativo através de uma coloragao com o corante fluorescente DAPI,
fluoréfloro com afinidade para o DNA (PAWLOWSKI; KRAFT, 2000). A incubagdo das
células MDA-MB-231 com o complexo Ru(Amsal) promoveu alteragdes indicativas de
apoptose nas maiores concentracoes (4,8 ¢ 9,6uM), como a formagao de corpos apoptdticos e
uma diminuic¢ao da densidade celular (setas brancas) (Figura 12A).

O ciclo celular ¢ um conjunto de eventos monitorados e organizados, responsaveis pela
divisdo celular adequada. E dividido em duas principais fases: a intérfase e a mitose, processo
de divisao nuclear. A intérfase € o periodo que precede a divisao celular com intensa atividade
metabolica e ¢ dividida em trés fases: fase G1, S e G2. Na fase G1 a célula esta se preparando
para a sintese de DNA, que ocorre na fase seguinte, a fase S. Depois a célula segue para fase
(G2, na qual se prepara para a mitose (M). A progressao ordenada de G1 para S e de G2 para a
fase M ¢ controlada por pontos de checagem. Em resposta a danos ao DNA, o ciclo celular pode
parar nestes pontos de checagem para que a célula possa tentar repara-lo (VERMEULEN; VAN
BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003).

O ensaio de ciclo celular foi realizado para avaliar a capacidade do complexo Ru(Amsal)
de alterar a distribuicdo do ciclo celular das células tumorais da linhagem MDA-MB-231. Na
Figura 12B ¢ apresentado o grafico da porcentagem de distribui¢do do ciclo celular em
diferentes concentragdes do complexo. De acordo com os resultados, ¢ possivel observar um
aumento consideravel do niimero de células na fase sub-G1 em relagdo ao controle, indicando
fragmentacdo do DNA. Esses resultados estdo de acordo com os resultados do ensaio de
apoptose por citometria de fluxo.

Recentemente, outros pesquisadores demonstraram que o complexo de ruténio (II) —
Difosfina com ligante Lapachol [Ru(Lap)(dppm):]PFs também induziu a apoptose em células
da linhagem MDA-MB-231 de forma dependente da concentragdo, no qual, a porcentagem de
células em apoptose foi de 23,2 % e 86,2 quando incubadas com 1,25 e 10uM, respectivamente
(OLIVEIRA; HONORATO; DEMIDOFF; SCHULTZ et al., 2021). Liu e colaboradores
observaram que o tratamento com o complexo de ruténio [Ru(dmb)>(DBHIP)](C1O4)2 provocou
um aumento de células com danos no DNA e taxa de células apoptoticas de osteossarcoma
humano da linhagem MG-63. O complexo também induziu a parada do ciclo celular na fase
G0/G1 (LIU; ZHAO; DENG; WU et al., 2015). Complexos de ruténio(II) polipiridil também
foram capazes de induzir apoptose em células humanas de hepatocarcinoma da linhagem BEL-

7402, conferindo as células caracteristicas apoptoticas como a diminuicao nuclear, condensagao
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da cromatina e formagdo de vesiculas com conteudo citoplasmatico. Adicionalmente, o
complexo induziu bloqueio do ciclo celular na fase GO/G1 e aumentou a taxa de células em
apoptose de forma dependente da concentracao (HAN; JIANG; YAO; Ll et al., 2015; XIE;; LI;
LIN; HUANG et al., 2013).

Figura 12 - Efeitos do complexo Ru(AmSal) no DNA e ciclo celular das células MDA-MB-231. (A) Fragmentagéo
Nuclear ap6s 2 horas de tratamento. As setas brancas mostram os nticleos fragmentados. (B) Efeitos do complexo
Ru(Amsal) no ciclo celular de MDA-MB-231 ap6s o tratamento com (0,3 — 2,4uM) do complexo. A camptotecina
foi utilizada como controle positivo (C +). Histogramas de DNA do ensaio de ciclo celular. PI corresponde ao
iodeto de propidio (detectado no canal FL2-A) (C). Os experimentos foram realizados em triplicata. Os resultados
foram comparados com o controle negativo (C-) (ndo tratado). (* p< 0,05, ** p< 0,01, *** p<0,001, **** p<
0,0001).
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A apoptose ¢ induzida através de vias extrinsecas ou intrinsecas ou ambas estdo
envolvidas. A via intrinseca ¢ regulada via mitocondrias e pode ser monitorada pela mudanca
no potencial da membrana mitocondrial (A¥m) utilizando o corante fluorescente JC-1
(ACHARYA; MAIJI, RUTURAJ; PURKAIT et al., 2019). Nesse sentido, o potencial de
membrana mitocondrial das células MDA-MB-231, tratadas com o complexo de ruténio

Ru(Amsal), foi analisado por citometria de fluxo empregando o corante catidnico JC-1, o qual
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apresenta a habilidade de se acumular dentro da mitocondria devido a sua natureza catidnica e
lipofilica, podendo ser quantificado pela mudanca de fluorescéncia, do verde para o vermelho.
Em células saudaveis a mitocondria apresenta alto potencial mitocondrial, e o corante JC-1
forma agregados com intensa coloragdo vermelha. Por outro lado, em células ndo saudaveis,
iniciando o processo de apoptose, o potencial mitocondrial ¢ baixo, e o JC-1 permanece na
forma monomérica, apresentando uma alta fluorescéncia verde (SIVANDZADE;
BHALERAO; CUCULLO, 2019). De acordo com a Figura 13, as células da linhagem MDA-
MB-231 representadas em R1 sdo as células com o potencial de membrana da mitocondria
intacta, ja as células em R2 possuem o potencial de membrana alterado. Os resultados mostram
que as células tratadas com 2,4 e 4,8uM do complexo Ru(Amsal) apresentaram uma elevada
altera¢do no potencial mitocondrial (54,9 % e 65,9%, respectivamente) em relacdo ao controle
negativo (12,4%). Dessa forma ¢ possivel concluir que o complexo Ru(Amsal) foi capaz de
diminuir o potencial de membrana da mitocondria, evidenciando uma via apoptdtica por
ativacdo de sinais mitocondriais. Acharya e colaboradores mostraram que complexos de ruténio
(IT) p-cymene também foram capazes de alterar o potencial de membrana mitocondrial de

células da linhagem MDA-MB-231 (ACHARYA; MAJI; RUTURAJ; PURKAIT et al., 2019).
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Figura 13 — Efeitos do complexo de ruténio Ru(Amsal) sobre o potencial de membrana mitocondrial (Aym). (A)
O potencial de membrana foi avaliado apods o tratamento com diferentes concentragdes de Ru(Amsal) no periodo
de 4 horas e monitorado por citometria de fluxo com o marcador JC-1. A estaurosporina (0,51M) foi usada como
controle positivo (agente indutor de apoptose). Regides em vermelho representam células com membranas
mitocondriais intactas e os eventos em verde representa células com perda de Aym). (B) Grafico representativo da
intensidade de despolarizacdo da membrana apés os tratamentos com as concentragdes indicadas de Ru(Amsal) (*
p< 0,05, ** p<0,01).

A Ru(Amsal) uM

W W Wt WS W W72

» JC-1 (FL1-A)

(2}
o
1

*%

(=2}
o
1

% despolarizagdao Aym
N B
e e

o
L

C- C+ 0,6 1,2 24 4,8

Ru(Amsal) uM




55

Levando em consideragdo a iniciagdo de apoptose pela via intrinseca nas células MDA-
MB-231, a expressao de proteinas relacionadas a esta sinaliza¢do nas células tumorais foi
avaliada pelo ensaio de western blotting. Os resultados da Figura 14 mostram que o tratamento
com o complexo Ru(Amsal) nas concentracdes de 1,2 e 2,4uM promove um aumento na
expressdo de Bax, Caspase 9 e Pro-caspase 3 em relagdo ao controle, no entanto, o inverso
ocorreu nas maiores concentragoes testadas (4,8 € 9,6uM). Ja os niveis proteicos da caspase-3
aumentaram de forma dependente da concentragdo, no qual a concentracao de 9,6uM foi capaz
de promover um aumento de aproximadamente 30 vezes em relagio ao controle. E importante
destacar que a diminui¢do dos niveis proteicos de bax, caspase 9 e pro-caspase 3 nas maiores
concentracoes pode estar relacionada com a etapa da cascata apoptotica, ou seja, no tempo em
que foi realizado o tratamento e nas maiores concentragdes as células ja se encontravam em
apoptose tardia, o que pode justificar também o aumento concentragdo-dependente dos niveis
de caspase-3. Foram avaliados também os niveis de Bcl-2, sendo possivel observar que o
tratamento com o complexo Ru(Amsal) mostrou-se eficaz em diminuir a expressao desta
proteina. Os niveis proteicos de Bcl-2, quando as células foram tratadas na concentragao de
9,6uM com Ru(Amsal), foram 3 vezes menores quando comparados ao controle. Estes
resultados estdo de acordo com os ensaios anteriores relacionados com a apoptose e
demonstram que o complexo Ru(Amsal) pode induzir a apoptose de células da linhagem de
mama triplo negativa MDA-MB-231 pela ativagdo da via intrinseca. Jiang e colaboradores
(2014) demonstraram que o complexo polipiril de ruténio II, com o ligante dmmpz,
([Ru(dmb)2(dmdppz)](ClOs4)2, induziu a apoptose em células de hepatocarcinoma BEL-7402,
devido a capacidade de ativar a via intrinseca da apoptose e regular a expressao de proteinas
relacionadas a apoptose. Esse complexo aumenta a expressao de caspase-3 ¢ Bax e diminui a

expressdo de Bcel-2 (JIANG; ZHENG; YAO; HAN et al., 2014).
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Figura 14 - Efeitos do complexo Ru(Amsal) nos niveis proteicos de moléculas apoptoticas e anti-
apoptoticas de células MDA-MB-231. (A) Efeito do complexo nos niveis proteicos em células MDA-MB-
231. (B) Imagem representativa da expressao de proteinas relacionadas a apoptose por analise de Western
Blotting O experimento foi realizado em triplicata. Os resultados foram comparados com o controle
negativo (C-) (ndo tratado). (** p< 0,01, *** p<0,001, **** p< 0,0001).
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4.3 Efeitos sobre o transporte e intera¢io celular

