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RESUMO 

 

O câncer é um termo utilizado para doenças em que células anormais se dividem sem controle 
e são capazes de se espalhar e invadir outros órgãos e tecidos através dos sistemas sanguíneo e 
linfático. O câncer de mama apresenta maior incidência e mortalidade entre as mulheres. Sua 
heterogeneidade representa um grande desafio na clínica, pois requer planos de tratamentos 
específicos para cada subtipo da doença. Os fármacos utilizados atualmente para o tratamento 
do câncer de mama apresentam alta taxa de resistência 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 está entre os fármacos antitumorais mais utilizados na clínica para o tratamento de 
diversos tipos de tumores, como de ovário, mama, cabeça e pescoço. Os complexos de rutênio 
têm atraído grande atenção por apresentarem propriedades únicas que podem justificar seu 
potencial antitumoral como a capacidade de imitar o ferro na ligação a muitas biomoléculas, 
incluindo a transferrina e albumina, tornando-o mais específico para as células tumorais. O 
objetivo deste trabalho foi selecionar dentre diferentes complexos um novo complexo de rutênio 
contendo ácido salicílico 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 metástase espontâneo singênico ortotópico. 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 morfológicos mostraram 
que o complexo Ru(Amsal) promoveu maiores alterações 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 formação de colônias, diminuindo o número de tamanho das mesmas. Nos 
ensaios relacionados a cascata metastática, o complexo Ru(Amsal) inibiu a migração, invasão, 
adesão, e alterou a organização do citoesqueleto de células da linhagem MDA-MB-231. O 
complexo também induziu a morte celular por apoptose, casou danos ao DNA, fragmentação 
nuclear e despolarização do potencial de membrana da mitocôndria. Ainda, foi capaz de alterar 
o ciclo celular das células tumorais MDA-MB-231, aumentando a porcentagem dessas células 
na fase sub-G1. A análise do efeito do complexo Ru(Amsal) incorporado em microemulsão  
(Ru(Amsal)ME) in vivo em modelo de metástase espontâneo singênico ortotópico, demonstrou 
que este complexo foi capaz de inibir metástases pulmonares e ósseas. Além disso, não 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 fármaco para o tratamento do câncer de mama.  
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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)ME) 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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Capítulo 1 – Introdução 

 
1.1 Câncer: incidência e causas 

A incidência e a mortalidade por câncer vêm crescendo em todo o mundo. O 

envelhecimento e o crescimento populacional são em parte responsáveis por este aumento, bem  

como as mudanças na distribuição e prevalência dos fatores de risco,  no qual observa-se um 

declínio dos tipos de câncer associados à infecções e o aumento daqueles associados à 

urbanização (sedentarismo, alimentação inadequada, entre outros) (BRASIL, 2020c). 

A estimativa mundial mais recente aponta que em 2020 ocorreram 19,3 milhões de 

novos casos de câncer e um total de 10 milhões de mortes. O câncer de mama é o mais incidente 

no mundo, seguido pelo câncer de pulmão, colorretal, próstata e estômago (SUNG; FERLAY; 

SIEGEL; LAVERSANNE et al., 2021). No Brasil, as estimativas do Instituto Nacional de 

Câncer José Gomes Alencar da Silva (INCA) para cada ano do triênio 2020-2022 apontam para 

ocorrência de 625 mil novos casos de câncer. O câncer de pele não melanoma será o mais 

incidente, seguido pelos cânceres de mama, próstata, cólon, reto, pulmão e estômago (BRASIL, 

2020c) . A Tabela 1 apresenta a distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais 

incidentes estimados para 2020, exceto pele não melanoma. 

 

Tabela 1 – Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados para 2020 por sexo, exceto 
pele não melanoma. * 

 
*Extraído de (BRASIL, 2020b) 

 

O câncer de mama apresenta a maior incidência e mortalidade na população feminina 

em todo o mundo. Em 2020, foram 2,3 milhões de novos casos no mundo, representando 24,5% 

de todos os tipos de cânceres 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 incidência 

de 43,74 casos de câncer de mama por 100 mil mulheres. A incidência e mortalidade do câncer 
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de mama apresentam um crescimento progressivo em mulheres a partir dos 40 anos. Na 

população feminina abaixo de 40 anos, ocorrem menos de 10 mortes a cada 100 mil mulheres, 

enquanto na faixa etária a partir de 60 anos o risco é 10 vezes maior, como pode ser observado 

na Figura 1.  

 

Figura 1 - Taxas de mortalidade no Brasil por câncer de mama, específicas por faixas etárias, por 100.000 

mulheres no período de 1980 a 2018. * 

 

 
*Extraído de (BRASIL, 2020c) 

 

O câncer é um dos problemas de saúde pública mais complexos que o sistema brasileiro 

e mundial enfrenta, dada a sua magnitude epidemiológica, social e econômica. A 

hereditariedade ou predisposição genética constitui fator importante para a evolução do câncer, 

no entanto, a maioria dos casos está diretamente relacionada com exposição a fatores ambientais 

acumulados. Estes fatores ambientais são externos ao organismo, como por exemplo, 

compostos químicos presentes em alimentos e agrotóxicos, tabagismo, exposição à radiação, e 

contato com organismos infecciosos. Associados aos fatores ambientais e genéticos, a atuação 

de hormônios e a condição do sistema imune também podem contribuir para a progressão da 

doença (CAO; GIOVANNUCCI, 2016; NCI, 2020a).  

O diagnóstico do câncer pode ocorrer em qualquer faixa etária; no entanto, em 

indivíduos idosos a incidência é maior. Nesta etapa da vida, as alterações do sistema imune 

associadas ao envelhecimento, o acúmulo de mutações genéticas, uma maior exposição 
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ambiental a agentes carcinogênicos e alterações hormonais podem ser fatores contribuintes, 

justificando a maior incidência de câncer nestes indivíduos (FALANDRY; BONNEFOY; 

FREYER; GILSON, 2014; PAWELEC, 2017). É importe ressaltar que pelo menos um terço 

dos casos novos e entre 30% a 50% das mortes por câncer que ocorrem anualmente no mundo 

poderiam ser evitadas modificando ou evitando os principais fatores de risco e implementando 

medidas de prevenção. A prevenção geralmente atua sobre os fatores de risco modificáveis, e 

inclui mudanças de hábito que envolvem evitar o consumo de bebidas alcoólicas, não fumar, 

praticar atividade física, adotar uma alimentação saudável e evitar exposição aos riscos 

ambientais (IARC, 2021).   

 

1.2 Patologia do câncer 

 

O câncer é um conjunto de doenças extremamente heterogêneas que ocorrem em 

diferentes tecidos, mas que possuem em comum o crescimento desordenado de células. Essa 

perda de controle é resultante de alterações em genes relacionados à proliferação, diferenciação 

e morte celular. Os genes envolvidos na perda do controle da proliferação celular são divididos 

em duas grandes classes: os proto-oncogenes, que estimulam o crescimento celular, impedem 

a diferenciação e a morte celular, e os genes supressores de tumor, que limitam o crescimento 

das células, controlando negativamente a proliferação e sobrevivência celular. O desequilíbrio 

na regulação desse sistema, por meio da ativação de proto-oncogenes ou da perda da função de 

genes supressores de tumor, pode levar à proliferação descontrolada de células e ao acúmulo 

de sucessivas anormalidades genéticas, características do câncer (PEDRAZA-FARINA, 2006).  

As células potencialmente malignas apresentam um conjunto de características 

fundamentais, tais como: autossuficiência em sinais de crescimento (não dependem de fatores 

de crescimento), resistência aos sinais antiproliferativos (são insensíveis aos inibidores de 

crescimento), resistência à morte celular, potencial replicativo ilimitado (imortalidade), 

angiogênese sustentada (crescimento sustentado em células do estroma para atrair novos vasos), 

evasão do sistema imunológico, invasão, metástase, além de estresse metabólico, oxidativo e 

de dano ao DNA (Figura 2) (HANAHAN; WEINBERG, 2000; 2011).  
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Figura 2 – Características fundamentais responsáveis pelo caráter maligno das células tumorais. * 

*Extraído e modificado (HANAHAN; WEINBERG, 2011). 

 

O entendimento do câncer como um microambiente tumoral no qual ocorre a interação 

de células geneticamente alteradas, células normais (como fibroblastos, células imunes, células 

endoteliais), vasos, e substâncias produzidas localmente ou originárias da irrigação sanguínea, 

tem se mostrado muito mais satisfatória na compreensão do desenvolvimento tumoral. 

Simultaneamente às mudanças genéticas e epigenéticas, as células tumorais são influenciadas 

pelo microambiente que as cercam, podendo adaptar seu fenótipo à medida que o meio se 

modifica (MAO; KELLER; GARFIELD; SHEN et al., 2013). O microambiente tumoral diz 

respeito ao sítio de desenvolvimento do tumor, que envolve não só as células tumorais, mas 

também células estromais, sendo considerado um ambiente extremamente complexo (JOYCE; 

POLLARD, 2009). Estão presentes no microambiente tumoral células vasculares endoteliais 

que são capazes de formar vasos sanguíneos para suprir o crescimento do tumor; os fibroblastos 

associados ao câncer (CAFs) responsáveis por produzir diferentes fatores de crescimento, 

dentre eles o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) que favorece a angiogênese, e 

componentes da matriz extracelular (MEC). Os linfócitos, macrófagos e neutrófilos também 

estão presentes e produzem citocinas que beneficiam a imunossupressão. Os macrófagos 

associados ao tumor (TAMs) apresentam função muito importante na imunossupressão e no 

remodelamento tumoral através da secreção de diferentes metaloproteinases de matriz (MMPs). 

A MEC também possui relevância no desenvolvimento do tumor devido a constantes interações 
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com as células tumorais (Figura 3) (ADJEI; BLANKA, 2015; PICKUP; MOUW; WEAVER, 

2014; QUAIL; JOYCE, 2013). Sendo assim, essas interações contínuas no microambiente 

tumoral podem contribuir para promover o aparecimento do câncer, sustentar o 

desenvolvimento do tumor, defender o tumor do sistema imune do hospedeiro, resistir a terapias 

e levar à metástase. 

 

Figura 3 – O microambiente presente no tumor primário. * 

 

*Extraído e modificado de (JOYCE; POLLARD, 2009) 

 

 O processo metastático é descrito como um conjunto de eventos 

sequenciais e interligados de modo complexo e dinâmico. As cinco principais etapas da cascata 

metastática incluem: a invasão, intravasamento, circulação, extravasamento e colonização 

(Figura 4) (ANDERSON; BALASAS; CALLAGHAN; COOMBES et al., 2019). Para invadir, 

as células tumorais utilizam uma variedade de proteases extracelulares, incluindo MMPs, que 

auxiliam na degradação da matriz extracelular, além de células mieloides que por sua vez, são 

responsáveis por gerar um ambiente imunossupressor. Já os fibroblastos e TAMs interagem 

com as células tumorais por meio da produção e secreção de componentes como fatores de 

crescimento, citocinas e quimiocinas e uma vez ativados, produzem ainda VEGF, que induz a 

permeabilidade vascular e angiogênese (OBENAUF; MASSAGUE, 2015). A saída do tumor 
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primário também é favorecida pela transição epitélio-mesenquimal (EMT) das células tumorais 

no qual, a célula epitelial modifica sua polaridade e propriedade adesiva para um fenótipo de 

célula mesenquimal, com alterações no citoesqueleto, resistência à apoptose e ganho na 

capacidade de migração e invasão. As células tumorais, através de movimentos ameboides, 

atravessam a parede endotelial por meio de poros entre os endoteliócitos e alcançam a 

circulação sanguínea (REYMOND; D'AGUA; RIDLEY, 2013). Uma vez no interior dos vasos, 

as células tumorais estão expostas a uma intensa força mecânica proveniente da corrente 

circulatória, e muitas não resistem a esses estímulos. Estudos mostram que menos de 0,01% de 

células que deixam um tumor primário terão potencial para colonizar outros locais. Na 

circulação sanguínea, 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 

adesão ao endotélio e podem induzir a neoangiogênese, possibilitando o crescimento em órgãos 

secundários (FARES; FARES; KHACHFE; SALHAB et al., 2020). O extravasamento depende 

das interações entre células neoplásicas e endoteliais e da permeabilidade vascular, eventos que 

são dependentes de moléculas de adesão. As células tumorais estendem seus pseudópodos e 

penetram nas junções entre as células endoteliais. Uma vez as células neoplásicas extravasadas, 

elas podem sofrer apoptose ou entrar em um período de dormência por meses ou décadas. As 

células tumorais podem também formar micrometástases no orgão-alvo, porém sua 

sobrevivência depende de diversos fatores e condições do microambiente (NEOPHYTOU; 

KYRIAKOU; PAPAGEORGIS, 2019). Ainda, para a adapação no novo local, as células 

tumorais induzem modificações que suportam suas necessidades metabólicas incluindo a 

síntese de fatores pró-angiogênicos para a formação de uma nova rede vascular para 

estabelecimento do tumor no novo local (SCENEAY; SMYTH; MOLLER, 2013).  

 A metástase constitui a principal causa de morte para 90% dos pacientes com câncer, 

portanto, compreender a dinâmica de todo o processo ajudará a identificar possiveis alvos para 

terapias moleculares com o objetivo de interromper ou reverter o crescimento do tumor e 

metástases (FARES; FARES; KHACHFE; SALHAB et al., 2020).  
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Figura 4 - Visão geral da cascata metastática: as cinco principais etapas da metástase incluem a invasão, 
intravasamento, circulação, extravasamento e colonização. * 

 

*Extraído e modificado (ANDERSON; BALASAS; CALLAGHAN; COOMBES et al., 2019) 

 

1.3 Câncer de mama 

 

O câncer de mama caracteriza-se pela diversidade e heterogeneidade clínica, biológica 

e molecular. É uma das doenças que mais acomete as mulheres e apesar dos avanços nas 

pesquisas, ainda é um grande desafio seu diagnóstico e tratamento (POURTEIMOOR; 

MOHAMMADI-YEGANEH; PARYAN, 2016). Dentre os principais fatores de risco 

associados ao surgimento e à progressão do câncer de mama estão os hábitos de vida, como a 

falta de exercício físico, obesidade, consumo de álcool e exposição a radiações. Outro conjunto 

de elementos associados a esta doença são os fatores hormonais e reprodutivos relacionados, 

principalmente, à menarca precoce e à menopausa tardia, à nuliparidade e às terapias de 

reposição hormonal (BRASIL, 2020a; FENG; SPEZIA; HUANG; YUAN et al., 2018). 

Acredita-se que cerca de 5 a 10% dos casos de câncer de mama são hereditários, mulheres com 

história familiar de carcinoma ductal ou lobular de mama in situ ou invasor têm um risco 

aumentado de câncer de mama, e apenas uma pequena fração desses casos (4% a 5%) é 
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explicada por mutações patogênicas nos genes BRCA1 (Breast Cancer Gene 1) ou BRCA2 

(Breast Cancer Gene 2) (ANTONIOU; PHAROAH; NAROD; RISCH et al., 2003). 

A glândula mamária feminina é composta por lóbulos (glândulas 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 lóbulos, vasos sanguíneos e vasos linfáticos) 

(ACS, 2020a).  O câncer de mama pode ser classificado de acordo com a sua origem, no qual, 

os tipos mais comuns são aqueles que começam nos lóbulos ou nos ductos mamários 

denominados respectivamente de carcinoma lobular e ductal in situ. Estes carcinomas 

correspondem a 40 a 75% dos casos e podem adquirir características invasivas e invadir outros 

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

 

Figura 5 - Anatomia da glândula mamária. * 

 
*Extraído e modificado (NCI, 2020b). 

