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RESUMO

As mudangas demograficas que o Brasil e o mundo vém sofrendo sdo consequéncias do
processo de urbanizacdo populacional, da industrializacdo e dos avancos da ciéncia e da
tecnologia. Esse processo, associado a transformacdo na qualidade de vida da sociedade
trouxe uma alteracdo importante no perfil de morbimortalidade diminuindo a ocorréncia das
doencas infectocontagiosas e aumentando a incidéncia das doencas cronico-degenerativas,
como o cancer. O cancer é um termo utilizado para doencas em que células anormais se
dividem sem controle e sdo capazes de se espalhar e invadir outros tecidos através dos
sistemas sanguineo e linfatico. O cancer de mama é o segundo tipo de cancer mais comum no
mundo e pode ser considerado um cancer com bom prognéstico se diagnosticado
precocemente e tratado oportunamente. O tratamento do cancer de mama tem como objetivos
principais aumentar a sobrevida e melhorar a qualidade de vida da mulher. A cirurgia e a
radioterapia respondem pelo controle local do cancer de mama, ja o tratamento sistémico é
feito por terapia hormonal ou quimioterapia. Os farmacos utilizados na quimioterapia causam
danos ao DNA, tanto das células tumorais, como também das células normais e ainda as
células tumorais podem se tornar resistentes a esses farmacos. Rosenberg e colaboradores em
1964 foram responsaveis pela descoberta do farmaco antitumoral a base de metais, a
cisplatina, um complexo eficaz e ainda muito utilizada em terapias contra varios tipos de
tumores, porém, apesar de sua eficcia, apresenta também diversos efeitos colaterais. Com as
limitacbes da cisplatina, novas pesquisas vém sendo desenvolvidas com complexos de
ruténio. O ruténio possui algumas propriedades Unicas que podem justificar seu potencial
antitumoral, dentre elas, a capacidade de imitar o ferro na ligagdo a muitas biomoléculas,
incluindo a transferrina e albumina. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o
efeito de quatro novos complexos de ruténio com ligantes bipiridina e bifosfina: (1)
[Ru(SO4)(dppb)(bipy)], (2) [Ru(COs)(dppb)(bipy)], (3) [Ru(C204)(dppb)(bipy)] e (4)
[Ru(CH3CO,)(dppb)(bipy)]PFs sobre a proliferacdo de células tumorais de mama, da
linhagem MDA-MB-231 e MCF-7, e da linhagem n&o-tumoral de mama, MCF- 10A. Os
resultados demonstraram que o complexo (4) foi o mais eficaz em inibir a proliferacdo das
células tumorais de mama triplo negativas, da linhagem MDA-MB-231, em comparagdo com
a linhagem ndo tumoral de mama MCF-10A que se mostrou mais resistente ao complexo.
Ainda, o complexo (4) foi capaz diminuir o nimero e tamanho de coldnias, de modificar o
citoesqueleto e de atuar na cascata metastatica inibindo a adesdo, migracdo e invasao, das
células tumorais de mama, da linhagem MDA-MB-231. O complexo (4) inibiu também a
secrecdo de MMP9 e induziu a apoptose aumentando a expressao de genes pro-apoptoticos
como Bax e Caspase-3 e diminuindo a expressao genes anti-apoptéticos Bcl-2, nas células
tumorais de mama triplo negativas, da linhagem MDA-MB-231. Esses resultados mostram
que o complexo (4) possui potencial antitumoral e antimetastatico para células tumorais de
mama, podendo ser uma nova alternativa de farmaco para o tratamento do cancer.

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



ABSTRACT

Brazil and the world are passing through demographic changes as consequences of population
urbanization, industrialization and advances in science and technology. This process,
associated with the transformation of society's quality of life has brought a significant change
in the morbidity and mortality profile reducing the occurrence of infectious diseases and
increasing incidence of chronic degenerative diseases, like cancer. Cancer is a term used for
diseases in which abnormal cells divide without control, and are able to spread and invade
other tissues through blood and lymphatic systems. Breast cancer is the second most common
cancer in the world and can be considered a cancer with a good prognosis if diagnosed early
and treated timely. Treatment of breast cancer has as main objectives to increase survival and
improve the quality of life of women. Surgery and radiotherapy are responsible for local
control of breast cancer; on the other hand, systemic treatment is made by hormone therapy
and chemotherapy. Drugs used in chemotherapy cause resistance and damage to DNA, not
only of tumor cells, but also of normal cells. Rosenberg and colleagues in 1964, were
responsible for the discovery of antitumor drug to base metals, cisplatin, an effective complex
and remains widely used in therapies against various types of tumors, however, despite its
effectiveness, also has several side effects. With the limitations of cisplatin, new research has
been developed with ruthenium complexes. Ruthenium has some unique properties that can
justify their antitumor potential, among them the ability to mimic the iron in connection to
many biomolecules, including transferrin and albumin. Therefore, the aim of this study was to
evaluate the effect of four new ruthenium complexes with bipyridine and biphophine ligands:
(1) [Ru(SO4)(dppb)(bipy)], (2) [Ru(COs)(dppb)(bipy)], (3) [Ru(C2O.)(dppb)(bipy)] e (4)
[Ru(CH3CO,)(dppb)(bipy)]PFs on the proliferation of breast tumor cells, MDA-MB-231 and
MCEF-7, and a non-tumor cell line MCF-10A. The results demonstrated that the compound (4)
was more efficient inhibiting proliferation of triple negative breast cancer cells MDA-MB-
231, compared with the non-tumor cell line MCF-10A which was more resistant to the
complex. Futhermore, the complex (4) was able to reduce the number and size of colonies, to
act in the metastatic cascade inhibiting the adhesion, migration and invasion. The complex (4)
also inhibited the secretion of MMP9 and induced apoptosis by increasing the expression of
pro-apoptotic genes such as Bax and Caspase-3 and decreasing anti-apoptotic genes Bcl-2 in
triple negative breast cancer cells, MDA-MB-231. These results show that the complex (4)
has potential antitumor and antimetastatic to breast tumor cells; it might be a good alternative
drug for the treatment of cancer.