Estudos prévios demonstraram que complexos de ruténio sdo capazes de se ligar a
biomoléculas de transporte como a transferrina humana (BERGAMO; GAIDDON;
SCHELLENS; BEIINEN et al., 2012; NAVES; GRAMINHA; VEGAS; LUNA-DULCEY et
al., 2019). Para avaliar a interferéncia da transferrina no transporte e interagdo do Ru(Amsal)
com as cé¢lulas, a linhagem MDA-MB-231 foi exposta ao tratamento com o complexo em uma
concentracao constante proxima do ICso (1,2uM), juntamente com concentragdes crescentes de
apo-transferrina humana, por 24 horas. A porcentagem de células viaveis em cada tratamento
foi analisada por um ensaio de MTT e a referéncia de 100% de viabilidade utilizada foram as
células controle negativo (sem tratamento). Neste experimento, era esperado observar uma
diminui¢do na viabilidade das células proporcionalmente ao aumento da concentragdo de
transferrina, comparando todos os grupos de tratamento com o controle positivo (células que
receberam somente o complexo e auséncia da apo-transferrina). Este resultado indica que a
transferrina pode aumentar a interacao entre as células e o complexo.

De acordo com a Figura 15, é possivel observar que quando a concentragdo de
transferrina aumentou, mantendo a concentragdo do complexo Ru(Amsal) constante, a
viabilidade das células MDA-MB-231 diminuiu de forma significativa comparado com as
células que foram tratadas somente o complexo Ru(Amsal), indicando que, possivelmente, a
transferrina pode ser responsavel por transportar o complexo para o interior da célula e também

aumentar a interagao entre o complexo e as células tumorais .
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Figura 15 - Transporte de Ru(Amsal)) por transferrina. As células MDA-MB-231 foram incubadas com 1,2uM
do complexo Ru(Amsal) por 24 horas. Os resultados foram comparados com o grupo de células tratadas com
apenas com o complexo, sem a presenga da transferrina. O experimento foi realizado em triplicata. (* p<0,05; **
p<0,01).
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Os resultados encontrados estdao em acordo com Naves e colaboradores, no qual o
complexo (RuGA) foi capaz de interagir com receptores de transferrina, conforme aumento na
concentra¢do de transferrina e concentracdo do complexo constante, o que também diminuiu a
viabilidade das células MDA-MB-231 (NAVES; GRAMINHA; VEGAS; LUNA-DULCEY et
al., 2019). Outro estudo com complexos de Ru(II) polipiridil demonstrou que o bloqueio de
receptores de transferrina por anticorpos especificos em células tumorais de mama da linhagem
MCF-7, inibiu em 53,6% a internalizacdo desses complexos. Esses resultados sugerem que que
os receptores de transferrina podem ser responsaveis pelo transporte de complexos de ruténio

para células tumorais (ZHAO; LUO; WU; ZHENG et al., 2014).

4.4 Efeitos sobre a cascata metastatica

A migracao celular ¢ uma etapa fundamental do processo metastatico. Nem todas as
células do organismo sdo migratdrias, no entanto, as que constituem o sistema imune migram
de forma individual e conseguem responder rapidamente a estimulos. Outros tipos celulares
apresentam migracdo temporaria e dependem de eventos especificos como a cicatrizagao de

feridas, vascularizagdao e inflamagao e geralmente esse tipo de migragdo ocorre na forma de
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migracdo coletiva das células. Na progressao tumoral, as células tumorais podem migrar de
forma individual e coletiva (RORTH, 2009). As células tumorais de mama sdo células
migratérias individuais e frequentemente sdao observadas sozinhas se movimentando
linearmente em associa¢do com as fibras da MEC. Independentemente do tipo de migracao,
todas as células precisam modificar sua morfologia para interagir com a matriz ao seu redor,
resultando na sua locomog¢ao (YAMAGUCHI; WYCKOFF; CONDEELIS, 2005). No processo
migratoério ocorre primeiramente o alongamento células causado pela polarizagdo dos
filamentos de actina, ja a formagdo do podossomo ou invadopodia promove a adesdo com as
fibras da MEC, puxando todo o corpo e cauda para frente (LINDER, 2007). A ligacao das
células com a MEC acontece, principalmente, por meio de integrinas mediando a interagao de
seus componentes com a actina do citoesqueleto, fornecendo a tragdo necessaria para o
movimento migratério (PARSONS; HORWITZ; SCHWARTZ, 2010).

Neste trabalho, para investigar o efeito do complexo Ru(Amsal) na migragao das células
da linhagem MDA-MB-231 foram utilizados dois métodos, o ensaio de migracao por camara
de Boyden, usado para analisar a capacidade de células tinicas migrarem em resposta a
quimioatraentes como fatores de crescimento, quimiocinas, lipidios ou nucleotideos, € o ensaio
de wound healing, um dos métodos mais simples e util para determinar a capacidade de
migracao coletiva (JUSTUS; LEFFLER; RUIZ-ECHEVARRIA; YANG, 2014). Os resultados
do ensaio de migragao celular utilizando a camara de Boyden demonstraram que o complexo
Ru(Amsal) inibiu significativamente a migracao das células da linhagem MDA-MB-231 em
todas as concentragdes testadas (0,15-0,6uM) (Figura 16). Na concentracao de 0,3uM ¢ possivel
observar uma inibicdo de aproximadamente 75% de migracdo celular, ja a concentracido de

0,6uM inibiu totalmente a migragao das células.
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Figura 16 - Efeitos do complexo Ru(Amsal) sobre a migracdo das células da linhagem MDA-MB-231 em camara
de Boyden. (A) A imagem corresponde a uma das triplicatas. (B) O grafico apresenta a quantidade de células que
conseguiram migrar pelos poros do inserto ap6s o tempo de incubacao de 22 horas com o complexo Ru(Amsal).
Foram utilizados neste ensaio o controle + (sem tratamento e com quimioatraente) e controle — (sem tratamento e
sem quimioatraente). O experimento foi realizado em triplicata. (* p<0,001, ** p< 0,0001).
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Para continuar investigando o efeito anti-migratorio do complexo Ru(Amsal) foi
realizado também o ensaio de wound healing. Os resultados obtidos neste ensaio mostram que
apos o tempo de incubagdo de 24 horas a concentracdo de 0,3uM ja ¢ capaz de inibir em
aproximadamente 30% o fechamento da risca em compara¢do com o controle de células sem
tratamento. Na concentracao de 0,6uM houve uma maior inibi¢ao do fechamento da risca, em
aproximadamente 54% em relagdo ao controle (Figura 17B). E importante ressaltar que as
concentragdes utilizadas neste ensaio ndo foram capazes de alterar a morfologia e nao
promoveram nenhum efeito citotoxico, conforme os resultados obtidos nos ensaios de
morfologia e citotoxicidade. Zhao e colaboradores (2019) investigaram a atividade
antimetastatica do complexo de ruténio polipiridina Ru(bpy)BEDPPZ através do ensaio de
wound healing para verificar a capacidade de migracgao celular. Os resultados mostraram que o

complexo inibiu a migragdo de células da linhagem MDA-MB-231 nas concentracdes de 2 e
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4uM (ZHAO; LI; YU; ZHANG et al., 2019). Outro trabalho com trés complexos de ruténio
(IT)/ferro (IT) [Ru(MIm)(bipy)(dppf)]PFs, [RuCl(Im)(bipy)(dppf)]PFs e
[Ru(tzdt)(bipy)(dppf)]PFs demonstrou através dos ensaios de wound healing e camara de
Boyden, que os complexos inibiram de maneira eficiente a migragdo de células da linhagem
MDA-MB-231, quando comparado ao controle. O complexo [Ru(MIm)(bipy)(dppf)]PFs na
concentracdo de 1uM apresentou uma inibicdo da migracdo de 76% quando comparado ao

controle sem tratamento (GUEDES; MELLO-ANDRADE; PIRES; DE SOUSA et al., 2020)