 

De acordo com as características moleculares, o câncer 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 são caracterizados, 

principalmente, pela expressão dos receptores hormonais de estrógeno (RE) e/ou progesterona 

(RP) (RE+/RP+). O subtipo Luminal B se difere por apresentar amplificação do receptor do 

fator de crescimento epidermal humano tipo 2 (HER2), conferindo a este um maior grau 

histológico, maior agressividade e, portanto, pior prognóstico em relação ao subtipo A. Outro 
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subtipo corresponde aos casos que apresentam HER2 amplificado com baixa expressão dos 

receptores hormonais (RE-/RP-/HER2+), representando aproximadamente 20% dos tumores 

invasivos de mama e caracterizados por apresentar baixa sobrevida e pior prognóstico em 

relação 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 câncer de mama e apresentam 

como característica um pior prognóstico em relação aos subtipos luminais e HER2, um aumento 

no tamanho do tumor, elevada agressividade e maiores taxas de recorrência. A ausência de 

receptores hormonais e de amplificação de HER2 impede que os tratamentos convencionais 

para o câncer de mama sejam eficientes para este subtipo do tumor e, por isso, as principais 

estratégias terapêuticas para estes tumores são o uso de quimioterapia, radioterapia e cirurgia 

(ABRAMSON; LEHMANN; BALLINGER; PIETENPOL, 2015; LEHMANN; JOVANOVIC; 

CHEN; ESTRADA et al., 2016). 

 

1.3.1 Diagnóstico e tratamento do câncer de mama 
 

A detecção do câncer de mama envolve o diagnóstico precoce que utiliza a abordagem 

de pessoas com sinais ou sintomas iniciais da doença e o rastreamento, que consiste na 

aplicação de teste ou exame numa população sem sinais e sintomas de câncer de mama 

(BRASIL, 2020d). Segundo a Sociedade Brasileira de Mastologia a recomendação é de que 

se inicie o rastreamento através da realização de mamografia a partir dos 40 anos de idade e 

com frequência anual na tentativa de se fazer o diagnóstico precoce da doença. Já o Ministério 

da Saúde recomenda a mamografia de rotina para as mulheres de 50 a 69 anos uma vez a cada 

2 anos, com potenciais benefícios de melhor prognóstico da doença, tratamento mais efetivo 

e menor morbidade associada. A ultrassonografia e ressonância magnética também são 

utilizados no rastreamento, porém não são indicados para a população em geral. Após a 

observação do tumor, deve ser realizada a biopsia para o diagnóstico final, que pode ser 

realizada através de punção aspirativa por agulha fina, biopsia de agulha grossa ou biopsia 

cirúrgica. Além dos métodos de imagem também é recomendado o exame clínico das mamas, 

que deve ser efetuado por profissional qualificado e com frequência 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 frequência a palpação das mamas para 

familiarização dos aspectos normais e identificação precoce de eventuais alterações (BRASIL, 

2020d).  
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O tratamento do câncer de mama é multidisciplinar e depende da fase em que a doença 

se encontra e do tipo do tumor. O tratamento local envolve cirurgia e radioterapia, já o 

tratamento sistêmico é feito por hormonioterapia, terapia biológica 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 mamário, muscular e gânglios linfáticos axilares. 

Já a radioterapia utiliza doses controladas de radiação e geralmente é administrada após a 

cirurgia a fim de eliminar as células tumorais remanescentes. As principais modalidades de 

tratamento sistêmico são a paliativa, em caso de metástases; adjuvante, quando a terapia ocorre 

após a cirurgia e a neoadjuvante, quando a terapia é utilizada antes da cirurgia com objetivo de 

reduzir o volume tumoral (BRASIL, 2020a; NHS, 2019). 

A quimioterapia pode ser uma terapia única ou uma combinação de fármacos que atuam 

inibindo o crescimento e a proliferação das células tumorais. Os agentes quimioterápicos 

amplamente utilizados no tratamento do câncer de mama em estágio inicial e avançado incluem 

as antraciclinas (doxorrubicina e epirrubicina) e os taxanos (paclitaxel e docetaxel) 

(BRAUNSTEIN; LIAO; LYTTLE; LOBO et al., 2016). O mecanismo de ação das antraciclinas 

está relacionado à inibição da topoisomerase II, devido à intercalação da droga entre os pares 

de bases adjacentes do DNA, e geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) resultando em 

apoptose. Os taxanos têm como principal mecanismo de ação a inibição da mitose, pois se ligam 

aos microtúbulos estabilizando-os, promovendo a parada do ciclo celular e apoptose 

(MORENO-ASPITIA; PEREZ, 2009). 

O esquema quimioterápico padrão para o câncer de mama é baseado na combinação de 

antraciclina e ciclofosfamida seguida de taxanos. Para o subtipo HER2 é aplicado ainda a 

terapia alvo com trastuzumabe, pertuzumabe, entre outros. Já para os tumores triplo negativos, 

a adição de compostos de platina (por exemplo, a carboplatina) ao regime padrão tem 

aumentado a eficácia do tratamento (BARTSCH; BERGEN; GALID, 2018).  

Uma característica comum da maioria dos quimioterápicos é a resistência celular, ou 

seja, as células tumorais podem se tornar resistentes ao tratamento. Os pacientes podem 

desenvolver resistência à quimioterapia ou hormonioterapia, sendo que mais de 30% das 

mulheres com doença metastática não respondem à primeira linha de quimioterapia baseada em 

antraciclinas e taxanos, apresentando progressão da doença em intervalo inferior a um ano 

(MASOOD, 2016). Além disso, os quimioterápicos atuam sobre todas as células em rápida 

divisão, tanto tumorais quanto normais, o que leva aos efeitos adversos do tratamento, tais como 

a perda de cabelo, náuseas, vômitos, fadiga, perda de apetite, infecções, entre outros. Esses 

efeitos podem ser tratados sintomaticamente, mas em alguns casos, podem ser tóxicos para 
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pacientes em estágios avançados da doença (VIDAL; RODRIGUEZ-BRAVO; GALSKY; 

CORDON-CARDO et al., 2014).  

 

1.4 Complexos inorgânicos a base de metais no tratamento do câncer 

 

O potencial de agentes antitumorais a base de metais passou a ser explorado após a 

descoberta da atividade biológica da cis-diaminodicloroplatina (II), conhecida como cisplatina. 

A introdução da cisplatina para o tratamento clínico do câncer resultou em melhorias 

significativas nas repostas de diferentes tumores, tais como de ovário e testículo. A cisplatina é 

um dos agentes mais eficazes no tratamento de câncer testicular, no qual a taxa de cura total é 

de 90% (MONNERET, 2011). O mecanismo de ação da cisplatina é baseado na sua ligação 

covalente com o DNA, através da formação de adutos, originando ligações intra e intercadeias, 

que levam a alterações estruturais no DNA. Essas alterações inibem a transcrição e a replicação 

do DNA, levando a morte celular (DASARI; TCHOUNWOU, 2014; PIZARRO; SADLER, 

2009). Apesar da eficiência da cisplatina no tratamento de diversos tumores, seus efeitos 

colaterais como ototoxicidade, neurotoxicidade e nefrotoxicidade representam uma grande 

limitação para sua utilização. Outro grande problema enfrentado é a resistência adquirida, 

observada depois de 4 a 6 ciclos de tratamento (CHEN; CHANG, 2019; FLOREA; 

BUSSELBERG, 2011; MILLER; TADAGAVADI; RAMESH; REEVES, 2010). 

Nas últimas décadas, a cisplatina passou por diversas modificações em sua estrutura 

com a finalidade de se obter compostos que pudessem diminuir seus efeitos adversos. Muitos 

análogos à 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 câncer (HARTINGER; ZORBAS-SEIFRIED; JAKUPEC; KYNAST et al., 2006). Estima-

se que 50% dos pacientes com câncer serão tratados com a cisplatina, confirmando sua 

importância e de seus análogos. Tamanha utilização e efetividade encorajaram a busca por 

novos compostos para o tratamento de diferentes tipos de câncer, empregando também outros 

tipos de metais (CHEN; CHANG, 2019). Neste sentido, vários pesquisadores têm direcionado 

suas pesquisas para complexos contendo outros metais de transição (paládio, cobre, ouro, gálio, 

rutênio, entre outros), com o objetivo de encontrar novos fármacos antitumorais mais seletivos 

e com menos efeitos adversos. 
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1.4.1 Complexos de Rutênio como potenciais quimioterápicos 

 

O interesse em avaliar o potencial antitumoral de complexos de rutênio surgiu na década 

de 80 e desde então esses complexos metálicos vêm sendo sintetizados e testados em diferentes 

modelos in vitro e in vivo (LI; IP; MAN; SONG et al., 2017; PIZARRO; SADLER, 2009; 

POPOLIN; COMINETTI, 2017). Os complexos de rutênio apresentam baixa toxicidade 

sistêmica quando comparado aos compostos de platina, e isso pode estar relacionado à 

habilidade desses complexos de se acumular especificamente em tecidos tumorais. Complexos 

de rutênio (III) podem atuar como pró-fármacos, ou seja, podem ser facilmente reduzidos e 

assim ativados seletivamente em ambientes de hipóxia e pH levemente ácido encontrados nos 

tecidos tumorais, o que favorece a redução do estado de oxidação do rutênio (III) para rutênio 

(II) nessas células (BERGAMO; GAIDDON; SCHELLENS; BEIJNEN et al., 2012). Além da 

ativação por redução, os complexos de rutênio apresentam algumas propriedades químicas que 

contribuem para seu potencial antitumoral como a geometria octaédrica, que oferece 

possibilidades ao ligar-se a ácidos nucleicos, a cinética de substituição de ligantes e a habilidade 

de mimetizar o ferro na ligação com biomoléculas. A albumina e transferrina são proteínas 

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 número de receptores de transferrina localizados em suas superfícies, 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 rutênio com potencial antitumoral a entrar em fase de testes 

clínicos foi o fármaco Imidazolium-trans-dimethylsulfoxide-imidazoletetrachlororuthenate 

(NAMI-A). Os estudos mostraram que o NAMI-A é capaz de inibir o crescimento de tumores 

metastáticos em vários tipos de cânceres de pulmão. O mecanismo de ação do NAMI-A envolve 

a parada do ciclo celular na fase G2M, inibição de MMPs, além de se ligar a ácidos nucleicos, 

inibindo a replicação do DNA. Nos estudos clínicos de fase II, o NAMI-A foi associado a um 

quimioterápico utilizado na clínica, a gencitabina, para o tratamento de pacientes com câncer 

de pulmão, contudo a combinação foi menos eficaz que o uso isolado da gentabicina e os 

estudos foram interrompidos (ALESSIO; MESSORI, 2019).  

O fármaco Indazolium trans-[tetrachlorobis(1H-indazole)ruthenate(III)] (KP1019) 

com potencial citotóxico para o tratamento de cânceres colorretais resistentes à platina entrou 

em estudos de fase I, porém devido a sua baixa solubilidade, os ensaios clínicos continuaram 

com o complexo KP1339 (análogo ao KP1019), diferenciado apenas pela presença do contra 
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íon de sódio que aumentou consideravelmente a solubilidade do complexo. O mecanismo de 

ação proposto para o complexo KP1019/KP1339 envolve seu transporte pela transferrina, 

indução de apoptose via processos mitocondriais e ligação direta com o DNA. Nos ensaios 

clínicos com o complexo KP1339 foram obtidos resultados satisfatórios como baixa toxicidade 

hematológica e ausência de neurotoxicidade em diferentes tipos de tumores (ALESSIO; 

MESSORI, 2018; THOTA et al., 2018). 

Portanto, acredita-se que os complexos de rutênio apresentam boas perspectivas para 

obtenção de potenciais fármacos com atividades antitumorais e a facilidade de modificações 

estruturais através de reações planejadas pode favorecer o desenvolvimento de complexos 

estáveis e mais ativos.  

 

1.5 Produtos naturais como ligantes 

 

Os compostos de fontes naturais há muito tempo são utilizados no tratamento de várias 

doenças. A maioria dos medicamentos encontrados no mercado deriva direta ou indiretamente 

de vegetais, microrganismos, organismos marinhos, vertebrados e invertebrados terrestres. 

Cerca de 60% dos fármacos antitumorais introduzidos na terapêutica nas últimas décadas são 

de origem natural (CRAGG; NEWMAN, 2013). 

O ácido salicílico é um derivado da salicina, substância originalmente isolada da casca 

do salgueiro branco (Salix alba). O ácido salicílico teve suas atividades comprovadas como um 

excelente anti-inflamatório, analgésico e antitérmico, porém, devido às irritações e danos 

causados na boca, esôfago e estômago, a indústria farmacêutica buscou 

um derivado de eficácia comparável ou superior e que trouxesse menos efeitos 

adversos. Então, através da acetilação do grupo hidroxila do anel benzênico do ácido salicílico, 

originou-se o ácido acetilsalicílico (Aspirina®) (VANE; BOTTING, 2003). A Aspirina® é o 

fármaco mais popular no mundo no combate a dor, além disso, a cada ano surgem mais 

indicações terapêuticas para este fármaco como um fator protetor de câncer colorretal e câncer 

de mama e no seu tratamento, diminuindo os riscos de metástase e aumentando a sobrevida de 

pacientes (CHEN; HOLMES, 2017; GRANCHER; MICHEL; DI FIORE; SEFRIOUI, 2018).  

Sabendo que a complexação de ligantes bioativos com íons metálicos pode potencializar 

e aumentar o campo de atuação destes compostos, neste trabalho pretendeu-se unir o potencial 

biológico que os complexos de rutênio vêm apresentando juntamente com as características do 

ligante ácido salicílico 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 rutênio com características de candidato a fármaco antitumoral e avaliar seus 

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

 
2.2 Objetivos específicos 

 

 Avaliar seis complexos de rutênio quanto à citotoxicidade em células da linhagem não 

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;  

 Avaliar o efeito do complexo selecionado em induzir a apoptose e em inibir os passos 

da cascata metastática nas células da linhagem para o qual o complexo foi mais seletivo;  

 Avaliar o efeito citotóxico do complexo selecionado incorporado em microemulsão em 

células da linhagem tumoral de mama de camundongo 4T1.13ch5T1 e não tumoral L929.  

 Avaliar a capacidade do complexo selecionado incorporado em microemulsão em inibir 

o crescimento do tumor primário e a formação de metástases em modelos de câncer de mama 

espontâneo e experimental; 

 Avaliar a toxicidade do tratamento in vivo do complexo selecionado incorporado em 
microemulsão.  



33 
 
3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Complexos de rutênio 

 

A síntese e caracterização dos complexos de rutênio utilizados neste trabalho foram 

realizadas pelo Laboratório de Estrutura e Reatividade de Compostos Inorgânicos (LERCI) do 

Departamento de Química (DQ) da Universidade Federal de São Carlos (UFSCar), sob 

responsabilidade do Prof. Dr. Alzir Azevedo Batista e Dra. Angélica Ellen Graminha. Os 

complexos de rutênio II com ácido salicílico e derivados foram sintetizados a partir do cis-

[RuCl2(dppb)(bipy)] e cis-[RuCl2(dppe)2] com reação ocorrendo pela substituição dos íons 

cloretos pela coordenação do íon carboxilato do ligante, produzindo complexos com a fórmula 

geral [Ru(O-O)(dppb)(bipy)]PF6 e [Ru(O-O)(dppe)2]PF6, em que (O-O) representa os ligantes 

ácido salicílico, ácido aminosalicílico e 2,4 – dihidroxibenzóico (Figura 6). Os complexos de 

rutênio sintetizados foram: [Ru(ASal)(dppb)(bipy)]PF6  (1), [Ru(AmSal)(dppb)(bipy)]PF6  (2), 

[Ru(AdiSal)(dppb)(bipy)2]PF6 (3), [Ru(ASal)(dppe)2]PF6 (4), [Ru(AmSal)(dppe)2]PF6 (5) e 

[Ru(AdiSal)(dppe)2]PF6  (6).  