Figura 17 - Efeito de diferentes concentragdes do complexo Ru(Amsal) na migragao das células tumorais de mama
da linhagem MDA-MB-231 pelo ensaio de wound healing. O ensaio foi realizado em triplicata. (A) A imagem
corresponde a uma das triplicatas. (B) Grafico da porcentagem de fechamento. (* p< 0,0001).
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O processo de invasdo tumoral é orquestrado por um grande conjunto de células
incluindo as proprias células tumorais, as células estromais adjacentes e as células inflamatoérias
intratumorais, e acredita-se que todas sdo capazes de expressar uma variedade de MMPs
(REUNANEN; KAHARI, 2013). As MMPs pertencem a uma familia de enzimas dependentes
de zinco envolvidas, principalmente, na degradagdo de componentes da matriz extracelular
(MEC), desempenhando papéis fundamentais em situagdes fisiologicas como na embriogénese,
cicatrizagdo de feridas e angiogénese. Sdo classificadas de acordo com as caracteristicas
determinadas pela sua estrutura e especificidade do substrato, como: colagenases, gelatinases,
estromelisinas, matrilisinas e metaloproteinases ligadas a membrana (MT-MMP)
(KESSENBROCK; PLAKS; WERB, 2010). As MMPs sao secretadas na sua forma inativa
como pro-MMP e sdo ativadas no espago extracelular, no qual, uma vez ativa passa a ser
regulada principalmente por inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs) (ARPINO;
BROCK; GILL, 2015). As MMPs também exercem um papel essencial no desenvolvimento e
progressao do cancer, no qual, estdo envolvidas na degradagao da matriz extracelular e da
membrana basal, mediante clivagem do coldgeno tipo IV, no rompimento da adesdo célula-
célula devido a clivagem das E-caderinas (glicoproteinas transmembranas dependentes de
calcio que desempenham papel nas jungdes intercelulares) e integrinas, facilitando a locomog¢ao
e invasao das células tumorais, permitindo que estas alcancem e penetrem os vasos sanguineos
ou linfaticos com consequente metastase (BROWN; MURRAY, 2015).

A MMP-2 e MMP-9 pertencem a classe das gelatinases e sdo conhecidas na literatura
por sua atuac¢ao na progressao tumoral. Pesquisadores investigaram a atuagdo destas MMPs no
cancer de mama e verificaram que o aumento de seus niveis/expressao esta correlacionado com
uma menor sobrevida de pacientes com cancer de mama (TAURO; LYNCH, 2018). Outros
estudos mostram que os niveis de MMP-2 e MMP-9 sdo significativamente mais elevados nas
células tumorais das linhagens MDA-MB-231 e MCF-7 em comparacdo com as células da
linhagem nao-tumoral de mama HS578Bst (LI; QIU; LI; WANG, 2017).

De acordo com os resultados do ensaio de invasao celular, observamos que o complexo
Ru(Amsal) foi capaz de inibir a invasdo das células da linhagem MDA-MB-231 de forma
significativa a partir da concentracdo de 0,15uM. Na maior concentragdo testada (0,6uM) a
inibicdo foi de aproximadamente 98% em relagdo ao controle positivo (Figura 18). E importante
ressaltar que as concentragdes utilizadas neste ensaio nao alteraram a morfologia e ndo foram
citotoxicas para as células. Naves e colaboradores (2019) investigaram a atividade do complexo
de ruténio [Ru(GA)(dppe)2]PFs - Ru(GA) na invasdo de células da linhagem MDA-MB-231,

através do ensaio de invasdo em matrigel. Os resultados mostraram que o complexo Ru(GA),
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nas concentracdes de 1,56 e 3,12uM, inibiu significativamente a invasdo das células (NAVES;

GRAMINHA; VEGAS; LUNA-DULCEY et al., 2019).

Figura 18 - Efeitos do complexo Ru(Amsal) sobre a invasdo de células da linhagem tumoral de mama MDA-
MB-231. O experimento foi realizado em triplicata. (A) A imagem corresponde a uma das triplicatas. (B) O
grafico apresenta a quantidade de células que conseguiram invadir a matrigel e atravessar os poros do inserto apds
o tempo de incubacdo de 22 horas com o complexo Ru(Amsal). Foram utilizados neste ensaio o controle + (sem
tratamento e com quimioatraente) ¢ controle - (sem tratamento e sem quimioatraente). (* p< 0,05, ** p< 0,01, ***
p<0,001).
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Através da zimografia, apresentada na Figura 19A, € possivel visualizar as bandas
correspondentes a MMP-9 em gel de acrilamida com adi¢ao de gelatina. O corante Commassie
cora a gelatina acrescentada ao gel em azul, no entanto, as bandas onde estavam presentes as
MMPs aparecem em negativo, pois degradaram a gelatina durante a incubagdo com o tampao
contendo ions de zinco. De acordo com os resultados, ¢ possivel notar que todas as
concentragdes testadas do complexo Ru(Amsal) (0,15-0,6uM) inibiram de forma significativa
a atividade da MMP-9 quando comparadas ao controle sem tratamento (Figura 19B).

Recentemente, outros pesquisadores demonstram o potencial de complexos de ruténio [Os(n6
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-pcym)(bphen)(dca)]PF6 (Os-dca) and [Ru(n6 -pcym) (bphen)(dca)]PF6 (Ru-dca) na inibigao
da atividade da MMP-9, especialmente o complexo Os-dca que apresentou maior eficiéncia em
inibir a atividade da MMP-9 na concentracao de 2uM quando comparado ao complexo Ru-dca
(2uM) e a cisplatina. Esses resultados estdo de acordo com o nosso trabalho e reforcam que a
inibi¢do da atividade da MMP-9 desempenha um papel importante nos efeitos anti-migratdrios

e anti-invasivos desses complexos.

Figura 19 - Efeito do complexo Ru(Amsal) sobre a expressao da MMP9 em células da linhagem MDA-MB-231.
(A) Expressdao da MMP9 em gel de zimografia. (B) Grafico da analise da atividade da MMP9. (* p<0,001, ** p<
0,0001).
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As interacdes adesivas das células tumorais exercem um papel critico na disseminagao
do tumor metastatico, uma vez que as moléculas de adesdo atuam como moduladores positivos
ou negativos deste processo. Na metastase, as cé¢lulas tumorais presentes na corrente sanguinea
inicialmente aderem as células endoteliais de determinados 6rgdos, através de um processo

mediado por integrinas (JANISZEWSKA; PRIMI; IZARD, 2020). Em seguida, as células
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tumorais metastaticas aderem a elementos da membrana basal subendotelial, tais como
laminina e coldgeno tipo IV e V. Finalmente, as células tumorais metastaticas realizam a adesao
a elementos de tecido conjuntivo, tais como fibronectina e colageno tipo I, para a movimentagao
para o estroma subendotelial e subsequente crescimento nesses novos sitios (HIROHASHI;
KANALI 2003). Além disso, para se tornarem células tumorais metastaticas, as células do tumor
primario precisam se desprender destas moléculas de adesdo presentes no tecido de origem e
muitas vezes, uma diminui¢do na adesdo célula-célula e/ou célula-matriz no tumor primario
tem sido correlacionada a invasdo tumoral e metastase. Assim, a adesdo aos componentes do
tecido conjuntivo colagenos I e IV, fibronectina e laminina pode atuar de maneira positiva ou
negativa, agindo isoladamente ou em conjunto para metastase (BORSIG; LAUBLI, 2019;
OKEGAWA; PONG; LI; HSIEH, 2004).

Para avaliar o efeito do complexo Ru(Amsal) sobre a adesdo de células da linhagem
tumoral de mama MDA-MB-231 foi realizado o ensaio de adesdo celular ao coladgeno tipo I.
Neste ensaio, a adesdao das células sem nenhum tratamento ao colageno tipo I foi considerada
como controle positivo da adesdo, e aos valores obtidos foram atribuidos 100% de adesdo. A
BSA foi considerada o controle negativo da adesdo, ou seja, as células plaqueadas sobre este
substrato ndo deveriam se aderir a ele. De acordo com os resultados, todas as concentragdes
testadas do complexo Ru(Amsal) inibiram significativamente a adesao das células MDA-MB-
231 ao colageno tipo I, quando comparado ao controle sem tratamento (Figura 20). Também ¢
importante ressaltar que as células foram incubadas por 30 minutos com o complexo, e neste
tempo as concentracdes utilizadas ndo foram capazes de alterar a morfologia e ndo foram

citotoxicas para as células.
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Figura 20 - Efeitos de diferentes concentragdes do complexo Ru(Amsal) sobre a adesdo celular celular ao coldgeno
tipo I das células tumorais de mama da linhagem MDA-MB-231. Os ensaios foram realizados em triplicata. Os
resultados foram comparados com o controle sem tratamento (somente colageno tipo I e células). Também foi
utilizado um controle negativo de adesdo (BSA). (* p<0,001, ** p< 0,0001).
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Ao longo de todo o processo metastatico, os movimentos celulares e as alteracdes na
forma celular requerem uma reorganizacao espacial e temporal do citoesqueleto celular. O
citoesqueleto celular ¢ uma estrutura formada por diversos tipos de filamentos proteicos que se
estendem por todo o citoplasma da célula e que desempenham fungdes importantes, tais como
manter sua integridade estrutural e organizar e controlar seus movimentos internos e externos.
O citoesqueleto ¢ composto basicamente por trés tipos de filamentos: os filamentos de actina
(também conhecidos como microfilamentos), os microtibulos e os filamentos intermediarios
(FIFE; MCCARROLL; KAVALLARIS, 2014). O citoesqueleto €, portanto, uma estrutura
dindmica que se mantém em constante estado de reorganizacdo, permitindo a célula promover
e manter a ordem interna necessaria ao seu equilibrio a0 mesmo tempo em que muda de forma,
se locomove ou até¢ mesmo se divide. Os filamentos de actina do citoesqueleto sao responsaveis
por regular a dindmica da motilidade celular em todas as células, inclusive em células tumorais
de mama (JIANG; ENOMOTO; TAKAHASHI, 2009).

O ensaio de marcacdo do citoesqueleto foi realizado com o objetivo de verificar os
efeitos do complexo Ru(Amsal) sobre a organizagdo do citoesqueleto de células MDA-MB-
231, utilizando o marcador Alexa 488 Fluor® Phalloidin especifico para fibras F-actina.

Podemos observar na concentragdo de 9,6uM uma diminui¢do marcante da densidade da
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estrutura celular e condensag¢ao dos filamentos de actina, quando comparado ao controle (Figura
21). Essa alteragdo marcante na organizacdo no citoesqueleto das células MDA-MB-231,
promovida pelo complexo Ru(Amsal), pode estar relacionada com a inibicao da adesdo dessas

células a proteinas da MEC, bem como a inibi¢do da migracao e invasao.

Figura 21 - Efeito de diferentes concentragdes do complexo Ru(Amsal) no citoesqueleto das células tumorais de
mama da linhagem MDA-MB-231. O ensaio foi realizado em triplicata. As imagens correspondem a uma das
triplicatas.
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Outro trabalho do nosso grupo demonstrou que o complexo de ruténio trans-
[Ru(PPhs)2(N,N-dimethyl-N'-thiophenylthioureato-k>0,S)(bipy)|PFs também foi capaz de
inibir a adesdo das células MDA-MB-231 ao colageno tipo I e induzir alteracdes no
citoesqueleto (BECCENERI; POPOLIN; PLUTIN; MAISTRO et al, 2018). Sava e
colaboradores (2004) demonstraram que o complexo NAMI-A foi capaz de modificar a
estrutura do citoesqueleto células humanas da linhagem de carcinoma cervical HeLa (SAVA;
FRAUSIN; COCCHIETTO; VITA et al., 2004). O complexo de ruténio com o ligante acido
galico Ru(GAC) foi avaliado quanto a capacidade de alterar o citoesqueleto de células tumorais
e ndo tumorais MDA-MB-231 e MCF-10A, respectivamente. De acordo com os resultados o
tratamento com o complexo Ru(GAC), nas maiores concentragdes, promoveu uma alteracao na
estrutura do citoesqueleto, sendo possivel observar a condensacdo dos filamentos de F-actina
na células da linhagem MDA-MB-231. Ja na linhagem ndo tumoral de mama MCF-10A, ndo
foram observadas alteragdes no citoesqueleto em todas as concentragdes testadas, sugerindo
que essas c¢lulas sdo mais resistentes aos efeitos do complexo Ru(GAC) (GRAMINHA;
HONORATO; CORREA; COMINETTI et al., 2020). Todos estes resultados estdo de acordo
com o nosso trabalho, mostrando o potencial dos complexos de ruténio para atuar nas diferentes

etapas do processo metastatico.
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Os estudos in vitro demonstraram que o complexo Ru(Amsal) possui potencial para o
tratamento do cancer de mama. Este complexo apresentou o menor ICso para as células da
linhagem tumoral MDA-MB-231 e o maior ICso para as células ndo tumorais MCF-10A, em
comparagdo aos outros cinco complexos de ruténio testados, sugerindo agdo seletiva deste
complexo para células tumorais. O complexo Ru(Amsal) também alterou a morfologia, inibiu
a migragao, a invasdo ¢ a adesdo e ainda induziu a apoptose, danos ao DNA e promoveu a
fragmentacdo nuclear de células tumorais MDA-MB-231. Portanto, diante dos resultados
promissores, o ensaio in vivo de modelo de metastase espontinea singénico ortotdpico sem
cirurgia foi escolhido para avaliar as propriedades do Ru(Amsal) no crescimento do tumor

primario e consequentemente, nas possiveis metastases formadas.
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Capitulo 2 — Nanotecnologia e Ensaios in vivo

5 Nanotecnologia

Apesar do alto potencial in vitro dos complexos de ruténio, sua baixa solubilidade em
agua pode dificultar os estudos da atividade bioldgica in vivo. Por este motivo, tém se buscado
alternativas para veiculacdo destes complexos metalicos através de estratégias
nanotecnolégicas que visam melhorar a solubilidade e comportamento no organismo de
diversos grupos de moléculas (MAINARDES; URBAN; CINTO; CHAUD et al., 2006).

A nanotecnologia tem sido apontada como uma das mais promissoras estratégias para
melhorar a veiculacao de farmacos quimioterapicos, por meio do emprego de nanocarreadores
com didmetro médio entre 10 a 500nm, que apresentam capacidade de penetracao intracelular
e podem possibilitar o acimulo do farmaco no sitio tumoral (NARVEKAR; XUE; EOH;
WONG, 2014). Os vasos que nutrem o tecido tumoral apresentam poros maiores entre as
células, quando comparado ao tecido saudavel, o que resulta na maior permeabilidade local, e
ainda, devido a auséncia de drenagem linfatica eficiente, os nanossistemas podem ficar retidos
por mais tempo na regido do tumor (YINGCHONCHAROEN; KALINOWSKI;
RICHARDSON, 2016). Os sistemas de liberagdo nanoestruturados através da encapsulacao,
acomodam o farmaco no interior da estrutura e o protege das degradagdes enzimaticas e
hidroliticas no trato gastrointestinal, direcionando-o ao 6rgao alvo. Um sistema de liberagao
“ideal” deve entregar o farmaco de forma exclusiva no seu sitio de acdo, ser capaz de modular
a velocidade de liberacao e a duragdo do efeito, ¢ além disso, esses sistemas de liberacao devem
melhorar caracteristicas indesejaveis do farmaco como a baixa solubilidade, a baixa
biodisponibilidade e a instabilidade (DA SILVA; DE FREITAS; BERNEGOSSI; GONCALEZ
etal.,2016; SATO; DA SILVA; DE SOUZA; DOS SANTOS et al., 2015).

Viérios sistemas de liberagdo tém sido empregados com o objetivo de aumentar a
biodisponibilidade de farmacos e podem ser classificados em diferentes categorias, dentre eles
os sistemas lipidicos e poliméricos. Os sistemas lipidicos correspondem as microemulsoes,
nanoemulsdes, lipossomas e nanoparticulas lipidicas solidas. J& os sistemas poliméricos
envolvem os hidrogeis, nanoparticulas poliméricas e dendrimeros (YINGCHONCHAROEN;
KALINOWSKI; RICHARDSON, 2016).

As microemulsdes (ME) representam um sistema de agua e 6leo contendo um

tensoativo, criando uma solugdo liquida termodinamicamente estavel. As ME apresentam alta
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estabilidade, o que permite diferentes vias de administracdo e baixo custo de preparacao
(LAWRENCE; REES, 2000; SATO; DA SILVA; DE SOUZA; DOS SANTOS et al., 2015).
Também ¢ importante destacar que as ME podem fazer com que o tempo de liberagdo dos
farmacos em nanoestruturas seja diferente em relacdo aos farmacos livres, ou seja, a liberagao
lenta de um farmaco pode garantir um efeito mais prolongado e menos téxico (DALMORA;

DALMORA; OLIVEIRA, 2001).

5.1 Modelos de metastase in vivo

O modelo de metéstase espontaneo ¢ caracterizado pela formacao do tumor primario
com consequente entrada das células tumorais na corrente sanguinea para formar metastases
em Orgdos distantes. Através deste modelo € possivel estudar a atuacdo do farmaco no tumor
primario e na inibicdo da metastase. No modelo singénico as células tumorais usadas sdao da
mesma espécie do animal, ainda, os modelos ortotopicos utilizam células da mesma origem
onde serdo injetados (ex.: células de mama injetadas na mama do animal) (ECKHARDT;
FRANCIS; PARKER; ANDERSON, 2012; KHANNA; HUNTER, 2005).

O modelo utilizado nesse trabalho foi o de metastase espontanea singénico ortotopico
sem cirurgia do tumor primario, com injecao das células tumorais de mama de camundongo da
linhagem 4T1.13ch5T1 no tecido adiposo da quarta mama de camundongas (IMFP- Intra-
mamary Fat Pad) Balb/c. A linhagem 4T1.13ch5T1 ¢ modificada geneticamente, no qual foi
inserido em seu DNA gendmico uma marcagdo com a fluorescéncia “mCherry” que auxilia na
deteccao de metastases em 6rgaos como pulmdes, coluna vertebral e fémures através de PCR

multiplex em tempo real (CARTER; MICOCCI; NATOLI; REDVERS et al., 2015).

6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Sintese do sistema lipidico nanoestruturado do tipo microemulsdo (ME) do complexo
Ru(Amsal)

O sistema lipidico nanoestruturado do tipo microemulsio (ME) do complexo
Ru(Amsal), abreviado de complexo Ru(Amsal)uvg, foi sintetizado e caracterizado pelo
Laboratorio de Pesquisa e Desenvolvimento de Sistemas de Liberagdo de Farmacos Baseados
em Nanotecnologia, da Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus Araraquara, sob
responsabilidade do Prof. Dr. Marlus Chorilli e da aluna de pés-doutorado Dr. Patricia B. Silva,

como descrito anteriormente (DE FREITAS; DA SILVA; CHORILLI; BATISTA et al., 2014).