 

Figura 6 - Representação da síntese dos complexos [Ru(O-O)(dppb)(bipy)]PF6 e [Ru(O-O)(dppe)2]PF6. 
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3.1.1 Diluição dos complexos de rutênio 
 

Para os ensaios in vitro os complexos foram solubilizados em Dimetil Sulfóxido 

(DMSO) 100%. As concentrações utilizadas nos ensaios foram preparadas em meio de cultura 

adequado com a concentração final de DMSO de 0,1% em cada amostra.  

 

3.2 Linhagens celulares e padronização do cultivo in vitro 

 

Durante o desenvolvimento deste estudo foram utilizadas diversas linhagens de câncer 

de mama e de células não tumorais presentes no Laboratório 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). Já a linhagem não 

tumoral de mama MCF-10A e a linhagem tumoral de mama de camundongo 4T1.13ch5T1 

foram obtidas do Laboratório de Metástase do Hospital Peter MacCallum, Melbourne - 

Austrália. 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 não 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 μg/mL), insulina (10 μg/mL final) e 1% de 

antibiótico (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 sódio (2,2 mg/mL), cloreto de sódio (4 mg/mL), penicilina 

(100 UI/mL) e estreptomicina (100 mg/mL). 

As linhagens celulares foram mantidas em incubadora úmida com 5% de CO2 e a 37°C 

para serem utilizadas nos ensaios ou cultivadas em garrafas de cultura. As passagens celulares 

foram realizadas por tripsinização das células, que ocorre por incubação com 1mL de solução 

de tripsina (2,5mg/mL) em incubadora úmida durante 5 minutos. A reação foi parada com a 

adição de 1mL de meio de cultura seguida de centrifugação 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 citotóxico dos complexos sobre as células tumorais de mama das linhagens 

MDA-MB-231, MCF-7 e SK-BR-3 e de células não 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 modificações 

(MOSMANN, 1983). As células (1x104 células/ 100 μL) foram semeadas em meio apropriado 

em placas de 96 poços estéreis. Estas foram mantidas a 37°C e 5% CO2 por 24 horas em estufa 

de cultura de células. No dia seguinte, o meio de cultura foi retirado dos poços e diferentes 

concentrações 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 μM) foram adicionadas aos poços. As células foram incubadas por 24 e 48 horas nas 

mesmas condições descritas acima. Após o tempo de incubação, uma solução contendo MTT 

(1 mg/mL) foi adicionada (100µL/poço). As placas foram então mantidas durante 4 horas a 

37°C e em seguida, os cristais formados foram diluídos em DMSO (100%). A leitura da 

absorbância 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 

relação às células incubadas somente com meio de cultura e o veículo utilizado para solubilizar 

os complexos (DMSO). A determinação do IC50 (concentração que induz 50% de morte celular) 

dos complexos foi determinada a partir de uma curva de concentração utilizando o software 

GraphPad. O índice de seletividade (IS) foi calculado como a razão do IC50 (célula não tumoral) 

/ IC50 (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 será 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 não tumoral de mama MCF-10A, foram 

semeadas (1x105 células/poço) em placas de 12 poços estéreis. Estas foram mantidas a 37°C e 

5% CO2 por 24 horas em estufa de cultura de células. No dia seguinte, o meio de cultura foi 

retirado dos poços e as células tratadas com diferentes concentrações (0,7; 1,56 e 3,12 e 

6,25μM) do complexo. As células foram incubadas por 24 e 48 horas nas mesmas condições 
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descritas acima e imagens foram capturadas com o auxílio de um microscópio invertido (Nikon 

Eclipse TS100) acoplado a uma câmera fotográfica (Moticam 1000 – 1.3 MP Live Resolution).  

 

3.3.3 Ensaio de formação de colônias 
 

Para avaliar a capacidade do complexo Ru(AmSal) em inibir a formação e/ou diminuir 

o tamanho das colônias, as células tumorais de mama MDA-MB-231 foram semeadas (3x10² 

células/2000µL poço) em meio apropriado em placas de Petri estéreis de 6 cm e incubadas a 

37°C e 5% de CO2 durante 24 horas em estufa de cultura de células. Após o tempo de incubação, 

foram adicionadas diferentes concentrações do complexo (0,15; 0,3 e 0,6μM) e as células foram 

incubadas nas mesmas condições descritas anteriormente por um período de 3 horas. Em 

seguida, o meio foi removido, as células lavadas suavemente com tampão 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. Após a incubação, o sobrenadante foi descartado e as células foram 

fixadas com uma solução de metanol e ácido acético (3:1) durante 5 minutos e em seguida, 

coradas com uma solução de metanol e cristal violeta a 5% por 30 min. As placas foram 

fotografadas e, em seguida, as colônias foram contadas, e seu tamanho foi medido com auxílio 

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 apoptótica 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 (5x104 células/100µL) em placas de 24 poços 

estéreis e mantidas a 37°C e 5% CO2 por 24 horas em estufa de cultura de células. No dia 

seguinte, o meio de cultura foi retirado dos poços e diferentes concentrações (1,2; 2,4; 4,8; e 

9,6) do complexo Ru(Amsal) foram adicionadas aos poços, por 4 horas. Em seguida a placa foi 

centrifugada a 2000 rpm por 5 min a 4ºC, lavadas com PBS e ressuspendidas em 200µL de 

tampão de ligação, proveniente do kit. As células foram incubadas com 5µL de 7-amino-

actinomicina D (7AAD) e 5µL de Ficoeritrina (PE) Anexina V por 15 minutos ao abrigo da luz 

e após o tempo de incubação foi removido o sobrenadante e adicionado aos poços 300µL 

tampão de ligação. As células foram então removidas dos poços com auxílio de um scraper e 
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transferidas para os tubos de citometria. As amostras foram analisadas no citômetro BD Accuri 

C6 e a fluorescência 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 (32µM), um quimioterápico indutor de apoptose (ZENG; ZHANG; 

LIN; YE et al., 2012).  

 

3.4.2 Ensaio de fragmentação nuclear – marcação com DAPI 
 

Para verificar se o complexo Ru(Amsal) induz a fragmentação nuclear, processo que 

ocorre durante a apoptose, as células tumorais de mama MDA-MB-231 foram semeadas (1x 

104/100µL) em placas de 96 poços estéreis e incubadas a 37°C e 5% CO2 por 24 horas em estufa 

de cultura de células. Após a incubação, as células foram tratadas com diferentes concentrações 

4,8 e 9,6µM do complexo Ru(Amsal) durante 4 horas. Então, as células foram lavadas com 

PBS e, em seguida, fixadas com metanol durante 10 minutos. Após a fixação, as células foram 

coradas com 1µg/mL de DAPI (4',6- diamidino-2-phenylindole) (Life Technologies) diluído em 

PBS por 10 minutos. Os poços foram lavados 3 vezes com PBS. As imagens foram capturadas 

com auxílio do microscópio automatizado ImageXpress® Micro XLS System (Molecular 

Device). Como controle positivo de apoptose foi utilizada a estaurosporina na concentração de 

0,5µM. 

 

3.4.3 Ensaio de ciclo celular 
 

Para verificar se o complexo Ru(Amsal) é capaz de alterar o ciclo celular,  as células da 

linhagem MDA-MB-231, foram semeadas (5x105/1000µL) em placas de 6 poços estéreis e 

incubadas a 37°C e 5% CO2 por 24 horas. Após a incubação, as células foram tratadas com 

diferentes concentrações 0,3; 0,6; 1,2 e 2,4µM do complexo Ru(Amsal) durante 24 horas e 

mantidas nas mesmas condições descritas anteriormente. Em seguida, as células foram 

coletadas, lavadas 2 vezes com PBS e ressuspendidas em etanol 70% gelado. Então, as células 

foram mantidas a -20°C por 24 horas. Após o período, as células foram centrifugadas e 

ressuspendidas em uma solução de RNase A (0,02 mg/mL) em PBS a 37°C por 30 minutos, e 

então incubadas com tampão de ligação contendo iodeto de propídio (PI) (10 µg/mL). 

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

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

 

3.4.4 Ensaio de Western Blotting 
 

As células da linhagem MDA-MB-231 foram semeadas (1x106/2000µL) em meio 

apropriado em placas de Petri estéreis de 6 cm e incubadas a 37°C e 5% de CO2 durante 24 

horas em incubadora de cultura de células. Após o tempo de incubação, as células foram 

tratadas com diferentes concentrações 1,2; 2,4, 4,8 e 9,6µM do complexo Ru(Amsal) por 4 

horas. Após período de incubação, as células foram lisadas utilizando o tampão CelLyticTM M 

(Sigma-Aldrich). As concentrações de proteína dos sobrenadantes foram determinadas 

utilizando o kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo Scientific). As amostras de proteínas (15 

µg) 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 incubação com anticorpo 

secundário apropriado conjugado com HRP (1:5000) (Abcam). O GAPDH foi utilizado como 

controle endógeno. A revelação das bandas foi realizada utilizando o substrato ClarityTM 

Western ECL (BioRad) e foram visualizadas e fotografadas com auxílio do fotodocumentador 

ChemiDoc MP (BioRad). 

 

3.4.5 Ensaio de potencial de membrana mitocondrial 
 

A variação do potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) foi avaliada através do kit 

BD ™ MitoScreen, utilizando o corante JC-1 (BD Bioscience,).  As células da linhagem MDA-

MB-231 foram semeadas (1x105 células/poço) em placas de 12 poços e incubadas a 37°C e 5% 

de CO2 durante 24 horas. Após a incubação, as células foram tratadas com diferentes 

concentrações (0,6; 1,2; 2,4; 4,8µM) do complexo Ru(Amsal) por 4 horas. Após este período, 

as células foram tripsinizadas e incubadas por 15 minutos com JC-1 (10 μg/mL) ao abrigo da 

luz e após o tempo de incubação, lavadas duas vezes com PBS gelado. As células foram então 

ressuspendidas em um volume total de 200 μL do tampão específico e analisadas no citômetro 

Accuri C6 (BD Bioscience) registrando 10.000 eventos. Na análise da fluorescência de JC-1 

através do software CSampler são utilizados os canais FL-1 e FL-2 para avaliar a fluorescência 

nos comprimentos de onda verde e vermelho, respectivamente. A estaurosporina na 

concentração de 0,5μM foi utilizada como controle positivo. 
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3.5 Ensaio relacionado ao transporte de rutênio e sua interação celular. 

 

3.5.1 Ensaio de Transporte do Ru(Amsal) por transferrina 
 

Para avaliar a influência da transferrina no transporte do complexo Ru(Amsal) para o 

interior celular foram semeadas 1 x 104 células/100 μL células da linhagem tumoral de mama 

MDA-MB-231 em placas de 96 poços e as mesmas foram mantidas a 37°C em incubadora 

umidificada com 5% de CO2 por 24 horas. Após a incubação, as células foram tratadas com 

uma concentração fixa de 1,2µM do complexo Ru(Amsal) e foram adicionadas concentrações 

crescentes (0,5 a 75 µg/mL/ poço) de transferrina humana (apo-Transferrina, Sigma-Aldrich). 

A porcentagem de células viáveis foi determinada através do uso do reagente MTT. A 

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

 

3.6 Ensaios relacionados à cascata metastática 

 

3.6.1 Ensaio de migração celular – Câmara de Boyden 
 

Neste ensaio foram utilizados insertos (BD Biosciences) com poros de 8µm em placas 

de 24 poços. As células da linhagem tumoral de MDA-MB-231 foram então semeadas dentro 

dos insertos na concentração de 0,5x 105/350µL de meio sem adição de FBS. Às células foram 

adicionadas as concentrações de 0,15; 0,3 e 0,6µM do complexo Ru(Amsal). Nos poços da 

placa onde foram mergulhados os insertos, foi adicionado 750µL de meio de cultura com 10% 

de FBS, o qual agiu como quimioatraente indutor da migração. No controle positivo foi 

adicionado FBS para funcionar como quimioatraente e no controle negativo foi adicionado 

apenas meio de cultura sem FBS.  Os controles não receberam tratamento com o complexo. As 

placas contendo os insertos foram incubadas por 22 horas a 37°C, 5% CO2 e em seguida, as 

células que não migraram foram removidas do interior do inserto com auxílio de hastes flexíveis 

de algodão. 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 solução de azul de toluidina 

(1%) diluído em borato de sódio (1%) em PBS. As membranas de cada inserto foram 

removidas, preparadas em lâminas de microscopia e contadas integralmente com o auxílio de 

um microscópio (Oleman N-120). Fotos representativas de cada membrana foram feitas com 

auxílio de uma câmera fotográfica (Moticam 1000 – 1.3MP Live Resolution). 
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 3.6.2 Ensaio de migração - Wound Healing  

 

As células MDA-MB-231 foram semeadas (1x 105 células/1000µL) em meio apropriado 

em placas de 12 poços estéreis. Estas foram mantidas a 37°C e 5% CO2 até a cultura atingir 

100% de confluência. Em seguida, com o auxílio de uma pipeta, uma ponteira de 100µL e de 

uma régua, uma risca foi feita no centro de cada poço. Cuidadosamente, cada poço foi lavado 

com PBS para remover fragmentos celulares e células desaderidas da área riscada. Então, as 

células foram tratadas com diferentes concentrações (0,15; 0,3 e 0,6µM) do complexo 

Ru(Amsal). Imagens foram capturadas nos tempos de 0 e 24 horas com auxílio de um 

microscópio invertido (Nikon Eclipse TS100) acoplado a uma câmera fotográfica (Moticam 

1000 – 1.3 MP Live Resolution).  

 

3.6.3 Ensaio de invasão celular 
 

Para o ensaio de invasão 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 8µm. Os insertos foram previamente 

hidratados com meio DMEM sem adição de FBS por 2 horas em ambiente úmido a 37°C. 

Posteriormente, as células MDA-MB-231 (5 x 104/350 μL) foram semeadas na câmara superior 

dos insertos em meio sem FBS e em diferentes concentrações (0,15; 0,3 e 0,6µM) do complexo 

Ru(Amsal). O meio DMEM suplementado com 10% de FBS foi adicionado aos poços da placa 

onde foram mergulhados os insertos. O FBS atua como quimioatraente para invasão das células 

tumorais. O controle positivo foi feito sem adição do complexo e com adição do FBS 

(quimioatraente) e o controle o negativo foi realizado sem adição do complexo e sem adição de 

FBS. As placas foram mantidas em incubadora úmida com 5% de CO2 a 37°C por 22 horas. 

Em seguida, as células que não invadiram pela matrigel no interior do inserto foram removidas 

com o auxílio de hastes flexíveis de algodão. 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 solução de 1% de azul de toluidina. As membranas de 

cada inserto foram removidas, preparadas em lâminas de microscopia e contadas integralmente 

com o auxílio de um microscópio (Oleman N-120). Fotos representativas de cada membrana 

foram retiradas com auxílio de uma câmera fotográfica (Moticam 1000 – 1.3MP Live 

Resolution). 
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3.6.4 Zimografia 
 

A técnica de zimografia é utilizada para verificar a presença de MMPs em gel de 

poliacrilamida a 10% com adição de gelatina. Células da linhagem MDA-MB-231 (1x105/poço) 

foram plaqueadas em placas de 12 poços e incubadas em estufa úmida com 5% de CO2 a 37°C 

até a cultura atingir 100% de confluência. Em seguida, com o auxílio de uma pipeta e ponteira 

de 100µL, além de uma régua esterilizada, foi feita uma risca vertical no centro de cada poço. 

Imediatamente as células foram tratadas com as concentrações de 0,15; 0,3 e 0,6µM do 

complexo Ru(Amsal) em meio sem soro e incubadas a 37°C e 5% CO2 por 22 horas. Após o 

tempo de incubação, o sobrenadante foi removido e centrifugado a 1000rpm para a remoção de 

possíveis células ou restos celulares. Com auxílio do kit BCA® (Thermo) foi realizada a 

quantificação e 30μg de proteína 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 solução de lavagem contendo 2,5% 

Triton-X e em seguida incubado por 22 horas em tampão de incubação (50mM tris, 5mM CaCl2, 

0,02% NaN3 e 10mM ZnCl2) a 37ºC. Após a incubação o gel foi corado com corante comassie 

blue e em seguida utilizou-se solução descorante (10% ácido acético, 40% metanol e 80% água) 

para visualização das bandas. Uma imagem do gel foi registrada com o auxílio do aparelho 

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

 

3.6.5 Ensaio de adesão celular 
 

Para o ensaio de adesão celular foram utilizadas placas de 96 poços com coating de 

colágeno tipo I (10 µg/poço) diluído em ácido acético (0,1%) overnight a 4ºC . Em seguida, as 

placas foram bloqueadas com tampão de adesão (tampão HEPES 20mM pH 7,35 com 1mM de 

MnCl2, 1mM de MgSO4, 5mM de KCl e 150mM de NaCl) contendo 1% de albumina de soro 

bovino (BSA) por 1 hora e então, os poços foram lavados com 100µL de tampão de adesão. As 

células MDA-MB-231 (5x104/300 μL) foram incubadas por 30 minutos com diferentes 

concentrações (0,6; 1,2; 2,4 e 4,8µM) do complexo Ru(Amsal), em estufa úmida com 5% de 

CO2 a 37°C e então semeadas nas placas e incubadas nas mesmas condições por mais 1 hora. 

Em seguida, as células não aderidas foram removidas cuidadosamente através de lavagem e as 

células aderidas fixadas com 100µL 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 diluídas em 100µL de solução de 1% de dodecil sulfato de sódio (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 marcação do citoesqueleto com a faloidina 
 

Para verificar os efeitos do complexo Ru(Amsal) sobre a organização do citoesqueleto 

em células tumorais de mama da linhagem MDA-MB-231, foi utilizado o marcador Alexa 

Fluor® 488 Phalloidin (Life Technologies) específico para fibras F-actina. As células da 

linhagem MDA-MB-231 foram plaqueadas (5x104 células/100 μL) em placas de 96 poços, 

estéreis, de cor preta, e mantidas a 37°C em incubadora umidificada com 5% de CO2 por 24 

horas. No dia seguinte, as células foram tratadas com diferentes concentrações (2,4; 4,8 e 

9,6µM) do complexo Ru(Amsal) e incubadas por 2 horas. Em seguida, as células foram lavadas 

com PBS, fixadas com paraformaldeído 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 adição 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 três vezes com PBS. As imagens foram obtidas com a ajuda do microscópio 

automatizado ImageXpress® Micro XLS System (Molecular Devices). 

 

3.7 Análise estatística 

 

A análise estatística foi realizada utilizando o software GraphPad Prism versão 6.0. 

Foram calculados a média e o desvio padrão e em seguida foi realizada análise de variância 

(ANOVA) e pós-teste de Dunnet para determinar se os resultados foram estatisticamente 

diferentes em relação aos controles. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Efeito dos complexos de rutênio sobre a citotoxicidade e alterações na morfologia 
celular 

O ensaio de citotoxicidade auxilia na análise de células metabolicamente ativas em 

uma cultura celular, a fim de avaliar sua atividade qualitativa e quantitativamente. Ensaios de 

viabilidade celular são frequentemente usados para triagem de moléculas que possuem efeitos 

na proliferação celular ou efeitos tóxicos que eventualmente podem levar a morte celular. É 

importe destacar algumas vantagens de ensaios in vitro como a redução na utilização de animais 

de experimentação, são rápidos, reprodutíveis e financeiramente acessíveis (ADAN; KIRAZ; 

BARAN, 2016; STODDART, 2011).  

 Este estudo avaliou o potencial biológico de seis complexos de rutênio II contendo ácido 

salicílico e derivados, no qual, três complexos do tipo [Ru(O-O)(dppb)(bipy)]PF6 apresentam 

uma bipiridina e uma bifosfina (dppb) coordenada e três complexos do tipo [Ru(O-

O)(dppe)2]PF6 apresentam duas bifosfinas (dppe), ambos os grupos com ligantes ácido 

salicílico, aminosalicílico e 2,4-dihidroxibenzóico. 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 não tumoral de mama 

MCF-10A em 24 e 48 horas (Tabela 2 e Tabela 3).  

Os resultados demonstraram que o efeito citotóxico dos complexos foi diversificado 

entre as linhagens testadas. Os complexos (1), (2) e (3) contendo bipiridina e bifosfina [Ru(O-

O)(dppb)(bipy)]PF6, exibiram maiores valores de IC50 para as linhagens tumorais de mama e 

baixos índices de seletividade (IS), quando comparados com os complexos (4), (5) e (6) 

contendo duas bifosfinas Ru(O-O)(dppe)2]PF6 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 IC50 para a linhagem triplo negativa MDA-MB-231 de 3,68 ± 0,15µM em 24 

horas e 0,15 ± 0,004µM em 48 horas. Sobre a linhagem não tumoral de mama MCF-10A, o 

complexo (5) em 48 horas apresentou uma menor citotoxicidade em relação as linhagens 

tumorais, com IC50 de 6,12μM, o que indica uma possível seletividade citotóxica para as células 

tumorais. O complexo (5) encontra-se coordenado a duas bifosfinas (dppe) e ao ligante ácido 

aminosalicílico. De acordo com a literatura, as bifosfinas são responsáveis por aumentar a 

estabilidade dos complexos de rutênio, devido ao seu efeito do anel quelato, além disso, também 
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possuem atividade citotóxica (PRABHAKARAN; KALAIVANI; POORNIMA; DALLEMER 

et al., 2012). Estudos anteriores também demonstraram que a presença do ligante bifosfina dppe 

em complexos de rutênio 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). Já em relação ao ligante ácido aminosalicílico, 

ele possui um fenol livre em sua estrutura após a coordenação, que pode conferir ao complexo 

potencial antioxidante (RASINES-PEREA; TEISSEDRE, 2017). Assim, o potencial biológico 

antitumoral que os complexos de rutênio apresentam, juntamente com as características do 

ligante, podem ter contribuído 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 citotóxica dos complexos de rutênio em células tumorais de mama MDA-MB-231, MCF-7 
e SKBR-3 e de mama não tumoral MCF-10A após 24 horas de incubação. O experimento foi realizado em 
triplicata. DP = desvio padrão. *IS =Índice de seletividade dos complexos. 
 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 3 - Atividade citotóxica dos complexos de rutênio em células tumorais de mama MDA-MB-231, MCF-7 
e SKBR-3 e de mama não tumoral MCF-10A após 48 horas de incubação. O experimento foi realizado em 
triplicata. DP = desvio padrão. *IS =Índice de seletividade dos complexos. 

IC50 (μM) ± 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 0,71 

3 16,94 ± 1,52 >50 >50 13,42 ± 1,6 0,79 

4 4,44 ± 0,85 4,39 ± 0,12 3,1 ± 0,3 5,44 ± 1,03 1,22 

5 3,68 ± 0,15 12,31 ± 0,53 3,44 ± 0,05 6,35 ± 0,49 1,72 

6 4,08 ± 0,13 8,39 ± 0,74 4,96 ± 0,16 6,88 ± 0,08 1,68 

IC50 (μM) ± 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 3,46 ± 0,04 0,79 ± 0,1,53 3,45 ± 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 3,81 ± 1,74 4,42 ± 0,63 1,24 
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Em concordância com os nossos resultados, um trabalho realizado pelo nosso grupo 

demonstrou que o complexo de rutênio [Ru(GA)(dppe)2]PF6 - Ru(GA) foi mais citotóxico para 

a linhagem tumoral de mama triplo negativa MDA-MB-231 com IC50 de 0,81µM, em 

comparação com a linhagem não tumoral de mama MCF-10A (5,82µM) em 48 horas, com IS 

de 7,18 (NAVES; GRAMINHA; VEGAS; LUNA-DULCEY et al., 2019). Iida e colaboradores, 

descreveram que o complexo [Ru (η 6 -areno) (N – N) Cl]+ com ligante o-PDA apresentou um 

IC50 de 50µM  em 48 horas para as linhagens tumorais de mama SK-BR-3 e MCF-7 e de 83µM 

para a linhagem triplo negativa MDA-MB-231. Já para a linhagem não tumoral MCF-10A, o 

complexo apresentou um IC50 > 260µM, 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 são altamente agressivas 

e metastáticas, com eficiência e seletividade maiores em relação a linhagem não tumoral. 

 

 

 

 

 

O ensaio de morfologia celular foi realizado para avaliar qualitativamente o efeito do 

complexo de rutênio Ru(Amsal) sobre as linhagens tumorais de mama MCF7, SK-BR-3, MDA-

MB-231 e não tumoral de mama MCF-10A. Esse ensaio foi realizado para, juntamente ao 

ensaio de citotoxicidade, ser utilizado como parâmetro 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 concentração de 3,12µM. No tempo de 48 horas na menor concentração testada 

Figura 7 - Estrutura molecular do complexo Ru(Amsal) 
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(0,7µM), foi observada uma diminuição da densidade celular, formação de estruturas circulares 

e encolhimento celular, indicando uma provável morte (Figura 8). Por outro lado, as células 

não tumorais de mama MCF-10A só apresentaram morfologia alterada quando tratadas com 

6,25µM do complexo Ru(Amsal) nos tempo de 24 e 48 horas, sendo possível observar as células 

em formatos circulares e parcialmente desaderidas (Figura 8). 

 

 

 

 

O complexo Ru(Amsal) apenas alterou levemente a morfologia das células da linhagem 

MCF-7 na concentração de 6,25µM após 24 horas, porém, no tempo de 48 horas é possível 

notar na concentração de 3,12µM uma diminuição da densidade celular e estruturas circulares. 

As células da linhagem SK-BR-3 quando tratadas com o complexo Ru(Amsal) apresentaram 

leves alterações morfológicas na concentração de 3,12µM em 24 horas, já na concentração de 

e 1,56µM em 48 horas, é possível observar uma diminuição da densidade celular e formação 

de estruturas circulares parcialmente desaderidas (Figura 9). 

 

 

Figura 8 - Efeitos do complexo Ru(Amsal) na morfologia das células da linhagem tumoral de mama MDA-MB-
231 e não tumoral de mama MCF-10A. O experimento foi realizado em triplicata. As imagens correspondem a 
uma das triplicatas representativas de cada linhagem celular e as setas representam as alterações morfológicas 
promovidas pelo complexo Ru(Amsal). 
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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 alterações morfológicas. promovidas pelo 
complexo Ru(Amsal). 

 

 

O ensaio de formação de colônias avalia a capacidade de uma única célula crescer e 

formar uma colônia. Esse ensaio é importante, pois leva em consideração a morte reprodutiva 

das células, que é um critério relevante para ser utilizado na definição de concentrações 

citotóxicas que podem ser utilizadas de parâmetros para outros ensaios (BRAVATA; 

CAMMARATA; MINAFRA; MUSSO et al., 2019). Os resultados mostram uma diminuição 

no número e tamanho das colônias quando tratadas com o complexo Ru(Amsal) (Figura 10). 

Na concentração de 0,3µM é possível observar uma diminuição de aproximadamente 40% do 

número de colônias quando comparado ao controle (Figura 10A), essa concentração também 

foi capaz de diminuir o tamanho das colônias (Figura 10B). Esses efeitos demonstram que o 

complexo Ru(Amsal) possui efeito citotóxico e citostático em células da linhagem MDA-MB-

231 por diminuir o número e o tamanho das colônias, respectivamente. Um estudo com 

complexos de rutênio p-cimeno-Ru(II) com ligante aciltioureia também demonstrou a 

capacidade desses complexos em inibir significativamente o número de colônias de células da 

linhagem MDA-MB-231, no qual a maior concentração testada de 30µM inibiu totalmente a 

capacidade das células de formarem colônias (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-k2O,S)(bipy)]PF6 também demonstrou a capacidade citotóxica e 

citostática do complexo na mesma linhagem em 2 horas a partir da concentração de 0,5µM 

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

 

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

 

 
 

4.2 Efeitos sobre a apoptose 

 

 A apoptose, ou morte celular programada, é fundamental para a manutenção da 

homeostase e para a sobrevivência de organismos multicelulares. A desregulação desse 

processo pode estar envolvida em uma variedade de doenças, como o câncer. Algumas 

características importantes são aparentes em células no processo de apoptose, como o formato 

esférico, perda do contato com as células vizinhas, condensação da cromatina, formação de 

saliências na membrana e fragmentação nuclear. Essas saliências da membrana celular resultam 
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em pequenas vesículas, conhecidas como corpos apoptóticos (HOTCHKISS; STRASSER; 

MCDUNN; SWANSON, 2009). A fagocitose de corpos apoptóticos por macrófagos suprime a 

inflamação pela inibição da produção de citocinas inflamatórias e leva a indução da produção 

de fatores anti-inflamatórios (HENSON; BRATTON, 2013). A externalização de 

fosfatidilserina na membrana celular precede a maioria das alterações morfológicas e é 

considerada um marcador de apoptose. Outra característica importante da morte celular por 

apoptose é a fragmentação do DNA (HASSAN; WATARI; ABUALMAATY; OHBA et al., 

2014).        

A morte por apoptose possui duas vias principais: a via extrínseca (citoplasmática) ou 

via intrínseca (mitocondrial). A via extrínseca é ativada por receptores de morte celular de 

superfície, tais como Fas e receptores ligantes de necrose tumoral. O estímulo do ligante 

promove a agregação de proteínas adaptadoras que se ligam ao domínio intracelular do receptor, 

que então se liga ao pró-domínio de caspases iniciadoras, resultando na formação do complexo 

de sinalização de indução de morte (DISC). A ativação da pró-caspase-8 no DISC, é seguida 

pela clivagem de caspases efetoras, como a caspase-3, levando a apoptose (SAYERS, 2011).  

A via intrínseca é desencadeada pela ação de diferentes sinais, incluindo radiação, dano 

ao DNA, calor, medicamentos citotóxicos, estresse celular e ausência de fatores de crescimento 

celular, os quais convergem para mitocôndria. A regulação da via mitocondrial é realizada por 

alguns membros da família Bcl-2, proteínas citoplasmáticas capazes de integrar sinais de 

sobrevivência ou morte celular gerados no meio intra e extracelular. Essa família subdivide-se 

em duas classes: pró-apoptóticas (Bax, Bak, Bok, Bim, Bad e Bid) e anti-apoptóticas (Bcl-2, 

Bcl-XL, Bcl-w, Mcl1, Bfl/A-10). A primeira proteína mitocondrial a ser liberada para o 

citoplasma é o citocromo c, que forma um complexo com o fator de ativação associado à 

apoptose-1 (APAF-1) e com a pró-caspase 9, o que leva à ativação da caspase-9, desencadeando 

a ativação 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 fármacos utilizados na quimioterapia como a 

cisplatina, paclitaxel, entre outros, induzem apoptose em células tumorais in vitro. No entanto, 

alguns tipos de tumores apresentam limitações em relação aos tratamentos quimioterápicos 

atuais e resistência aos estímulos apoptóticos (BRENES; ARCE; GATJENS-BONICHE; 

DIAZ, 2007). A compreensão dos mecanismos e alterações das vias apoptóticas e sua 

correlação com a ocorrência do câncer são 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 concentração (Figura 11). Nas 

concentrações de 4,8 de 9,6µM a porcentagem de células em apoptose é de aproximadamente 

40% maior em relação ao controle sem tratamento (Figura 11B). Já na linhagem não tumoral 

de mama MCF-10A podemos observar que apenas na maior concentração 9,6µM 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 é 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 7AAD (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 fragmentação nuclear é uma característica 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 coloração com o corante fluorescente DAPI, 

fluorófloro com afinidade para o DNA (PAWLOWSKI; KRAFT, 2000). A incubação das 

células MDA-MB-231 com o complexo Ru(Amsal) promoveu alterações indicativas de 

apoptose nas maiores concentrações (4,8 e 9,6µM), como a formação de corpos apoptóticos e 

uma diminuição da densidade celular (setas brancas) (Figura 12A). 