71

Resumidamente, este sistema apresenta a seguinte composi¢do: 10% de fase oleosa (colesterol),
10% de surfactante (fosfatidilcolina de soja, oleato de sodio e Eumulgin HRE 40 [6leo de ricino
de polioxil 40 hidrogenado]; na proporcdo 3:6:8, respectivamente) e 80% de fase aquosa
(tampao fosfato, pH 7,4). Esta mistura foi sonicada (poténcia de 700 watts e amplitude de 20%)
durante 10 minutos com um intervalo de 30 segundos a cada minutos, com banho de gelo
durante todo o processo. Posteriormente a obtengao da formulagdo, incorporou-se os compostos
no sistema lipidico nanoestruturado homogeneizando a respectiva massa de composto ¢ o
volume adequado de formulagdo. A mistura foi sonicada nas mesmas condi¢des descritas
anteriormente, durante adicionais 2 minutos. Entdo, apds 24 horas do preparo foi realizada a
caracterizagdo da formulacao através dos ensaios de dispersao de luz dindmica e do potencial

zeta para medicao do tamanho das particulas e estabilidade, respectivamente.

6.1.2 Dispersao de luz dinidmica

A determinag¢do do didmetro e indice de polidispersividade foi realizada pela técnica de
correlagdo de fotons, utilizando-se o equipamento de dispersdao dindmica de luz Zetasizer Nano
NS, Malvern Instruments, Malvern, UK (SILVAI; SANTANAII; BEDORII; BORBAII et al.,
2009).

6.1.3 Potencial zeta
A andlise de potencial zeta foi realizada por meio da determinagdo da mobilidade

eletroforética, em que foi utilizado o equipamento Zetasizer Nano NS, Malvern Instruments,

Malvern, UK.

6.2 Linhagens celulares

As células tumorais de mama da linhagem MDA-MB-231 foram cultivadas como
previamente descrito (item

3.2 Linhagens celulares e padronizagdo do cultivo in vitre). As células tumorais de
mama de camundongo 4T1.13ch5T1 foram cultivadas em meio Minimum Essential Medium
Eagle Alpha Modification (a-MEM), contendo FBS (5%), bicarbonato de s6dio (2,2 mg/mL),
cloreto de s6dio (4 mg/mL), penicilina (100 UI/mL) e estreptomicina (100 mg/mL). As
linhagens celulares utilizadas foram mantidas em uma incubadora umida com 5% de COz e a

37°C. As células 4T1.13ch5T1 foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Richard Redvers do
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Olivia Newton-John Cancer Research Institute na Australia. A linhagem ndo tumoral de
camundongo L929 foi cultivada em meio DMEM - High Glucose contendo 5% de soro fetal bovino

e 1% de antibidticos apropriados.

6.3 Ensaio in vitro de citotoxicidade

A citotoxicidade do complexo Ru(Amsal)ve e da base do sistema lipidico
nanoestruturado do tipo microemulsao (Base)wk foi avaliada em diferentes tipos de células pelo
método do MTT, conforme descrito anteriormente. Neste ensaio, além da linhagem tumoral de
mama humana, MDA-MB-231, outras duas linhagens de camundongos, 4T1.13ch5T1(tumoral)
e L929 (ndo tumoral), foram utilizadas para complementar a analise do complexo Ru(Amsal),

(Base)mE e do Ru(Amsal)me.

6.4 Modelo in vivo de metastase

6.4.1 Procedimentos éticos

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFSCar
(CEUA n° 2736071020).

6.4.2 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas Balb/c, entre 6 a 8 semanas de vida, hospedados
em gaiolas coletivas em temperatura ambiente controlada a 224+2°C, sob ciclo claro-escuro de

12 horas com comida e agua ad libitum.

6.4.3 Formacao de metastase espontinea do tumor primario

Neste modelo, 1x10° células/20uL/camundongo da linhagem 4T1.13ch5T1 foram
injetadas no tecido adiposo da quarta mama de camundongos fémeas Balb/c. A inje¢ao foi
realizada com auxilio de uma seringa Hamilton de 50uL nos animais anestesiados com
isuflurano. Assim que o tumor de tornou palpavel (apds 8 dias da inje¢@o), os camundongos
foram tratados diariamente (segunda a sabado) com o complexo Ru(Amsal)vE (1,5 mg/kg)
através de injecdes intraperitoneais invertendo os lados das injecdes para evitar lesdes. Os

animais foram divididos em trés grupos de tratamento conforme descrito abaixo:
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1. Grupo Salina: somente tratado com solugao salina (n=15);

2. Grupo (Base)me: somente tratado com o polimero do nanoencapsulamento
(n=15);

3. Grupo Ru(Amsal)me: somente tratado com o complexo RuAmsal

nanoencapsulado (n=15);

Apo6s vinte e sete dias da inje¢do das células tumorais foi realizada a eutanasia dos
animais. Durante todo o periodo do experimento os camundongos foram monitorados através
do peso corporal e seu tumor primario foi mensurado com o uso de um paquimetro. Os tumores
foram medidos quanto a sua altura e comprimento e estas medidas foram usadas para calcular
o volume do tumor e consequentemente, inferir seu peso (volume mm’= comprimento x
comprimento x altura). No dia da eutanasia foram avaliadas as metastases visiveis e coletados
os fémures, coluna espinhal e pulmdes para analise da carga tumoral relativa ou relative tumor
burden (RTB) através de analise do DNA gendmico (DNAg). Os orgaos coletados para RTB
foram congelados em nitrogénio liquido para posterior extracdo de DNAg. Os tumores
primarios, baco e figado também foram pesados para avaliar de forma indireta indicios de
metastases. A RTB foi avaliada apos a extragdo de DNAg utilizando-se a técnica de PCR
quantitativo Tagman (Tagman® Fast Universal PCR Master Mix 2x — Applied Biosystens, Life

Technologies).

6.4.4 Extracao do DNAg

Para a extracdo do DNAg os orgaos foram homogeneizados em tampao de lise sem SDS
(50mM Tris-HCI, 100mM NaCl, 100mM EDTA, pH 7,5) em homogeneizador FastPrep®-24
em tubos (MP tubes) contendo beads de ago inox e/ou ceramica (1 bead grande e duas pequenas
para ossos, € 3 beads pequenas para tecidos moles). Foram realizados 3 ciclos de
homogeneizagdo de 1 minuto com intervalo de 5 minutos (ciclo 6m/s). Parte do homogeneizado
foi digerido em tampao de lise contendo SDS, Proteinase K ¢ RNAse A (50mM Tris-HCI,
100mM NaCl, 100mM EDTA, 1% SDS pH7,5; 2ul/mL de proteinase K e de RNAse A, estoque
a 10 mg/mL) a 55°C overnight. No dia seguinte, foram adicionados 350uL de uma solugdo
super-saturada de NaCl (>5M), os tubos foram agitados e incubados no gelo por 30 minutos.
Em seguida, os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 4°C e 16000rpm. O sobrenadante
foi transferido para um novo tubo ao qual foi adicionado etanol 100% até a precipitacdo do

DNA. Este DNAg formado foi transferido para um tubo contendo etanol 70% e centrifugado
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por 5 minutos a 13000rpm. O pellet formado foi lavado novamente com 500uL de etanol 70%,
em seguida, o sobrenadante foi colhido por inversao do tubo e o restante de etanol foi retirado
com auxilio de uma pipeta. O DNA foi seco em fluxo de ar e em seguida ressuspendido em
200uL de tampao TE (10mM Tris-HCI, 1mM EDTA, pH 8,0). O DNAg foi quantificado em

Nanodrop e 40ng foram utilizados nas reagdes de PCR em tempo real.

6.4.5 Carga tumoral relativa ou Relative Tumor Burden (RTB)

A RTB para cada animal foi calculada através de PCR em tempo real multiplex usando
Tagman®. O DNAg foi sujeito ao PCR multiplex para detectar o cycle Threshold (Ct), definido
logo acima da linha de base dos niveis de fluorescéncia para vimentina (presente em todos os
tecidos dos animais) e mCherry (presente somente nas células tumorais). Através da
comparacao dos valores de Ct da vimentina e do mCherry em cada amostra, o ACt foi calculado
pela subtracdo do Ct mCherry menos o Ct da Vimentina, em seguida, o valor de ACt foi usado
na seguinte formula RTB = 10.000/2ACt. Usando-se essa formula os tecidos com valores zero
sdo considerados sem tumor, cujo um tecido com valor de 10.000 ¢ composto totalmente por
tumor. Estes dados foram analisados conforme descrito por Sloan e colaboradores para anélise
da RTB (SLOAN; POULIOT; STANLEY; CHIA et al., 2006). Os primers e as probes

utilizadas foram estdo especificados na Tabela 4.

Tabela 4 - Primers e probes utilizados no experimento de PCR em tempo real para determinagdo da Relative

Tumor Burden (RTB).

Probe mVim: VIC-CCT TCA TGT TTT GGA TCT CAT CCT GCA GG - TAMRA
Primer mVim Foward: 5° AGC TGC TAA CTA CCA GGA CACTAT TG 3’
Primer mVim Reverse: 5’CGA AGG TGA CGA GCC ATCTC 3’

Probe mCherry: 6FAM-CAG CTG CCC GGC GCC TAC A-TAMRA

Primer mCherry Foward: 5' GAC CAC CTA CAA GGC CAA GAAG3'

Primer mCherry Reverse: 5' AGG TGA TGT CCA ACT TGA TGT TGA 3'

A reacdo do PCR foi realizada conforme especificado na Tabela 5.
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Tabela 5 - Componentes da PCR em tempo real Taqgman para os ensaios in vivo.