O ciclo celular é um conjunto de eventos monitorados e organizados, responsáveis pela 

divisão celular adequada. É dividido em duas principais fases: a intérfase e a mitose, processo 

de divisão nuclear. A intérfase é o período que precede a divisão celular com intensa atividade 

metabólica e é dividida em três fases: fase G1, S e G2. Na fase G1 a célula está se preparando 

para a síntese 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 progressão ordenada de G1 para S e de G2 para a 

fase M é 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 repará-lo (VERMEULEN; VAN 

BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003).  

O ensaio de ciclo celular foi realizado para avaliar a capacidade do complexo Ru(Amsal) 

de alterar a distribuição do ciclo celular das células tumorais da linhagem MDA-MB-231. Na 

Figura 12B é apresentado o gráfico da porcentagem de distribuição do ciclo celular em 

diferentes concentrações do complexo. De acordo com os resultados, é possível observar um 

aumento considerável do número de células na fase sub-G1 em relação ao controle, indicando 

fragmentação do DNA. Esses resultados estão de acordo com os resultados do ensaio de 

apoptose por citometria de fluxo.  

Recentemente, outros pesquisadores demonstraram que o complexo de rutênio (II) – 

Difosfina com ligante Lapachol [Ru(Lap)(dppm)2]PF6 também induziu a apoptose em células 

da linhagem MDA-MB-231 de forma dependente da concentração, no qual, a porcentagem de 

células em apoptose foi de 23,2 % e 86,2 quando incubadas com 1,25 e 10µM, respectivamente 

(OLIVEIRA; HONORATO; DEMIDOFF; SCHULTZ et al., 2021). Liu e colaboradores 

observaram que o tratamento com o complexo de rutênio [Ru(dmb)2(DBHIP)](ClO4)2 provocou 

um aumento de células com danos no DNA e taxa de células apoptóticas 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 rutênio(II) polipiridil  também 

foram capazes de induzir apoptose em células humanas de hepatocarcinoma da linhagem BEL-

7402, conferindo às células características apoptóticas como a diminuição nuclear, condensação 
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da cromatina e formação de vesículas com conteúdo citoplasmático. Adicionalmente, o 

complexo induziu bloqueio do ciclo celular na fase G0/G1 e aumentou a taxa de células em 

apoptose de forma dependente da concentração (HAN; JIANG; YAO; LI 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) Fragmentação 
Nuclear após 2 horas de tratamento. As setas brancas mostram os núcleos fragmentados. (B) Efeitos do complexo 
Ru(Amsal) no ciclo celular de MDA-MB-231 após o tratamento com (0,3 – 2,4µM) do complexo. A camptotecina 
foi utilizada como controle positivo (C +). Histogramas de DNA do ensaio de ciclo celular. PI corresponde ao 
iodeto de propídio (detectado no canal FL2-A) (C). Os experimentos foram realizados em triplicata. Os resultados 
foram comparados com o controle negativo (C-) (não tratado). (* p≤ 0,05, ** p≤ 0,01, *** p≤0,001, **** p≤ 
0,0001). 

 

 

A apoptose é induzida através de vias extrínsecas ou intrínsecas ou ambas estão 

envolvidas. A via intrínseca é regulada via mitocôndrias e pode ser monitorada pela mudança 

no potencial da membrana mitocondrial (∆Ψm) utilizando o corante fluorescente JC-1 

(ACHARYA; MAJI; RUTURAJ; PURKAIT et al., 2019). Nesse sentido, o potencial de 

membrana mitocondrial das células MDA-MB-231, tratadas com o complexo de rutênio 

Ru(Amsal), foi analisado por citometria de fluxo empregando o corante catiônico JC-1, o qual 
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apresenta a habilidade de se acumular dentro da mitocôndria devido à sua natureza catiônica e 

lipofílica, podendo ser quantificado pela mudança de fluorescência, do verde para o vermelho. 

Em células saudáveis a mitocôndria apresenta alto potencial mitocondrial, e o corante JC-1 

forma agregados com intensa coloração vermelha. Por outro lado, em células não saudáveis, 

iniciando o processo de apoptose, o potencial mitocondrial é baixo, e o JC-1 permanece na 

forma monomérica, apresentando uma alta fluorescência verde (SIVANDZADE; 

BHALERAO; CUCULLO, 2019).  De acordo com a Figura 13, as células da linhagem MDA-

MB-231 representadas em R1 são as células com o potencial de membrana da mitocôndria 

intacta, já as células em R2 possuem o potencial de membrana alterado. Os resultados mostram 

que as células tratadas com 2,4 e 4,8µM do complexo Ru(Amsal) apresentaram uma elevada 

alteração no potencial mitocondrial (54,9 % e 65,9%, respectivamente) em relação ao controle 

negativo (12,4%). Dessa forma é possível concluir que o complexo Ru(Amsal) foi capaz de 

diminuir o potencial de membrana da mitocôndria, evidenciando uma via apoptótica por 

ativação de sinais mitocondriais. Acharya e colaboradores mostraram que complexos de rutênio 

(II) 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 rutênio Ru(Amsal) sobre o potencial de membrana mitocondrial (ψm). (A) 
O potencial de membrana foi avaliado após o tratamento com diferentes concentrações de Ru(Amsal) no período 
de 4 horas e monitorado por citometria de fluxo com o marcador JC-1. A estaurosporina (0,5μM) foi usada como 
controle positivo (agente indutor de apoptose). Regiões em vermelho representam células com membranas 
mitocondriais intactas e os eventos em verde representa células com perda de ψm). (B) Gráfico representativo da 
intensidade de despolarização da membrana após os tratamentos com as concentrações indicadas de Ru(Amsal) (* 
p≤ 0,05, ** p≤ 0,01). 
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Levando em consideração a iniciação de apoptose pela via intrínseca nas células MDA-

MB-231, a expressão de proteínas relacionadas à esta sinalização 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 concentrações de 1,2 e 2,4µM promove um aumento na 

expressão de Bax, Caspase 9 e Pró-caspase 3 em relação ao controle, no entanto, o inverso 

ocorreu nas maiores concentrações testadas (4,8 e 9,6µM). Já os níveis proteicos da caspase-3 

aumentaram de forma dependente da concentração, no qual a concentração de 9,6µM foi capaz 

de promover um aumento de aproximadamente 30 vezes em relação ao controle. É importante 

destacar que a diminuição dos níveis proteicos de bax, caspase 9 e pro-caspase 3 nas maiores 

concentrações pode estar relacionada com a etapa da cascata apoptótica, ou seja, no tempo em 

que foi realizado o tratamento e nas maiores concentrações as células já se encontravam em 

apoptose tardia, o que pode justificar também o aumento concentração-dependente dos níveis 

de caspase-3. Foram avaliados também os níveis de Bcl-2, sendo possível observar que o 

tratamento com o complexo Ru(Amsal) mostrou-se eficaz em diminuir a expressão desta 

proteína. Os níveis proteicos de Bcl-2, quando as células foram tratadas na concentração de 

9,6µM com Ru(Amsal), foram 3 vezes menores quando comparados ao controle. Estes 

resultados estão 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 ativação da via intrínseca. Jiang e colaboradores 

(2014) demonstraram que o complexo polipiril de rutênio II, com o ligante dmmpz, 

([Ru(dmb)2(dmdppz)](ClO4)2, induziu a apoptose em células de hepatocarcinoma BEL-7402, 

devido a capacidade de ativar a via intrínseca da apoptose e regular a expressão de proteínas 

relacionadas a apoptose. Esse complexo aumenta a expressão de caspase-3 e Bax e diminui a 

expressão de Bcl-2 (JIANG; ZHENG; YAO; HAN et al., 2014). 
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Figura 14 - Efeitos do complexo Ru(Amsal) nos níveis proteicos de moléculas apoptóticas e anti-
apoptóticas de células MDA-MB-231. (A) Efeito do complexo nos níveis proteicos em células MDA-MB-
231. (B) Imagem representativa da expressão de proteínas relacionadas à apoptose por análise de Western 
Blotting O experimento foi realizado em triplicata. Os resultados foram comparados com o controle 
negativo (C-) (não tratado). (** p≤ 0,01, *** p≤0,001, **** p≤ 0,0001). 
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4.3 Efeitos sobre o transporte e interação celular  

 

Estudos prévios demonstraram que complexos de rutênio são capazes de se ligar a 

biomoléculas de transporte como a transferrina humana (BERGAMO; GAIDDON; 

SCHELLENS; BEIJNEN et al., 2012; NAVES; GRAMINHA; VEGAS; LUNA-DULCEY et 

al., 2019).  Para avaliar a interferência da transferrina no transporte e interação do Ru(Amsal) 

com as células,  a  linhagem MDA-MB-231 foi exposta ao tratamento com o complexo em uma 

concentração constante próxima do IC50 (1,2µM), juntamente com concentrações crescentes de 

apo-transferrina humana, por 24 horas. A porcentagem de células viáveis em cada tratamento 

foi analisada por um ensaio de MTT e a referência de 100% de viabilidade utilizada foram as 

células controle negativo (sem tratamento). Neste experimento, era esperado observar uma 

diminuição na viabilidade das células proporcionalmente ao aumento da concentração de 

transferrina, comparando todos os grupos de tratamento com o controle positivo (células que 

receberam somente o complexo e ausência da apo-transferrina). Este resultado indica que a 

transferrina pode aumentar a interação entre as células e o complexo. 

De acordo com a Figura 15, é possível observar que quando a concentração de 

transferrina aumentou, mantendo a concentração 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 responsável por transportar o complexo para o interior da célula e também 

aumentar a interação 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 1,2µM 
do complexo Ru(Amsal)  por 24 horas. Os resultados foram comparados com o grupo de células tratadas com 
apenas com o complexo, sem a presença da transferrina. O experimento foi realizado em triplicata.  (* p≤ 0,05; ** 
p≤ 0,01). 

 

 

  

 Os resultados encontrados estão em acordo com Naves e colaboradores, no qual o 

complexo (RuGA) foi capaz de interagir com receptores de transferrina, conforme aumento na 

concentração de transferrina e concentração 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 específicos em células tumorais de mama da linhagem 

MCF-7,  inibiu em 53,6% a internalização desses complexos. Esses resultados sugerem que que 

os receptores de transferrina podem ser responsáveis pelo transporte de complexos de rutênio 

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

 

4.4 Efeitos sobre a cascata metastática 

 

A migração celular é uma etapa fundamental do processo metastático. Nem todas as 

células do organismo são migratórias, no entanto, as que constituem o sistema imune migram 

de forma individual e conseguem responder rapidamente a estímulos. Outros tipos celulares 

apresentam migração temporária e dependem de eventos específicos como a cicatrização de 

feridas, vascularização e inflamação e geralmente esse tipo de migração ocorre na forma de 
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migração coletiva das células. Na progressão tumoral, as células tumorais podem migrar de 

forma individual e coletiva (RORTH, 2009). As células tumorais de mama são células 

migratórias individuais e frequentemente são observadas sozinhas se movimentando 

linearmente em associação com as fibras da MEC. Independentemente do tipo de migração, 

todas as células precisam modificar sua morfologia para interagir com a matriz ao seu redor, 

resultando na sua locomoção (YAMAGUCHI; WYCKOFF; CONDEELIS, 2005). No processo 

migratório ocorre primeiramente o alongamento células causado pela polarização dos 

filamentos de actina, já a formação do podossomo ou invadopodia promove a adesão com as 

fibras da MEC, puxando todo o corpo e cauda para frente (LINDER, 2007). A ligação das 

células com a MEC acontece, principalmente, por meio de integrinas mediando a interação de 

seus componentes com a actina do citoesqueleto, fornecendo a tração necessária para o 

movimento migratório (PARSONS; HORWITZ; SCHWARTZ, 2010). 

Neste trabalho, para investigar o efeito do complexo Ru(Amsal) na migração das células 

da linhagem MDA-MB-231 foram utilizados dois métodos, o ensaio de migração por câmara 

de Boyden, usado para analisar a capacidade de células únicas migrarem em resposta a 

quimioatraentes como fatores de crescimento, quimiocinas, lipídios ou nucleotídeos,  e o ensaio 

de wound healing, um dos métodos mais simples e útil para determinar a capacidade de 

migração coletiva (JUSTUS; LEFFLER; RUIZ-ECHEVARRIA; YANG, 2014). Os resultados 

do ensaio de migração celular utilizando a câmara de Boyden demonstraram que o complexo 

Ru(Amsal) inibiu significativamente a migração das células da linhagem MDA-MB-231 em 

todas as concentrações testadas (0,15-0,6μM) (Figura 16). Na concentração de 0,3μM é possível 

observar uma inibição de aproximadamente 75% de migração celular, já a concentração de 

0,6μM inibiu totalmente a migração das células.  
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Figura 16 - Efeitos do complexo Ru(Amsal) sobre a migração das células da linhagem MDA-MB-231 em câmara 
de Boyden. (A) A imagem corresponde a uma das triplicatas. (B) O gráfico apresenta a quantidade de células que 
conseguiram migrar pelos poros do inserto após o tempo de incubação 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). 

 

 

 

Para continuar investigando o efeito anti-migratório do complexo Ru(Amsal) foi 

realizado também o ensaio de wound healing. Os resultados obtidos neste ensaio mostram que 

após o tempo de incubação de 24 horas a concentração de 0,3µM já é capaz de inibir em 

aproximadamente 30% o fechamento da risca em comparação com o controle de células sem 

tratamento. Na concentração de 0,6µM houve uma maior inibição do fechamento da risca, em 

aproximadamente 54% em relação ao controle (Figura 17B). É importante ressaltar que as 

concentrações utilizadas neste ensaio não foram capazes de alterar a morfologia e não 

promoveram nenhum efeito citotóxico, conforme os resultados obtidos nos ensaios de 

morfologia e citotoxicidade. Zhao e colaboradores (2019) investigaram a atividade 

antimetastática do complexo de rutênio polipiridina Ru(bpy)2BEDPPZ através do ensaio de 

wound healing para verificar a capacidade de migração celular. Os resultados mostraram que o 

complexo inibiu a migração de células da linhagem MDA-MB-231 nas concentrações de 2 e 
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4µM (ZHAO; LI; YU; ZHANG et al., 2019). Outro trabalho com três complexos de rutênio 

(II)/ferro (II) [Ru(MIm)(bipy)(dppf)]PF6, [RuCl(Im)(bipy)(dppf)]PF6  e 

[Ru(tzdt)(bipy)(dppf)]PF6  demonstrou através dos ensaios de wound healing e câmara de 

Boyden, que os complexos inibiram de maneira eficiente a migração de células da linhagem 

MDA-MB-231, quando comparado ao controle. O complexo [Ru(MIm)(bipy)(dppf)]PF6 na 

concentração de 1µM apresentou uma inibição da migração de 76% quando comparado ao 

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

 

 

 

 

 

Figura 17 - Efeito de diferentes concentrações do complexo Ru(Amsal) na migração 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) Gráfico da porcentagem de fechamento. (* p≤ 0,0001). 
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O processo de invasão tumoral é orquestrado por um grande conjunto de células 

incluindo as próprias células tumorais, as células estromais adjacentes e as células inflamatórias 

intratumorais, e acredita-se que todas são capazes de expressar uma variedade de MMPs 

(REUNANEN; KÄHÄRI, 2013). As MMPs pertencem a uma família de enzimas dependentes 

de zinco envolvidas, principalmente, na degradação de componentes da matriz extracelular 

(MEC), desempenhando papéis fundamentais em situações fisiológicas como na embriogênese, 

cicatrização de feridas e angiogênese. São classificadas de acordo com as características 

determinadas pela sua estrutura e especificidade do substrato, como: colagenases, gelatinases, 

estromelisinas, matrilisinas e metaloproteinases ligadas à membrana (MT-MMP) 

(KESSENBROCK; PLAKS; WERB, 2010). As MMPs são secretadas na sua forma inativa 

como pro-MMP e são ativadas no espaço 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  

progressão do câncer, no qual, estão envolvidas na degradação da matriz extracelular e da 

membrana basal, mediante clivagem do colágeno tipo IV, no rompimento da adesão célula-

célula devido à clivagem das E-caderinas (glicoproteínas transmembranas dependentes de 

cálcio que desempenham papel nas junções intercelulares) e integrinas, facilitando a locomoção 

e invasão das células tumorais, permitindo que estas alcancem e penetrem os vasos sanguíneos 

ou linfáticos com consequente metástase (BROWN; MURRAY, 2015). 

A MMP-2 e MMP-9 pertencem a classe das gelatinases e são conhecidas na literatura 

por sua atuação na progressão tumoral. Pesquisadores investigaram a atuação destas MMPs no 

câncer de mama e verificaram que o aumento de seus níveis/expressão está correlacionado com 

uma menor sobrevida de pacientes com câncer de mama (TAURO; LYNCH, 2018). Outros 

estudos mostram que os níveis de MMP-2 e MMP-9 são significativamente mais elevados nas 

células tumorais das linhagens MDA-MB-231 e MCF-7 em comparação com as células da 

linhagem não-tumoral de mama HS578Bst (LI; QIU; LI; WANG, 2017). 

De acordo com os resultados do ensaio de invasão celular, observamos que o complexo 

Ru(Amsal) foi capaz de inibir a invasão das células da linhagem MDA-MB-231 de forma 

significativa a partir da concentração de 0,15µM. Na maior concentração testada (0,6µM) a 

inibição foi de aproximadamente 98% em relação ao controle positivo (Figura 18). É importante 

ressaltar que as concentrações utilizadas neste ensaio não alteraram a morfologia e não foram 

citotóxicas para as células. Naves e colaboradores (2019) investigaram a atividade do complexo 

de rutênio [Ru(GA)(dppe)2]PF6 - Ru(GA) na invasão de células da linhagem MDA-MB-231, 

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

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

 

 

 

 

Através da zimografia, apresentada na Figura 19A, é possível visualizar as bandas 

correspondentes a MMP-9 em gel de acrilamida com adição 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 incubação com o tampão 

contendo íons de zinco. De acordo com os resultados, é possível notar que todas as 

concentrações testadas do complexo Ru(Amsal) (0,15-0,6µM) 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 rutênio [Os(η6 

Figura 18 - Efeitos do complexo Ru(Amsal) sobre a invasão 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 
gráfico apresenta a quantidade de células que conseguiram invadir a matrigel e atravessar os poros do inserto após 
o tempo de incubação 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). (* p≤ 0,05, ** p≤ 0,01, *** 
p≤0,001). 
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-pcym)(bphen)(dca)]PF6 (Os-dca) and [Ru(η6 -pcym) (bphen)(dca)]PF6 (Ru-dca) na inibição 

da atividade da MMP-9, especialmente o complexo Os-dca que apresentou maior eficiência em 

inibir a atividade da MMP-9 na concentração de 2µM quando comparado ao complexo Ru-dca 

(2µM) e à cisplatina. Esses resultados estão de acordo com o nosso trabalho e reforçam que a 

inibição da atividade da MMP-9 desempenha um papel importante nos efeitos anti-migratórios 

e anti-invasivos desses complexos.  

 

 

 

 

 

As interações adesivas das células tumorais exercem um papel crítico na disseminação 

do tumor metastático, uma vez que as moléculas de adesão atuam como moduladores positivos 

ou negativos deste processo. Na metástase, as células tumorais presentes na corrente sanguínea 

inicialmente aderem às células endoteliais de determinados órgãos, através de um processo 

mediado por integrinas (JANISZEWSKA; PRIMI; IZARD, 2020). Em seguida, as células 

Figura 19 - Efeito do complexo Ru(Amsal) sobre a expressão da MMP9 em células da linhagem MDA-MB-231.  
(A) Expressão da MMP9 em gel de zimografia. (B) Gráfico da análise da atividade da MMP9. (* p≤0,001, ** p≤ 
0,0001). 
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tumorais metastáticas aderem a elementos da membrana basal subendotelial, tais como 

laminina e colágeno tipo IV e V. Finalmente, as células tumorais metastáticas realizam a adesão 

a elementos de tecido conjuntivo, tais como fibronectina e colágeno tipo I, para a movimentação 

para o estroma subendotelial e subsequente crescimento nesses novos sítios (HIROHASHI; 

KANAI, 2003). Além disso, para se tornarem células tumorais metastáticas, as células do tumor 

primário precisam se desprender destas moléculas de adesão presentes no tecido de origem e 

muitas vezes, uma diminuição na adesão célula-célula e/ou célula-matriz no tumor primário 

tem sido correlacionada à invasão tumoral e metástase. Assim, a adesão aos componentes do 

tecido conjuntivo colágenos I e IV, fibronectina e laminina pode atuar de maneira positiva ou 

negativa, agindo isoladamente ou em conjunto para metástase (BORSIG; LÄUBLI, 2019; 

OKEGAWA; PONG; LI; HSIEH, 2004).  

Para avaliar o efeito do complexo Ru(Amsal) sobre a adesão de células da linhagem 

tumoral de mama MDA-MB-231 foi realizado o ensaio de adesão celular ao colágeno tipo I. 

Neste ensaio, a adesão das células sem nenhum tratamento ao colágeno tipo I foi considerada 

como controle positivo da adesão, e aos valores obtidos foram atribuídos 100% de adesão. A 

BSA foi considerada o controle negativo da adesão, ou seja, as células plaqueadas sobre este 

substrato não deveriam se aderir a ele. De acordo com os resultados, todas as concentrações 

testadas do complexo Ru(Amsal) inibiram significativamente a adesão das células MDA-MB-

231 ao colágeno tipo I, quando comparado ao controle sem tratamento (Figura 20). Também é 

importante ressaltar que as células foram incubadas por 30 minutos com o complexo, e neste 

tempo as concentrações utilizadas não foram capazes de alterar a morfologia e não foram 

citotóxicas para as células.  
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Figura 20 - Efeitos de diferentes concentrações do complexo Ru(Amsal) sobre a adesão celular celular ao colágeno 
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 colágeno tipo I e células). Também foi 
utilizado um controle negativo de adesão (BSA). (* p≤0,001, ** p≤ 0,0001). 

 

 

 

Ao longo de todo o processo metastático, os movimentos celulares e as alterações na 

forma celular requerem uma reorganização espacial e temporal do citoesqueleto celular. O 

citoesqueleto celular é uma estrutura formada por diversos tipos de filamentos proteicos que se 

estendem por todo o citoplasma da célula e que desempenham funções importantes, tais como 

manter sua integridade estrutural e organizar e controlar seus movimentos internos e externos. 

O citoesqueleto é composto basicamente por três tipos de filamentos: os filamentos de actina 

(também conhecidos como microfilamentos), os microtúbulos e os filamentos intermediários 

(FIFE; MCCARROLL; KAVALLARIS, 2014). O citoesqueleto é, portanto, uma estrutura 

dinâmica que se mantém em constante estado de reorganização, permitindo à célula promover 

e manter a ordem interna necessária ao seu equilíbrio ao mesmo tempo em que muda de forma, 

se locomove ou até mesmo se divide. Os filamentos de actina do citoesqueleto são responsáveis 

por regular a dinâmica da motilidade celular em todas as células, inclusive em células tumorais 

de mama (JIANG; ENOMOTO; TAKAHASHI, 2009). 

O ensaio de marcação do citoesqueleto foi realizado com o objetivo de verificar os 

efeitos do complexo Ru(Amsal) sobre a organização do citoesqueleto de células MDA-MB-

231, utilizando o marcador Alexa 488 Fluor® Phalloidin específico para fibras F-actina. 

Podemos observar na concentração de 9,6µM uma diminuição marcante da densidade da 
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estrutura celular e condensação dos filamentos de actina, quando comparado ao controle (Figura 

21). Essa alteração marcante na organização no citoesqueleto das células MDA-MB-231, 

promovida pelo complexo Ru(Amsal), pode estar relacionada com a inibição da adesão dessas 

células a proteínas da MEC, bem como a inibição da migração e invasão.  

 

Figura 21 - Efeito de diferentes concentrações 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. 

 

 

 

Outro trabalho do nosso grupo demonstrou que o complexo de rutênio trans-

[Ru(PPh3)2(N,N-dimethyl-N'-thiophenylthioureato-k2O,S)(bipy)]PF6 também foi capaz de 

inibir a adesão das células MDA-MB-231 ao colágeno tipo I e induzir alterações 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 rutênio com o ligante ácido 

gálico Ru(GAC) foi avaliado quanto a  capacidade de alterar o citoesqueleto de células tumorais 

e não tumorais MDA-MB-231 e MCF-10A, respectivamente. De acordo com os resultados o 

tratamento com o complexo Ru(GAC), nas maiores concentrações, promoveu uma alteração na 

estrutura do citoesqueleto, sendo possível observar a condensação dos filamentos de F-actina 

na células da linhagem MDA-MB-231. Já na linhagem não tumoral de mama MCF-10A, não 

foram observadas alterações no citoesqueleto em todas as concentrações testadas, sugerindo 

que essas células são mais resistentes aos efeitos do complexo Ru(GAC) (GRAMINHA; 

HONORATO; CORREA; COMINETTI et al., 2020). Todos estes resultados estão de acordo 

com o nosso trabalho, mostrando o potencial dos complexos de rutênio para atuar nas diferentes 

etapas do processo metastático. 
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Os estudos in vitro demonstraram que o complexo Ru(Amsal) possui potencial para o 

tratamento do câncer de mama. Este complexo apresentou o menor IC50 para as células da 

linhagem tumoral MDA-MB-231 e o maior IC50 para as células não tumorais MCF-10A, em 

comparação aos outros cinco complexos de rutênio testados, sugerindo ação seletiva deste 

complexo para células tumorais. O complexo Ru(Amsal) também alterou a morfologia, inibiu 

a migração, a invasão e a adesão e ainda induziu a apoptose, danos ao DNA e promoveu a 

fragmentação nuclear de células tumorais MDA-MB-231. Portanto, diante dos resultados 

promissores, o ensaio in vivo de modelo de metástase espontânea singênico ortotópico sem 

cirurgia foi escolhido para avaliar as propriedades do Ru(Amsal) no crescimento do tumor 

primário e consequentemente, nas possíveis metástases formadas.  
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Capítulo 2 – Nanotecnologia e Ensaios in vivo  

 

5 Nanotecnologia  

 

Apesar do alto potencial in vitro dos complexos de rutênio, sua baixa solubilidade em 

água pode dificultar os estudos da atividade biológica in vivo. Por este motivo, têm se buscado 

alternativas para veiculação destes complexos metálicos através de estratégias 

nanotecnológicas 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 veiculação de fármacos quimioterápicos, por meio do emprego de nanocarreadores 

com diâmetro médio entre 10 a 500nm, que apresentam capacidade de penetração intracelular 

e podem possibilitar o acúmulo do fármaco no sítio tumoral (NARVEKAR; XUE; EOH; 

WONG, 2014). Os vasos que nutrem o tecido tumoral apresentam poros maiores entre as 

células, quando comparado ao tecido saudável, o que resulta na maior permeabilidade local, e 

ainda, devido à ausência de drenagem linfática eficiente, os nanossistemas podem ficar retidos 

por mais tempo na região do tumor (YINGCHONCHAROEN; KALINOWSKI; 

RICHARDSON, 2016). Os sistemas de liberação nanoestruturados através da encapsulação, 

acomodam o fármaco no interior da estrutura e o protege das degradações enzimáticas e 

hidrolíticas no trato gastrointestinal, direcionando-o ao órgão alvo. Um sistema de liberação  

“ideal” deve entregar o fármaco de forma exclusiva no seu sítio de ação, ser capaz de modular 

a velocidade de liberação e a duração do efeito, e além disso, esses sistemas de liberação devem 

melhorar características indesejáveis do fármaco como a baixa solubilidade, a baixa 

biodisponibilidade e a instabilidade (DA SILVA; DE FREITAS; BERNEGOSSI; GONCALEZ 

et al., 2016; SATO; DA SILVA; DE SOUZA; DOS SANTOS et al., 2015).  

Vários sistemas de liberação têm sido empregados com o objetivo de aumentar a 

biodisponibilidade de fármacos e podem ser classificados em diferentes categorias, dentre eles 

os sistemas lipídicos e poliméricos. Os sistemas lipídicos correspondem às microemulsões, 

nanoemulsões, lipossomas e nanopartículas lipídicas sólidas. Já os sistemas poliméricos 

envolvem os hidrogeis, nanopartículas poliméricas e dendrímeros (YINGCHONCHAROEN; 

KALINOWSKI; RICHARDSON, 2016).  

As microemulsões (ME) representam um sistema de água e óleo contendo um 

tensoativo, criando uma solução líquida termodinamicamente estável. As ME apresentam alta 
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estabilidade, o que permite diferentes vias de administração e baixo custo de preparação 

(LAWRENCE; REES, 2000; SATO; DA SILVA; DE SOUZA; DOS SANTOS et al., 2015). 

Também é importante destacar que as ME podem fazer com que o tempo de liberação dos 

fármacos em nanoestruturas seja diferente em relação aos fármacos livres, ou seja, a liberação 

lenta de um fármaco pode garantir um efeito mais prolongado e menos tóxico (DALMORA; 

DALMORA; OLIVEIRA, 2001). 

 

5.1 Modelos de metástase in vivo 

O modelo de metástase espontâneo é caracterizado pela formação do tumor primário 

com consequente entrada das células tumorais na corrente sanguínea para formar metástases 

em órgãos distantes. Através deste modelo é possível estudar a atuação do fármaco no tumor 

primário e na inibição da metástase. No modelo singênico as células tumorais usadas são da 

mesma espécie do animal, ainda, os modelos ortotópicos utilizam células da mesma origem 

onde serão 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 metástase espontânea singênico ortotópico 

sem cirurgia do tumor primário, com injeção 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 é modificada geneticamente, no qual foi 

inserido em seu DNA genômico uma marcação com a fluorescência “mCherry” que auxilia na 

detecção de metástases em órgãos como pulmões, coluna vertebral e fêmures através de PCR 

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

 

6 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

6.1 Síntese do sistema lipídico nanoestruturado do tipo microemulsão (ME) do complexo 
Ru(Amsal) 
 

O sistema lipídico nanoestruturado do tipo microemulsão (ME) do complexo 

Ru(Amsal), abreviado de complexo Ru(Amsal)ME, foi sintetizado e caracterizado pelo 

Laboratório de Pesquisa e Desenvolvimento de Sistemas de Liberação de Fármacos Baseados 

em Nanotecnologia, da Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus Araraquara, sob 

responsabilidade do Prof. Dr. Marlus Chorilli e da aluna de pós-doutorado Dr. Patrícia B. Silva, 

como descrito anteriormente (DE FREITAS; DA SILVA; CHORILLI; BATISTA et al., 2014). 
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Resumidamente, este sistema apresenta a seguinte composição: 10% de fase oleosa (colesterol), 

10% de surfactante (fosfatidilcolina de soja, oleato de sódio e Eumulgin HRE 40 [óleo de ricino 

de polioxil 40 hidrogenado]; na proporção 3:6:8, respectivamente) e 80% de fase aquosa 

(tampão fosfato, pH 7,4). Esta mistura foi sonicada (potência 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 obtenção da formulação, incorporou-se os compostos 

no sistema lipídico nanoestruturado homogeneizando a respectiva massa de composto e o 

volume adequado de formulação. A mistura foi sonicada nas mesmas condições descritas 

anteriormente, durante adicionais 2 minutos. Então, após 24 horas do preparo foi realizada a 

caracterização da formulação através dos ensaios de dispersão de luz dinâmica e do potencial 

zeta para medição do tamanho das partículas e estabilidade, respectivamente.  

 

6.1.2 Dispersão de luz dinâmica 

A determinação do diâmetro e índice de polidispersividade foi realizada pela técnica de 

correlação de fótons, utilizando-se o equipamento de dispersão dinâmica de luz Zetasizer Nano 

NS, Malvern Instruments, Malvern, UK (SILVAI; SANTANAII; BEDORII; BORBAII et al., 

2009). 