Reacio de PCR Tagman
Reagentes (concentracio final) Volume
Master Mix 2x Sul
Primers Foward + Reverse Vimentina (1pM) | 0,5ul
Probe Vimentina (1pM) 0,5ul
Primers Foward + Reverse Cherry (1pM) 0,5ul
Probe Cherry (1pM) 0,5ul
Agua Tul
DNAg (40ng) 2ul

6.4.6 Analise de peso corporal e dos orgaos

Durante o ensaio de formacao de metéstases espontineas os animais foram pesados para
acompanhamento do peso. A pesagem foi iniciada no primeiro dia apds a injecao das células
da linhagem 4T1.13ch5T1 no tecido adiposo da quarta mama dos camundongos € os registros
seguiram a cada dois dias até a eutanasia dos animais.

Ap0s a eutandsia o coragdo, o figado, o rim e o bago de cada animal foram coletados,
analisados macroscopicamente e pesados em balanga eletronica. Esses 6rgaos foram escolhidos

por serem 0rgaos que podem estar alterados em caso de toxicidade e formagao de metéstases.

6.4.7 Analise histolégica do coracao, rim e baco

Os orgaos coletados (coragdo, rim e baco) foram fixados em 10% de formalina
tamponada durante 24 horas e lavados em agua corrente por 1 hora. Em seguida, os mesmos
foram submetidos a processamento histoldgico, passando pelas etapas de desidratacao (1 hora
em cada um dos seguintes banhos: alcool 70%, alcool 80%, alcool 95%, alcool absoluto I,
alcool absoluto II, dlcool absoluto III), clarificacdo (1 hora em cada um dos seguintes banhos:
xilol T e xilol IT) e impregnagdo (1 hora em banho de parafina I e 2 horas em parafina II).
Posteriormente, os 6rgaos embebidos em parafina (blocos de parafina) e foram cortados no
sentido longitudinal utilizando-se um micrétomo rotativo (Leica), obtendo cortes com
espessura de Sum. Em seguida, o processo de coloracdo com hematoxilina e eosina (HE) foi
realizado para analise morfoldgica e estrutural. As laminas foram digitalizadas no microscopio
panoramic desk (3DHISTECH) e as imagens foram analisadas com o software 3DHISTECH.

A analise foi gentilmente supervisionada pela patologista Dra. Mayara Caroline Rosolem.
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6.4.8 Analise Bioquimica

Para as andlises bioquimicas, o sangue dos camundongos foi coletado por pungdo
cardiaca e armazenado em tubos contendo anticoagulante (EDTA 10%). Logo apds a coleta, o
sangue foi armazenado sob refrigeracao e centrifugado a 2000rpm por 10 minutos para a
obtencdo do plasma. Este foi recolhido e parte mantido refrigerado a 4°C, e parte mantido
congelado a -20°C de acordo com as indicagdes dos kits de analises utilizados. As analises para
determinagdo da ureia, creatinina e transaminase oxalacética (TGO) foram realizadas de acordo
com instrugdes dos kits: Transaminase Oxalacética (LABORLAB); Creatinina (LABORLAB) e
Ureia CE (LABORLAB). As leituras foram realizadas no fluorimetro Synergy H1 (Biotek),
sediado junto ao Laboratério LERCI, localizado no DQ da UFSCar.

6.4.9 Células tumorais circulantes (CTCs)

Este ensaio visa analisar se os tratamentos foram capazes de reduzir o nimero de células
tumorais circulantes nos animais, verificando seu efeito citostatico e citotoxico. Para o
isolamento das células tumorais circulantes (CTCs), amostras de sangue foram coletadas em
tubos contendo 100uL. de EDTA 1%. As amostras foram entdo centrifugadas a 3500rpm por 5
minutos, ressuspendidas em ImL de tampao de lise de eritrécitos (NH4Cl 150mM, KHCO3
ImM, EDTA 100nM) e incubadas a temperatura ambiente por 3 minutos. Apds o tempo de
incubac¢do, foi realizada uma nova centrifugacdo a 3500rpm por 5 minutos. Finalmente, as
amostras foram ressuspendidas em 100uL de a-MEM contendo 5% de FBS, 1% de penicilina
e estreptomicina, e adicionado 100uL de sangue inicialmente coletado. Em seguida, as células
foram plaqueadas em placas de 6 pogos nos seguintes volumes: 100uL, 50uL e 25uL
(poco/animal). As placas foram entdo incubadas a 37°C a 5% de CO; por 10 dias e coradas com

cristal violeta para contagem do niimero de colonias formadas.

6.5 Analise estatistica

Para a anélise estatistica do ensaio in vitro foi utilizado o software GraphPad Prism

versdo 6.0. Foram calculados a média e o desvio padrao e em seguida foi realizada analise de

varidncia (ANOVA) e pos-teste de Dunnet para determinar se os resultados foram
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estatisticamente diferentes em relacdo aos controles. Para os ensaios in vivo o test t de Student

foi aplicado.

7 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com os resultados promissores in vitro apresentados até o momento, a realizagao de
estudos in vivo se tornou necessaria para avango do conhecimento do potencial do complexo
Ru(Amsal), porém um problema encontrado nos testes in vivo foi a baixa solubilidade deste
complexo em solugdes aquosas em altas concentragdes. Portanto, uma microemulsdo do
complexo foi preparada, seguida da avaliacdo in vitro para verificar se seus efeitos
permaneceram os mesmos ou se foram atenuados ou potencializados. Posteriormente a

obtencao destes resultados, ensaios in vivo foram realizados.

7.1 Caracterizacio fisico-quimica do complexo Ru(Amsal) incorporado em microemulsiao

Na composi¢cdo da microemulsdo, além da fosfatidilcolina, foi utilizado também o
colesterol que € essencial para a estabilidade e funcdo das membranas celulares. O complexo
Ru(Amsal) incorporado a microemulsao (Ru(Amsal)mg) na concentragdo de 15 mg/mL foi
analisado por dispersdo de luz dindmica e quanto ao seu potencial zeta. As analises do tamanho
das goticulas sub-microscopicas do complexo Ru(Amsal)ve e somente da microemulsdo
(Base)mr foram determinadas através da técnica de espalhamento de luz dindmico, também
denominada espectroscopia de correlacao de fotons, cuja técnica fornece o raio hidrodinamico
das particulas coloidais. A uniformidade da distribuicdo do tamanho das goticulas ¢ medida
pelo indice de polidispersdo (IPD). O baixo valor de IPD do complexo Ru(Amsal)me
demonstrou uma distribui¢do do tipo monomodal e homogénea das goticulas. Para um sistema
ser considerado uma microemulsao € necessario que o tamanho de suas goticulas esteja entre
20 e 500 nm. Portanto, podemos estimar que o sistema seja uma microemulsdo (DE FREITAS;
DA SILVA; CHORILLI; BATISTA et al., 2014; GUPTA; ERAL; HATTON; DOYLE, 2016).

O potencial zeta ¢ utilizado para medir a carga na superficie da microemulsao, indicando
a estabilidade da nanoestrutura a longo prazo. Este ¢ determinado indiretamente usando o
principio da mobilidade eletroforética e os valores do potencial zeta que variam entre < + 30
mV ou > — 30 mV sdo considerados bons indicadores de estabilidade a longo prazo. Um valor
negativo e elevado do potencial zeta ¢ importante na estabilidade da emulsao, com aumento das

forgas repulsivas entre as goticulas que evitam a floculacdo (SINGH; MEHER; RAVAL;



78

KHAN et al., 2017). Comparando o complexo Ru(Amsal)ve € a Baseme ndo se observa uma
variacdo significativa do potencial zeta com a incorporacao do complexo Ru(Amsal) (Tabela

6).

Tabela 6 - Dados da caracterizacdo fisico-quimica das microelmulsdes incorporadas ou ndo com o complexo de

ruténio Ru(Amsal).

Amostra Tamanho (nm) Indice de polidispersividade Potencial zeta (mV)
Basewme 152,2 £ 4,065 0,164 + 0,021 -34,1+1,75
Ru(Amsal)me 155,3 £ 1,968 0,362 + 0,027 -33,5+ 1,86

7.2 Ensaios in vitro de citotoxicidade

Neste ensaio foi avaliada a citotoxicidade do complexo Ru(Amsal)me na linhagem
tumoral de mama humana, MDA-MB-231 e outras duas linhagens de camundongos,
4T1.13ch5T1 (tumoral) e L.929 (ndo tumoral). Para permitir comparagdes os valores de ICso do
complexo Ru(Amsal) com as células MDA-MB-231 foram representados (Tabela 7).

Os resultados mostram que houve aumento no ICso apos o tratamento das células MDA-
MB-231 com o complexo Ru(Amsal)me nos tempos de 24 e 48 horas (16,67 e 5,28uM), quando
comparado com as células que receberam o tratamento com o complexo Ru(Amsal) ndo
formulado (3,68 ¢ 0,15uM). O mesmo aconteceu com as células tumorais de camundongo
4T1.13ch5T1 que quando tratadas com o complexo Ru(Amsal)mE tiveram um aumento do ICso
em 24 e 48 horas (4,88 e 1,62uM) quando comparado com o complexo Ru(Amsal) ndo
formulado (2,32 e 1,24uM). E importante destacar que conforme observado no tratamento das
células com o complexo Ru(Amsal), o complexo em microemulsao Ru(Amsal)ve também foi
seletivo para a linhagem tumoral de camundongo quando comparado a linhagem nao tumoral
L929 (ICs0 47,8uM em 24 horas e 6,35uM em 48 horas).

Adicionalmente foram apresentados os resultados dos ensaios de 24 e 48 horas de
incubagdo apenas com a base do sistema lipidico nanoestruturado do tipo microemulsdao
(Basemg) para verificar se o efeito que estava ocorrendo era devido a combinagdo com o
complexo Ru(Amsal) ou apenas da baseme. Os resultados demonstraram que o ICso das células
tratadas apenas com a baseme ¢ superior ao ICsp encontrado quando se tem a adigdo do

complexo Ru(Amsal), demonstrando assim que o efeito citotoxico encontrado € resultado da
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formulagdo (Tabela 7). A Basemr ¢ um sistema lipidico, e nas maiores concentracdes ela forma
uma pelicula entre a célula e o meio de cultura, no qual impede o contato da célula com o meio
e pode justificar a citotoxicidade apresentada no tempo de 48 horas nas linhagens testadas.
Complexos contendo nucleos dimetalicos de Rux(I1, III) coordenados a farmacos anti-
inflamatorios ndo esteroides (FAINEs) também demonstraram limitagdes para seu uso na
clinica devido a baixa solubilidade em agua e consequente dificuldade de administragdo
intravenosa. Para superar este problema, esses complexos foram encapsulados em
nanoparticulas lipidicas com o objetivo de melhorar a solubilidade e eficacia desses
metalofdirmacos. Em concordancia com nossos resultados, o complexo metalico dessa classe
nanoencapsulado Rux(NSAID)-SPLNs também mostrou ser citotoxico para as células da

linhagem MDA-MB-231 (ALVES RICO; ABBASI; RIBEIRO; AHMED et al., 2017).

Tabela 7 - Atividade citotdxica dos complexo Ru(Amsal), Ru(Amsal)ME e BaseME em células tumorais de mama
humano MDA-MB-231, células tumorais de mama de camundongo 4T1.13ch5T1 e ndo tumoral de camundongo
L1929, ap6s 24 e 48 horas de incubagdo. O experimento foi realizado em triplicata. DP = desvio padrao.

ICso £ DP (uM)
Linhagem celular Tempo (h)

Ru(AmSal)mg Baseme Ru Amsal
24 16,67 1,57 >100 3,68 £0,15
MDA-MB-231 48 5.8 +0.86 2795+ 144  0,15+0,04
24 4,88 £0,24 >100 2,32+£0,99
4T1.13¢hST1 43 1,62+ 0,36 69.72£383  124+0,14

24 47,8 £0,53 - -—--

L1929
48 6,35+ 0,78 --- -—--

7.3 Ensaios in vivo de metastase

7.3.1 Modelo de formacao de metastase espontanea singénico ortotopico sem cirurgia

Para avaliacdo dos efeitos antitumorais e antimetastaticos in vivo do complexo
Ru(Amsal)mE foi utilizado o modelo animal ortotopico e singénico de metastase espontanea.
As células tumorais da linhagem 4T1.13Ch5 foram injetadas no tecido adiposo da quarta mama
de camundongos Balb/c fémeas e quando os tumores se tornaram palpaveis (8° dia apds a
injecdo das células tumorais), os animais foram tratados com a microemulsdo do complexo

Ru(Amsal)me na dose de 1,5 mg/Kg. As doses foram administradas por via intraperitoneal
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diariamente de segunda a sdbado por 3 semanas, contabilizando 18 doses. As medidas do
tamanho e peso dos animais foram realizadas 3 vezes por semana. Para analisar o efeito isolado
da base da microemulsao (Basewmg) in vivo, outro grupo controle com solugao salina foi avaliado
para efeito comparativo.

Os resultados demonstraram que ndo houve diferenga estatistica entre os grupos
experimentais em relagdo ao peso dos animais € ao volume do tumor. No entanto, ¢ possivel
observar que os camundongos tratados com salina apresentaram uma pequena redugao do peso

em relacdo aos grupos Basemr € Ru(Amsal)vE a partir do 24° dia apds a injecao (Figura 22).

Figura 22 - Efeitos do tratamento do complexo Ru(Amsal)ve no peso (g) dos camundongos pelo periodo de 27
dias (A) Efeitos do complexo Ru(Amsal)ye na area (mm?) do tumor primario dos camundongos ap6s 27 dias (B).
Tratamento com o Salina refere-se aos camundongos que receberam apenas salina e o Basewir refere-se aos
camundongos que receberam apenas o tratamento com a base da microemulsdo.
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Neste modelo ortotdpico e singénico a progressao tumoral desencadeia processos
inflamatorios, levando ao aumento do niimero de células do sistema imunoldgico, que em alguns
tipos de cancer auxiliam a progressao e infiltracdo do tumor. Assim como os linfonodos, o bago
atua como um filtro sanguineo que desempenha um papel fundamental no inicio da resposta imune
e nas reagdes aos patdogenos, virus ou ao cancer. Em média, o peso esplénico dobra em tamanho em
camundongos com tumores implantados e este aumento do tamanho do bago reflete a carga tumoral
total no animal (LEWIS; WILLIAMS; EISENBARTH, 2019). Em contrapartida, o aumento no
tamanho dos pulmdes e figado estd relacionado a presenga de nodulos tumorais secundarios.
Visivelmente durante a eutanasia, os bagcos dos camundongos dos grupos controles (salina e Basewme)
e do grupo tratado com Ru(Amsal)me estavam aumentados e alguns pulmdes retirados de animais

destes grupos apresentavam metastases visiveis. Nenhum 6rgao (baco, figado e pulmao) apresentou
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diferenca significativa de massa entre os controles e o grupo tratado com Ru(Amsal)me,

apresentando valores médios proximos (Figura 23).

Figura 23 - Efeitos dos tratamentos com o complexo Ru(Amsal)me, Baseme € Salina no peso (g) dos orgaos
(pulmao, bago, figado e tumor primario) dos camundongos, coletados no momento da eutanasia.
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A fim de se verificar o RTB, um indicador de metastases, 6rgdos como pulmdes, coluna
vertebral e fémures dos animais foram coletados e submetidos a extracdo de DNAg para a
deteccao da presenca do gene mCherry (exclusivo das células tumorais) e mVimentina
(presente em todas as células) nesses 6rgaos através de PCR multiplex em tempo real. Através
dessa técnica, como pode ser observado na Figura 24A, houve reducao significativa da RTB na
coluna vertebral com o tratamento Ru(Amsal)me comparado aos controles Basewme . Salina, no
entanto, ndo houve diferenga entre os grupos na carga tumoral relativa dos fémures (Figura
24B). Nos pulmdes, o tratamento com o complexo Ru(Amsal)ve houve reducao significativa
de RTB quando comparado ao controle Baseme. E possivel verificar também que o grupo
tratado com solucao salina apresentou uma carga tumoral alta nos pulmdes em relagao ao grupo
tratado com o complexo Ru(Amsal)me (Figura 24C). De acordo com os resultados apresentados,

¢ importante ressaltar que o tratamento com complexo Ru(Amsal)me ndo inibiu o crescimento
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do tumor primario mas foi eficaz na inibicdo do desenvolvimento de metastase pulmonar e

Ossea.

Figura 24 - Efeito dos tratamentos com o complexo Ru(Amsal)me, Baseme e Salina na Relative Tumor Burden
(RTB) do modelo de formagdo de metastase espontanea. (* p< 0,05, ** p<0,001)
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As diferencas mencionadas com relagdo a carga tumoral puderam ser observadas
também através de andlise visual. Na Figura 25A podemos observar as metastases pulmonares
do grupo Basewmr, salina e proeminente redugdo destas no grupo tratado com o complexo
Ru(Amsal)me.

As células tumorais circulantes (CTCs) sdo células originarias de tumores primarios ou
secundarios que conseguiram entrar na corrente sanguinea e se disseminar por todo corpo como
parte do processo metastatico. A identificacdo de CTCs no sangue periférico ¢ muito
importante, pois auxilia na detec¢ao precoce, monitoramento da doenga e atualmente ¢ um
indicador progndstico bem estabelecido no cancer de mama metastitico (BIDARD;
PROUDHON; PIERGA, 2016). Como pode ser observado na Figura 25B, o grupo Salina
apresentou maior prevaléncia de CTCs (33%) quando comparado aos grupos Ru(Amsal)me

(6%) e Base me (13,3%). A reducdo dos CTCs pelo complexo Ru(Amsal)me pode estar
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relacionado a capacidade do complexo em inibir etapas especificas do processo metastatico

como migrag¢ao, invasao e desta forma impedir a saida das células do tumor primario.