 

6.1.3 Potencial zeta 

A análise de potencial zeta foi realizada por meio da determinação 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 padronização do cultivo in vitro). As células tumorais de 

mama de camundongo 4T1.13ch5T1 foram cultivadas em meio Minimum Essential Medium 

Eagle Alpha Modification (α-MEM), contendo FBS (5%), bicarbonato de sódio (2,2 mg/mL), 

cloreto de sódio (4 mg/mL), penicilina (100 UI/mL) e estreptomicina (100 mg/mL). As 

linhagens celulares utilizadas foram mantidas em uma incubadora úmida com 5% de CO2 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 Austrália. A linhagem não tumoral de 

camundongo L929 foi cultivada em meio DMEM - High Glucose contendo 5% de soro fetal bovino 

e 1% de antibióticos apropriados. 

 

6.3 Ensaio in vitro de citotoxicidade 
 

A citotoxicidade do complexo Ru(Amsal)ME e da base do sistema lipídico 

nanoestruturado do tipo microemulsão (Base)ME 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 (não tumoral), foram utilizadas para complementar a análise do complexo Ru(Amsal), 

(Base)ME e do Ru(Amsal)ME. 

 

6.4 Modelo in vivo de metástase 
 

6.4.1 Procedimentos éticos 
 

O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da UFSCar 

(CEUA nº 2736071020).  

 

6.4.2 Animais 
 

Foram utilizados camundongos fêmeas Balb/c, entre 6 a 8 semanas de vida, hospedados 

em gaiolas coletivas em temperatura ambiente controlada a 22±2°C, sob ciclo claro-escuro de 

12 horas com comida e água ad libitum. 

 

6.4.3 Formação de metástase espontânea do tumor primário 
 

Neste modelo, 1x105 células/20μL/camundongo da linhagem 4T1.13ch5T1 foram 

injetadas no tecido adiposo da quarta mama de camundongos fêmeas Balb/c. A injeção foi 

realizada com auxílio de uma seringa Hamilton de 50μL nos animais anestesiados com 

isuflurano. Assim que o tumor de tornou palpável (após 8 dias da injeção), os camundongos 

foram tratados diariamente (segunda a sábado) com o complexo Ru(Amsal)ME (1,5 mg/kg) 

através de injeções intraperitoneais invertendo os lados das injeções para evitar lesões. Os 

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

2. Grupo (Base)ME: somente tratado com o polímero do nanoencapsulamento 

(n=15); 

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

nanoencapsulado (n=15); 

Após vinte e sete dias da injeção das células tumorais foi realizada a eutanásia dos 

animais. Durante todo o período do experimento os camundongos foram monitorados através 

do peso corporal e seu tumor primário foi mensurado com o uso de um paquímetro. 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 mm3= comprimento x 

comprimento x altura). No dia da eutanásia foram avaliadas as metástases visíveis e coletados 

os fêmures, coluna espinhal e pulmões para análise da carga tumoral relativa ou relative tumor 

burden (RTB) através de análise do DNA genômico (DNAg). Os órgãos coletados para RTB 

foram congelados em nitrogênio líquido para posterior extração de DNAg. Os tumores 

primários, baço e fígado também foram pesados para avaliar de forma indireta indícios de 

metástases. A RTB foi avaliada após a extração de DNAg utilizando-se a técnica de PCR 

quantitativo Taqman (Taqman® Fast Universal PCR Master Mix 2x – Applied Biosystens, Life 

Technologies). 

 

6.4.4 Extração do DNAg  
 

Para a extração do DNAg os órgãos foram homogeneizados em tampão de lise sem SDS 

(50mM Tris-HCl, 100mM NaCl, 100mM EDTA, pH 7,5) em homogeneizador FastPrep®-24 

em tubos (MP tubes) contendo beads de aço inox e/ou cerâmica (1 bead grande e duas pequenas 

para ossos, e 3 beads pequenas para tecidos moles). Foram realizados 3 ciclos de 

homogeneização de 1 minuto com intervalo de 5 minutos (ciclo 6m/s). Parte do homogeneizado 

foi digerido em tampão de lise contendo SDS, Proteinase K e RNAse A (50mM Tris-HCl, 

100mM NaCl, 100mM EDTA, 1% SDS pH7,5; 2μl/mL de proteinase K e de RNAse A, estoque 

a 10 mg/mL) a 55°C overnight. No dia seguinte, foram adicionados 350μL de uma solução 

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 precipitação 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 500μL de etanol 70%, 

em seguida, o sobrenadante foi colhido por inversão do tubo e o restante de etanol foi retirado 

com auxílio de uma pipeta. O DNA foi seco em fluxo de ar e em seguida ressuspendido em 

200μL de tampão TE (10mM Tris-HCl, 1mM EDTA, pH 8,0). O DNAg foi quantificado em 

Nanodrop e 40ng foram utilizados nas reações 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 

Taqman®. O DNAg foi sujeito ao PCR multiplex para detectar o cycle Threshold (Ct), definido 

logo acima da linha de base dos níveis de fluorescência para vimentina (presente em todos os 

tecidos dos animais) e mCherry (presente somente nas células tumorais). Através da 

comparação dos valores de Ct da vimentina e do mCherry em cada amostra, o ΔCt foi calculado 

pela subtração do Ct mCherry menos o Ct da Vimentina, em seguida, o valor de ΔCt foi usado 

na seguinte fórmula RTB = 10.000/2ΔCt. Usando-se essa fórmula os tecidos com valores zero 

são considerados sem tumor, cujo um tecido com valor de 10.000 é composto totalmente por 

tumor. Estes dados foram analisados conforme descrito por Sloan e colaboradores para análise 

da RTB (SLOAN; POULIOT; STANLEY; CHIA et al., 2006). Os primers e as probes 

utilizadas foram estão especificados na Tabela 4. 

 

Tabela 4 - Primers e probes utilizados no experimento de PCR em tempo real para determinação 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 CAC TAT TG 3’ 
 
Primer mVim Reverse: 5’CGA AGG TGA CGA GCC ATC TC 3’ 
 
Probe mCherry: 6FAM-CAG CTG CCC GGC GCC TAC A-TAMRA 
 
Primer mCherry Foward: 5' GAC CAC CTA CAA GGC CAA GAA G 3' 
 
Primer mCherry Reverse: 5' AGG TGA TGT CCA ACT TGA TGT TGA 3' 
 

 

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

Reação de PCR Taqman 
Reagentes (concentração final) Volume 

Master Mix 2x 5μl 
Primers Foward + Reverse Vimentina (1μM) 0,5μl 

Probe Vimentina (1μM) 0,5μl 
Primers Foward + Reverse Cherry (1μM) 0,5μl 

Probe Cherry (1μM) 0,5μl 
Água 1μl 

DNAg (40ng) 2μl 
 
 
6.4.6 Análise de peso corporal e dos órgãos 

 

Durante o ensaio de formação de metástases espontâneas os animais foram pesados para 

acompanhamento do peso. A pesagem foi iniciada no primeiro dia após a injeção das células 

da linhagem 4T1.13ch5T1 no tecido adiposo da quarta mama dos camundongos e os registros 

seguiram a cada dois dias até a eutanásia dos animais. 

Após a eutanásia o coração, o fígado, o rim e o baço de cada animal foram coletados, 

analisados macroscopicamente e pesados em balança eletrônica. Esses órgãos foram escolhidos 

por serem órgãos que podem estar alterados em caso de toxicidade e formação de metástases. 

 

6.4.7 Análise histológica do coração, rim e baço 
 

Os órgãos coletados (coração, rim e baço) foram fixados em 10% de formalina 

tamponada durante 24 horas e lavados em água corrente por 1 hora. Em seguida, os mesmos 

foram submetidos a processamento histológico, passando pelas etapas de desidratação (1 hora 

em cada um dos seguintes banhos: álcool 70%, álcool 80%, álcool 95%, álcool absoluto I, 

álcool absoluto II, álcool absoluto III), clarificação (1 hora em cada um dos seguintes banhos: 

xilol I e xilol II) e impregnação (1 hora em banho de parafina I e 2 horas em parafina II). 

Posteriormente, os órgãos embebidos em parafina (blocos de parafina) e foram cortados no 

sentido longitudinal utilizando-se um micrótomo rotativo (Leica), obtendo cortes com 

espessura de 5μm. Em seguida, o processo de coloração com hematoxilina e eosina (HE) foi 

realizado para análise morfológica e estrutural. As lâminas foram digitalizadas no microscópio 

panoramic desk (3DHISTECH) e as imagens foram analisadas com o software 3DHISTECH. 

A análise foi gentilmente supervisionada pela patologista Dra. Mayara Caroline Rosolem. 
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6.4.8 Análise Bioquímica 

 

Para as análises bioquímicas, o sangue dos camundongos foi coletado por punção 

cardíaca e armazenado em tubos contendo anticoagulante (EDTA 10%). Logo após a coleta, o 

sangue foi armazenado sob refrigeração e centrifugado a 2000rpm por 10 minutos para a 

obtenção do plasma. Este foi recolhido e parte mantido refrigerado a 4°C, e parte mantido 

congelado a -20°C de acordo com as indicações dos kits de análises utilizados. As análises para 

determinação da ureia, creatinina e transaminase oxalacética (TGO) foram realizadas de acordo 

com instruções dos kits: Transaminase Oxalacética (LABORLAB); Creatinina (LABORLAB) e 

Ureia CE (LABORLAB). As leituras foram realizadas no fluorímetro Synergy H1 (Biotek), 

sediado junto ao Laboratório 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 número de células 

tumorais circulantes nos animais, verificando seu efeito citostático e citotóxico. Para o 

isolamento das células tumorais circulantes (CTCs), amostras de sangue foram coletadas em 

tubos contendo 100L de EDTA 1%. As amostras foram então centrifugadas a 3500rpm por 5 

minutos, ressuspendidas em 1mL de tampão de lise de eritrócitos (NH4Cl 150mM, KHCO3 

1mM, EDTA 100nM) e incubadas a temperatura ambiente por 3 minutos. Após o tempo de 

incubação, foi realizada uma nova centrifugação a 3500rpm por 5 minutos. Finalmente, as 

amostras foram ressuspendidas em 100L de α-MEM contendo 5% de FBS, 1% de penicilina 

e estreptomicina, e adicionado 100L de sangue inicialmente coletado. Em seguida, as células 

foram plaqueadas em placas de 6 poços nos seguintes volumes: 100µL, 50µL e 25µL 

(poço/animal). As placas foram então incubadas à 37ºC a 5% de CO2 por 10 dias e coradas com 

cristal violeta para contagem do número de colônias formadas. 

 

6.5 Análise estatística 

 

Para a análise estatística do ensaio in vitro foi utilizado o software GraphPad Prism 

versão 6.0. Foram calculados a média e o desvio padrão e em seguida foi realizada análise de 

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

foi aplicado. 

  

7 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Com os resultados promissores in vitro apresentados até o momento, a realização de 

estudos in vivo se tornou necessária para avanço do conhecimento do potencial do complexo 

Ru(Amsal), porém um problema encontrado nos testes in vivo foi a baixa solubilidade deste 

complexo em soluções aquosas em altas concentrações. Portanto, uma microemulsão do 

complexo foi preparada, seguida da avaliação in vitro para verificar se seus efeitos 

permaneceram os mesmos ou se foram atenuados ou potencializados. Posteriormente a 

obtenção destes resultados, ensaios in vivo foram realizados. 

 

7.1 Caracterização físico-química do complexo Ru(Amsal) incorporado em microemulsão 

Na composição da microemulsão, além da fosfatidilcolina, foi utilizado também o 

colesterol que é essencial para a estabilidade e função das membranas celulares. O complexo 

Ru(Amsal) incorporado à microemulsão (Ru(Amsal)ME) na concentração de 15 mg/mL foi 

analisado por dispersão de luz dinâmica e quanto ao seu potencial zeta. As análises do tamanho 

das gotículas sub-microscópicas do complexo Ru(Amsal)ME e somente da microemulsão 

(Base)ME foram determinadas através da técnica de espalhamento de luz dinâmico, também 

denominada espectroscopia de correlação de fótons, cuja técnica fornece o raio hidrodinâmico 

das partículas coloidais. A uniformidade da distribuição do tamanho das gotículas é medida 

pelo índice de polidispersão (IPD). O baixo valor de IPD do complexo Ru(Amsal)ME 

demonstrou uma distribuição do tipo monomodal e homogênea das gotículas. Para um sistema 

ser considerado uma microemulsão é necessário que o tamanho de suas gotículas esteja entre 

20 e 500 nm. Portanto, podemos estimar que o sistema seja uma microemulsão (DE FREITAS; 

DA SILVA; CHORILLI; BATISTA et al., 2014; GUPTA; ERAL; HATTON; DOYLE, 2016). 

           O potencial zeta é utilizado para medir a carga na superfície da microemulsão, indicando 

a estabilidade da nanoestrutura a longo prazo. Este é determinado indiretamente usando o 

princípio da mobilidade eletroforética e os valores do potencial zeta que variam entre < + 30 

mV ou > − 30 mV são considerados bons indicadores de estabilidade a longo prazo. Um valor 

negativo e elevado do potencial zeta é importante na estabilidade da emulsão, com aumento das 

forças repulsivas entre as gotículas que evitam a floculação (SINGH; MEHER; RAVAL; 
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KHAN et al., 2017). Comparando o complexo Ru(Amsal)ME e a BaseME não se observa uma 

variação significativa do potencial zeta com a incorporação do complexo Ru(Amsal) (Tabela 

6). 

 

Tabela 6 - Dados da caracterização físico-química das microelmulsões incorporadas ou não com o complexo de 

rutênio Ru(Amsal). 

 
Amostra Tamanho (nm) Índice de polidispersividade Potencial zeta (mV)  

BaseME 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 L929 (não tumoral). Para permitir comparações os valores de IC50 do 

complexo Ru(Amsal) com as células MDA-MB-231 foram representados (Tabela 7). 

Os resultados mostram que houve aumento no IC50 após o tratamento das células MDA-

MB-231 com o complexo Ru(Amsal)ME nos tempos de 24 e 48 horas (16,67 e 5,28µM), quando 

comparado com as células que receberam o tratamento com o complexo Ru(Amsal) não 

formulado (3,68 e 0,15µM). O mesmo aconteceu com as células tumorais de camundongo 

4T1.13ch5T1 que quando tratadas com o complexo Ru(Amsal)ME tiveram um aumento do IC50 

em 24 e 48 horas (4,88 e 1,62µM) quando comparado com o complexo Ru(Amsal) não 

formulado (2,32 e 1,24µM). É importante destacar que conforme observado no tratamento das 

células com o complexo Ru(Amsal), o complexo em microemulsão Ru(Amsal)ME também foi 

seletivo para a linhagem tumoral de camundongo quando comparado a linhagem não tumoral 

L929 (IC50 47,8µM em 24 horas e 6,35µM  em 48 horas).  

Adicionalmente foram apresentados os resultados dos ensaios de 24 e 48 horas de 

incubação apenas com a base do sistema lipídico nanoestruturado do tipo microemulsão 

(BaseME) para verificar se o efeito que estava ocorrendo era devido a combinação com o 

complexo Ru(Amsal) ou apenas da baseME. Os resultados demonstraram que o IC50 das células 

tratadas apenas com a baseME é superior ao IC50 encontrado quando se tem a adição do 

complexo Ru(Amsal), demonstrando assim que o efeito citotóxico encontrado é resultado da 
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formulação (Tabela 7). A BaseME é um sistema lipídico, e nas maiores concentrações ela forma 

uma película 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 núcleos dimetálicos de Ru2(II, III) coordenados a fármacos anti-

inflamatórios não esteroides (FAINEs) também demonstraram limitações para seu uso na 

clínica devido à baixa solubilidade em água e consequente dificuldade de administração 

intravenosa. Para superar este problema, esses complexos foram encapsulados em 

nanopartículas lipídicas com o objetivo de melhorar a solubilidade e eficácia desses 

metálofármacos. Em concordância com nossos resultados, o complexo metálico dessa classe 

nanoencapsulado Ru2(NSAID)-SPLNs também mostrou ser citotóxico para as células da 

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

 

Tabela 7 - Atividade citotóxica 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 não tumoral de camundongo 
L929, após 24 e 48 horas de incubação. O experimento foi realizado em triplicata. DP = desvio padrão. 