Figura 25 — Efeito do complexo Ru(Amsal) em metéstases e células tumorais circulantes. (A) Imagem
representativa das metéstases pulmonares dos tratamentos com o complexo Ru(Amsal)ue, Baseme € Salina. (B)
Prevaléncia em % de células tumorais circulantes (* p< 0,001, ** p< 0,0001).
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Neste trabalho foram avaliados também os niveis plasmaticos de ureia, creatinina e
aspartato aminotransferase (AST) (Figura 26). A quantificacdo de transaminases auxilia na
avaliagdo da fun¢ao hepatica, ja a andlise da creatinina, que em geral ¢ realizada em conjunto
com a ureia, ¢ util na avaliagdo de alteragdes renais. A AST ¢é uma enzima bilocular
(citoplasmatica e mitocondrial) amplamente difundida no organismo, presente em maior

concentracdo no figado e coragdo. A creatinina ¢ um composto de origem muscular, resultante
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da degradacdo da creatina devido o processo de contragdo muscular e sua elimina¢do do
organismo ocorre quase exclusivamente por filtracdo renal. A ureia constitui a fragdo de
nitrogénio nao proteico mais importante na maioria dos liquidos biologicos e ¢ o principal
produto final do metabolismo proteico. E produzida pelo figado e excretada pela urina através
dos rins e sua elevada concentrag@o pode ser interpretada como uma possivel disfungdo renal.
(PRAXEDES; PIMENTEL; SANTOS; FERNANDES et al., 2018; SODREI;; COSTAIL;
LIMAL 2007).

No presente estudo os animais apresentaram variagdes significativas apenas para
dosagem de creatinina, no qual os animais do grupo Salina apresentaram parametros elevados
em comparacgdo aos valores de referéncia (indicados em vermelho nos graficos) (Figura 26B)
(SPINELLI;; GODOY;; MOTTA, 2012). Devido a ndo ocorréncia de variagdes nos valores de
ureia (Figura 26A), sugere-se que pela avaliagdo bioquimica ndo houve alteragdes na funcao
renal, apenas a nivel muscular. Os animais do grupo Ru(Amsal)ve apresentaram niveis
aumentados de AST em comparacao aos valores de referéncia (25,20 = 7,78 U/L), porém, ndo
houve diferenca significativa entre os grupos (Figura 26C), indicando que o tratamento nao

apresentou sinais de toxicidade nos animais.
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Figura 26 - Efeito dos tratamentos com o complexo Ru(Amsal)me, Baseme € salina nos pardmetros bioquimicos.
(A) Toxicidade renal / ureia, (B) Toxicidade renal / creatinina e (C) hepatotoxicidade de GOT (AST). (* p< 0,05
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Na andlise histologica foram encontradas alteragcdes morfoldgicas ou patologicas nos

bacos, rins e coracdes analisados (Figura 27). Os animais do grupo Salina ¢ Base ME

apresentaram implanta¢ao de células ovaladas no corag¢do, com alto pleomorfismo, citoplasmas

indistintos, multiplos nucléolos, cariomegalia, atingindo o pericéardio, epicardico e miocardio.

Essas caracteristicas indicam possivel metastase cardiaca. J& os animais do grupo Ru(Amsal)me

apresentaram discreto infiltrado inflamatério linfocitario focal, localizado no tecido adiposo no

entremeio ao atrio e o ventriculo. Os rins foram os 6rgdos que menos apresentaram alteragdes

evidentes, no qual apenas os animais do grupo salina apresentaram degeneracao tubular aguda,

com auséncia de nucleos nos tabulos proximais. Na avaligdo do baco, todos os grupos

apresentaram evidencia¢do de muito nddulos linfoides (hiperplasia de polpa branca).
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Figura 27 - Analise histologica dos 6rgios dos animais corados com HE. Imagens representativas do coragdo, rim
e bago com os diferentes tratamentos (Baseme, Ru(Amsal)ve e Salina). As setas indicam as alteragdes
morfologicas ou patoldgicas promovidas pelos tratamentos.
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E recente na literatura o uso de complexos metalicos em sistemas lipidicos
nanoestruturados para o tratamento do cancer. Porém, essas alternativas para veiculacdao de
complexos de ruténio sdo necessarias devido a baixa solubilidade desses complexos em agua,
limitando sua aplicagao in vivo (FERRARO; PICCOLO; MISSO; MAIONE et al., 2020). Shen
e colaboradores encapsularam o complexo de ruténio polipiridina [Ru(phen).dppz](CIl4)2 em
lipossomos (Lipo-RU) a fim de melhorar a biodistribuicdo e propriedades farmacocinéticas do
complexo in vivo. Para avaliar a eficdcia terap€utica os pesquisadores utilizaram um modelo
ortotopico de cancer de mama com células da linhagem triplo negativa MDA-MB-231. O

complexo Lipo-Ru foi capaz de diminuir drasticamente o crescimento do tumor primario em
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comparagdo com os grupos PBS e o complexo livre (Ru). Ainda, com a utilizagdo de
marcadores especificos, os autores conseguiram demonstrar que os tumores do grupo Lipo-Ru
apresentavam niveis muito mais elevados de apoptose do que os grupos de controle. O
complexo Lipo-Ru também ndo causou nenhum sinal de toxicidade aguda aos animais (SHEN;
KIM; WOLFRAM; MU et al., 2017). Outro estudo com o complexo HoThyRu em um
nanosistema lipossémico, denominado de HoThyRu/DOTAP avaliou a eficécia e seguranga in
vivo, bem como seus efeitos sobre a progressdao das células tumorais de mama MCF-7. O
tratamento com 15 mg/kg da formulagio HoThyRu/DOTAP, uma vez por semana durante 28
dias foi capaz de reduzir de forma significativa o peso e volume dos tumores em comparagao
ao grupo controle. A sobrevivéncia dos animais foi de 100% e os pesos corporais também nao
foram afetados pelo tratamento (PICCOLO; MISSO; FERRARO; RICCARDI et al., 2019).
Novos complexos de ruténio derivados de NAMI-A contendo piridina (G26b e G94a) foram
sintetizados e testados in vivo em modelo de cancer de mama com a linhagem 4T1. Os animais
foram tratados com 17,5 mg/Kg dos complexos G26b, G94a ¢ NAMI-A e os resultados
demonstraram que o tratamento nao suprimiu o crescimento do tumor primario, no entanto,
houve diminui¢do significativa de metastases pulmonares pelos complexos G26b, G94a. Nao
foram registrados toxicidade de retina ou hepatotoxicidade nos camundongos tratados com os
complexos (GU; LI; RAN; KANG et al., 2016).

Os resultados descritos na literatura estdo de acordo com nosso trabalho mostrando que
o tratamento com o complexo Ru(Amsal)me ndo foi capaz de diminuir o crescimento do tumor
primario, porém inibiu de maneira eficaz o desenvolvimento de metéstases pulmonares e 6sseas

em modelo de cancer de mama in vivo com a linhagem celular 4T1.
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Capitulo 3 — Consideracoes finais

8 CONCLUSOES

Neste trabalho, seis complexos de ruténio com férmula geral [Ru(O-O)(dppb)(bipy)]PFs
e [Ru(O-O)(dppe):]PFs em que (O-O) representa os ligantes &cido salicilico, &cido
aminosalicilico e 2,4 — dihidroxibenzodico, foram sintetizados e tiveram sua atividade citotoxica
avaliada em células tumorais de mama da linhagem MDA-MB-231, MCF-7 e SK-BR-3 ¢ ndo
tumoral de mama MCF-10A. Todos os complexos testados foram citotoxicos frente as
linhagens estudadas, no entanto, o complexo [Ru(AmSal)(dppe):]PFs, denominado neste
trabalho de Ru(Amsal), foi o mais eficaz entre os seis complexos testados e exibiu maior
seletividade para a linhagem tumoral de mama triplo negativa MDA-MB-231. Diante desses
resultados, o complexo Ru(Amsal) foi selecionado para o estudo do possivel mecanismo de
acao.

O complexo Ru(Amsal) alterou a morfologia das células MDA-MB-231, MCF-7, SK-
BR-3 e MCF-10A, apresentando maior efeito sobre as células MDA-MB-231. Além disso,
através do ensaio de formacao de coldnias o complexo reduziu o numero e tamanho de colonias
das células MDA-MB-231. O Ru(Amsal) também induziu a morte celular por apoptose de
maneira depende da concentragdo, promoveu a fragmentacdo nuclear e despolarizacdo do
potencial de membrana da mitocondria de células da linhagem MDA-MB231. O complexo
também alterou o ciclo celular, aumentando a porcentagem dessas células na fase sub-Gl,
indicando uma parada do ciclo nesta fase. Através da andlise de proteinas relacionadas a cascata
apoptotica pelo ensaio de western blotting, o complexo Ru(Amsal) promoveu um aumento na
expressdo de Bax, Caspase-9 e Caspase-3 e diminuicdo de Bcl-2, sugerindo atuagdo por
ativacao da via intrinseca da apoptose. O Ru(Amsal) mostrou-se capaz de atuar em diferentes
etapas do processo metastatico in vitro, inibindo de maneira eficaz a atividade de MMPs, a
migracdo, invasao e adesdo celular. Além disso, o complexo alterou a organizacdo do
citoesqueleto das células tumorais de mama MDA-MB-231. A andlise in vivo do complexo
Ru(Amsal) sintetizado em sistema nanoestruturado do tipo microemulsdo, Ru(Amsal)me, em
modelo de metastase espontanea singénico ortotopico sem cirurgia, demostrou que o complexo
nao inibiu o tumor primario, porém reduziu de maneira significativa as metéastases pulmonares
e 0sseas, sem causar sinais de toxicidade nos animais.

Portanto, o complexo Ru(Amsal) apresenta-se como um promissor candidato a agente

terapéutico para o cancer de mama triplo negativo. Entretanto, mais estudos devem ser
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realizados a fim de investigar a inser¢do de ligantes na estrutura do complexo para melhorar

sua captacao e especificidade ao tumor primario.
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