 

Linhagem celular Tempo (h) 

IC50  DP (M) 

Ru(AmSal)ME BaseME Ru Amsal  

MDA-MB-231 
24  16,67 ± 1,57 

 
>100 

 
3,68 ± 0,15  

 48 5,28 ± 0,86 
 

27,95 ± 1,44  
 

0,15 ± 0,04 
 

4T1.13ch5T1 
24 4,88 ± 0,24 

 
>100 

 
2,32 ± 0,99 

 
48 1,62 ± 0,36 

 
69,72 ± 3,83 

 
1,24 ± 0,14 

 
L929 

24 47,8 ± 0,53 ---- ---- 

48 6,35 ± 0,78 ---- ---- 

 

 
7.3 Ensaios in vivo de metástase 

 

7.3.1 Modelo de formação de metástase espontânea singênico ortotópico sem cirurgia 
 

Para avaliação dos efeitos antitumorais e antimetastáticos in vivo do complexo 

Ru(Amsal)ME foi utilizado o modelo animal ortotópico e singênico de metástase espontânea. 

As células tumorais da linhagem 4T1.13Ch5 foram injetadas no tecido adiposo da quarta mama 

de camundongos Balb/c fêmeas e quando os tumores se tornaram palpáveis (8 dia após a 

injeção das células tumorais), os animais foram tratados com a microemulsão 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 sábado 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 microemulsão (BaseME) in vivo, outro grupo controle com solução salina foi avaliado 

para efeito comparativo. 

Os resultados demonstraram que não houve diferença estatística entre os grupos 

experimentais em relação ao peso dos animais e ao volume do tumor. No entanto, é possível 

observar que os camundongos tratados com salina apresentaram uma pequena redução do peso 

em relação aos grupos BaseME e Ru(Amsal)ME a partir do 24º dia após a injeção (Figura 22). 

 

Figura 22 - Efeitos do tratamento do complexo Ru(Amsal)ME no peso (g)  dos camundongos pelo período de 27 
dias (A) Efeitos do complexo Ru(Amsal)ME na àrea (mm3) do tumor primário dos camundongos após 27 dias (B). 
Tratamento com o Salina refere-se aos camundongos que receberam apenas salina e o BaseME refere-se aos 
camundongos que receberam apenas o tratamento com a base da microemulsão.  

 

 

 

 Neste modelo ortotópico e singênico a progressão tumoral desencadeia processos 

inflamatórios, levando ao aumento do número de células do sistema imunológico, que em alguns 

tipos de câncer auxiliam a progressão e infiltração do tumor. Assim como os linfonodos, o baço 

atua como um filtro sanguíneo que desempenha um papel fundamental no início da resposta imune 

e nas reações aos patógenos, vírus ou ao câncer. Em média, o peso esplênico dobra em tamanho em 

camundongos com tumores implantados e este aumento do tamanho do baço reflete a carga tumoral 

total no animal (LEWIS; WILLIAMS; EISENBARTH, 2019). Em contrapartida, o aumento no 

tamanho dos pulmões e fígado está relacionado a presença de nódulos tumorais secundários. 

Visivelmente durante a eutanásia, os baços dos camundongos dos grupos controles (salina e BaseME) 

e do grupo tratado com Ru(Amsal)ME estavam aumentados e alguns pulmões retirados de animais 

destes grupos apresentavam metástases visíveis. Nenhum órgão (baço, fígado e pulmão) apresentou 



81 
 
diferença significativa de massa entre os controles e o grupo tratado com Ru(Amsal)ME, 

apresentando valores médios próximos  (Figura 23). 

 

Figura 23 - Efeitos dos tratamentos com o complexo Ru(Amsal)ME, BaseME e Salina  no peso (g) dos órgãos 
(pulmão, baço, fígado e tumor primário) dos camundongos, coletados no momento da eutanásia.  

 

 

 

A fim de se verificar o RTB, um indicador de metástases, órgãos como pulmões, coluna 

vertebral e fêmures dos animais foram coletados e submetidos à extração de DNAg para a 

detecção da presença do gene mCherry (exclusivo das células tumorais) e mVimentina 

(presente em todas as células) nesses órgãos através de PCR multiplex em tempo real. Através 

dessa técnica, como pode ser observado na Figura 24A, houve redução significativa da RTB na 

coluna vertebral com o tratamento Ru(Amsal)ME  comparado aos controles BaseME e Salina, no 

entanto, não houve diferença entre os grupos na carga tumoral relativa dos fêmures (Figura 

24B).  Nos pulmões, o tratamento com o complexo Ru(Amsal)ME houve redução significativa 

de RTB quando comparado ao controle BaseME.  É possível verificar também que o grupo 

tratado com solução salina apresentou uma carga tumoral alta nos pulmões em relação ao grupo 

tratado com o complexo Ru(Amsal)ME (Figura 24C). De acordo com os resultados apresentados, 

é importante ressaltar que o tratamento com complexo Ru(Amsal)ME não inibiu o crescimento 
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do tumor primário mas foi eficaz na inibição do desenvolvimento de metástase pulmonar e 

óssea. 

 

Figura 24 - Efeito dos tratamentos com o complexo Ru(Amsal)ME, BaseME e Salina na Relative Tumor Burden 
(RTB) do modelo de formação de metástase espontânea. (* p≤ 0,05, ** p≤ 0,001) 

 

 

 

As diferenças mencionadas com relação à carga tumoral puderam ser observadas 

também através de análise visual. Na Figura 25A podemos observar as metástases pulmonares 

do grupo BaseME, salina e proeminente redução destas no grupo tratado com o complexo 

Ru(Amsal)ME.  

As células tumorais circulantes (CTCs) são células originárias de tumores primários ou 

secundários que conseguiram entrar na corrente sanguínea e se disseminar por todo corpo como 

parte do processo metastático. A identificação de CTCs no sangue periférico é muito 

importante, pois auxilia na detecção precoce, monitoramento da doença e atualmente é um 

indicador prognóstico bem estabelecido no câncer de mama metastático (BIDARD; 

PROUDHON; PIERGA, 2016). Como pode ser observado na Figura 25B, o grupo Salina 

apresentou maior prevalência de CTCs (33%) quando comparado aos grupos Ru(Amsal)ME 

(6%) e Base ME (13,3%). A redução dos CTCs pelo complexo Ru(Amsal)ME pode estar 
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relacionado a capacidade do complexo em inibir etapas específicas do processo metastático 

como migração, invasão e desta forma impedir a saída das células do tumor primário.  

 

Figura 25 – Efeito do complexo Ru(Amsal) em metástases e células tumorais circulantes. (A) Imagem 
representativa das metástases pulmonares dos tratamentos com o complexo Ru(Amsal)ME, BaseME e Salina. (B) 
Prevalência em % de células tumorais circulantes (* p≤ 0,001, ** p≤ 0,0001). 

 

 

 

Neste trabalho foram avaliados também os níveis plasmáticos de ureia, creatinina e 

aspartato aminotransferase (AST) (Figura 26). A quantificação de transaminases auxilia na 

avaliação da função hepática, já a análise da creatinina, que em geral é realizada em conjunto 

com a ureia, é útil na avaliação de alterações renais. A AST é uma enzima bilocular 

(citoplasmática e mitocondrial) amplamente difundida no organismo, presente em maior 

concentração no fígado e coração. A creatinina é um composto de origem muscular, resultante 



84 
 
da degradação da creatina devido o processo de contração muscular e sua eliminação do 

organismo ocorre quase exclusivamente por filtração renal. A ureia constitui a fração de 

nitrogênio não proteico mais importante na maioria dos líquidos biológicos e é o principal 

produto final do metabolismo proteico. É produzida pelo fígado e excretada pela urina através 

dos rins e sua elevada concentração pode ser interpretada como uma possível disfunção renal.  

(PRAXEDES; PIMENTEL; SANTOS; FERNANDES et al., 2018; SODRÉI;; COSTAII;; 

LIMAI, 2007).  

No presente estudo os animais apresentaram variações significativas apenas para 

dosagem de creatinina, no qual os animais do grupo Salina apresentaram parâmetros elevados 

em comparação aos valores de referência (indicados em vermelho nos gráficos) (Figura 26B) 

(SPINELLI;; GODOY;; MOTTA, 2012). Devido a não ocorrência de variações nos valores de 

ureia (Figura 26A), sugere-se que pela avaliação bioquímica não houve alterações na função 

renal, apenas a nível muscular. Os animais do grupo Ru(Amsal)ME apresentaram níveis 

aumentados de AST em comparação aos valores de referência (25,20 ± 7,78 U/L), porém, não 

houve diferença significativa entre os grupos (Figura 26C), indicando que o tratamento não 

apresentou sinais de toxicidade nos animais. 
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Figura 26 - Efeito dos tratamentos com o complexo Ru(Amsal)ME, BaseME e salina nos parâmetros bioquímicos. 
(A)   Toxicidade renal / ureia, (B) Toxicidade renal / creatinina e (C) hepatotoxicidade de GOT (AST). (* p≤ 0,05 
** p≤ 0,01) 

 

 

 

Na análise histológica foram encontradas alterações morfológicas ou patológicas nos 

baços, rins e corações analisados (Figura 27). Os animais do grupo Salina e Base ME 

apresentaram implantação de células ovaladas no coração, com alto pleomorfismo, citoplasmas 

indistintos, múltiplos nucléolos, cariomegalia, atingindo o pericárdio, epicárdico e miocárdio. 

Essas características indicam possível metástase cardíaca. Já os animais do grupo Ru(Amsal)ME 

apresentaram discreto infiltrado inflamatório linfocitário focal, localizado no tecido adiposo no 

entremeio ao átrio e o ventrículo. Os rins foram os órgãos que menos apresentaram alterações 

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

com ausência de núcleos nos túbulos proximais. Na avalição do baço, todos os grupos 

apresentaram evidenciação de muito nódulos linfoides (hiperplasia de polpa branca).  
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Figura 27 - Análise histológica dos órgãos dos animais corados com HE. Imagens representativas do coração, rim 
e baço com os diferentes tratamentos (BaseME, Ru(Amsal)ME e Salina).  As setas indicam as alterações 
morfológicas ou patológicas promovidas pelos tratamentos. 

 

 

 

 

É recente na literatura o uso de complexos metálicos em sistemas lipídicos 

nanoestruturados para o tratamento do câncer. Porém, essas alternativas para veiculação de 

complexos de rutênio são necessárias devido à baixa solubilidade desses complexos em água, 

limitando sua aplicação in vivo (FERRARO; PICCOLO; MISSO; MAIONE et al., 2020). Shen 

e colaboradores encapsularam o complexo de rutênio polipiridina [Ru(phen)2dppz](CII4)2 em 

lipossomos (Lipo-RU) a fim de melhorar a biodistribuição e propriedades farmacocinéticas do 

complexo in vivo.  Para avaliar a eficácia terapêutica os pesquisadores utilizaram um modelo 

ortotópico de câncer de mama com células da linhagem triplo negativa MDA-MB-231. O 

complexo Lipo-Ru foi capaz de diminuir drasticamente o crescimento do tumor primário em 
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comparação com os grupos PBS e o complexo livre (Ru). Ainda, com a utilização de 

marcadores específicos, os autores conseguiram demonstrar que os tumores do grupo Lipo-Ru 

apresentavam níveis muito mais elevados de apoptose do que os grupos de controle. O 

complexo Lipo-Ru também não causou nenhum sinal de toxicidade aguda aos animais (SHEN; 

KIM; WOLFRAM; MU et al., 2017). Outro estudo com o complexo HoThyRu em um 

nanosistema lipossômico, denominado de HoThyRu/DOTAP avaliou a eficácia e segurança in 

vivo, bem como seus efeitos sobre a progressão das células tumorais de mama MCF-7. O 

tratamento com 15 mg/kg da formulação HoThyRu/DOTAP, uma vez por semana durante 28 

dias foi capaz de reduzir de forma significativa o peso e volume dos tumores em comparação 

ao grupo controle. A sobrevivência dos animais foi de 100% e os pesos corporais também não 

foram afetados pelo tratamento (PICCOLO; MISSO; FERRARO; RICCARDI et al., 2019). 

Novos complexos de rutênio derivados de NAMI-A contendo piridina (G26b e G94a) foram 

sintetizados e testados in vivo em modelo de câncer de mama com a linhagem 4T1. Os animais 

foram tratados com 17,5 mg/Kg dos complexos G26b, G94a e NAMI-A e os resultados 

demonstraram que o tratamento não suprimiu o crescimento do tumor primário, no entanto, 

houve diminuição significativa de metástases pulmonares pelos complexos G26b, G94a. Não 

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 estão de acordo com nosso trabalho mostrando que 

o tratamento com o complexo Ru(Amsal)ME não foi  capaz de diminuir o crescimento do tumor 

primário, porém inibiu de maneira eficaz o desenvolvimento de metástases pulmonares e ósseas 

em modelo de câncer de mama in vivo com a linhagem celular 4T1. 
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Capítulo 3 – Considerações finais 

 

8 CONCLUSÕES  

Neste trabalho, seis complexos de rutênio com fórmula geral [Ru(O-O)(dppb)(bipy)]PF6 

e [Ru(O-O)(dppe)2]PF6 em que (O-O) representa os ligantes ácido salicílico, ácido 

aminosalicílico e 2,4 – dihidroxibenzóico, foram sintetizados e tiveram sua atividade citotóxica 

avaliada em células tumorais de mama da linhagem MDA-MB-231, MCF-7 e SK-BR-3 e não 

tumoral de mama MCF-10A. Todos os complexos testados foram citotóxicos frente as 

linhagens estudadas, no entanto, o complexo [Ru(AmSal)(dppe)2]PF6, 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 possível mecanismo de 

ação. 

 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 formação de colônias o complexo reduziu o número e tamanho de colônias 

das células MDA-MB-231. O Ru(Amsal) também induziu a morte celular por apoptose de 

maneira depende da concentração, promoveu a fragmentação nuclear e despolarização do 

potencial de membrana da mitocôndria de células da linhagem MDA-MB231. O complexo 

também alterou o ciclo celular, aumentando a porcentagem dessas células na fase sub-G1, 

indicando uma parada do ciclo nesta fase. Através da análise de proteínas relacionadas a cascata 

apoptótica pelo ensaio de western blotting, o complexo Ru(Amsal) promoveu um aumento na 

expressão de Bax, Caspase-9 e Caspase-3 e diminuição de Bcl-2, sugerindo atuação por 

ativação da via intrínseca da apoptose. O Ru(Amsal) mostrou-se capaz de atuar em diferentes 

etapas do processo metastático in vitro, inibindo de maneira eficaz a atividade de MMPs, a 

migração, invasão e adesão celular. Além disso, o complexo alterou a organização do 

citoesqueleto das células tumorais de mama MDA-MB-231. A análise in vivo do complexo 

Ru(Amsal) sintetizado em sistema nanoestruturado do tipo microemulsão, Ru(Amsal)ME, em 

modelo de metástase espontânea singênico ortotópico sem cirurgia, demostrou que o complexo 

não inibiu o tumor primário, porém reduziu de maneira significativa as metástases pulmonares 

e ósseas, sem causar sinais de toxicidade nos animais. 

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

terapêutico para o câncer de mama triplo negativo. Entretanto, mais estudos devem ser 
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realizados a fim de investigar a inserção de ligantes na estrutura do complexo para melhorar 

sua captação e especificidade ao tumor primário. 
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