Keywords: cancer, ruthenium complexes, breast cancer, metastasis, apoptosis.
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1. INTRODUCAO
1.1 Incidéncia do céancer

As mudancas demograficas que o Brasil e o mundo vém sofrendo séo
consequéncias do processo de urbanizacdo populacional, da industrializacdo e dos avangos da
ciéncia e da tecnologia. Esse processo associado a transformacdo na qualidade de vida da
sociedade trouxe uma alteracdo importante no perfil de morbimortalidade, diminuindo a
ocorréncia das doencas infectocontagiosas e aumentando a incidéncia das doencas cronico-
degenerativas, como o cancer (BRASIL, 2016b).

Em 2012 cerca de 14 milhdes de novos casos e um total de 8,2 milhGes de
mortes por cancer ocorreram em todo o0 mundo. Para as préximas duas décadas € esperado um
aumento de 70% no numero de novos casos no mundo (TORRE et al., 2015; WORD
HEALTH ORGANIZATION, 2016). No Brasil, a estimativa para 0s anos de 2016/2017,
aponta para a ocorréncia de aproximadamente 596 mil novos casos de cancer, deste total,
295.200 serdo novos casos para homens e 300.870 para mulheres. Em homens, os tipos mais
incidentes serdo os canceres de prostata, pulmao, colon e reto, estbmago e cavidade oral; e,
nas mulheres, os de mama, cdlon e reto, colo do Gtero, pulméo e glandula tireoide, quando

ndo considerado os tumores de pele do tipo ndo melanoma (BRASIL, 2016d).

1.1.1 Incidéncia do Céncer de mama

O cancer de mama é o segundo tipo de cancer mais comum no mundo. Em
2012 foram 1,7 milhdes de novos casos e 521.900 mortes por cancer de mama em todo o
mundo (TORRE et al., 2015). No Brasil, a estimativa para o ano de 2016/2017 é de 57.960
novos casos (BRASIL, 2016d). A figura 1 apresenta a taxa de mortalidade de mulheres no

Brasil de 1979 a 2013 para 0s cinco tipos de canceres mais incidentes nas mulheres.

Figura 1 - Taxas de mortalidade dos cinco tipos de cinceres mais frequentes em 2013, ajustadas por idade a
cada 100 mil mulheres, entre 1990 e 2013 no Brasil*

C/Y/c.\ \ / "

Anos

B MAMA B BRONQUIOS E PULMOES I COLO DO UTERO Il COLON Il ESTOMAGO

*Extraido de (BRASIL, 2016a) https://mortalidade.inca.gov.br/MortalidadeWeb/
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A estabilidade da taxa de mortalidade dos dltimos anos deve-se, a deteccdo
precoce do tumor e inicio rapido do tratamento o que aumenta as chances de cura (FREITAS-
JUNIOR et al., 2012). Apesar da tendéncia de estabilizacdo das taxas nos ultimos anos, 0
cancer de mama € o tipo mais incidente e o que causa maior mortalidade entre as mulheres
brasileiras. E dé acordo com a Agéncia Internacional de Pesquisa do Céancer (IARC) e com 0s
dados de incidéncia e mortalidade do cancer de mama, disponibilizados pelo GLOBOCAN de
2012, o Brasil encontra-se em 5° lugar no ranking mundial (figura 2). Esses dados reforcam a

necessidade de planejamento de acGes e programas de controle do cancer de mama.

Figura 2 - Ranking mundial das taxas de incidéncia e mortalidade por cAncer de mama em mulheres em 2012.*
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*Extraido e Modificado de http://globocan.iarc.fr/Pages/bar_site_sel.aspx

1.2 Cancer
O cancer é um termo utilizado para doencas em que células anormais se

dividem sem controle e sdo capazes de invadir outros tecidos através dos sistemas sanguineo e
linfatico (NCI, 2016). As causas do céncer sdo diversas e estdo relacionadas a fatores
genéticos, estilo de vida e exposicdo a diferentes tipos de agentes quimicos, fisicos e
biol6gicos. O envelhecimento é outro fator fundamental para o desenvolvimento de cancer,

pois 0s mecanismos de reparacao celular vao perdendo sua eficacia ao longo do tempo. Esses
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fatores podem agir conjuntamente ou em sequéncia para iniciar ou promover o0 cancer
(BRASIL, 2016¢c; WORD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

O processo no qual uma célula normal adquire caracteristicas de uma célula
tumoral é consequéncia de alteragdes genéticas que podem ser produzidas por diversos
mecanismos, como a inativacdo de genes supressores de tumor, ativacdo de oncogenes e
inativacdo de genes responsaveis pela apoptose (PEDRAZA-FARINA, 2006). Estes eventos
levam a uma perda do controle do ciclo celular e permitem o acumulo de erros no DNA das
células em divisdo (STRATTON; CAMPBELL; FUTREAL, 2009). As células tumorais sdo
capazes de fornecer seus préprios sinais de crescimento, ignorar os sinais inibitorios de
crescimento, evitar a morte celular, replicar-se sem limites, promover a formacdo de novos
vasos sanguineos (angiogénese) e invadir outros tecidos através de membranas basais e
capilares. Além disso, o sistema imune ndo consegue eliminar as células tumorais devido aos
efeitos imunossupressores mediados por essas células (BHUTIA; MAITI, 2008;
HANAHAN; WEINBERG, 2011). As células de todos os tumores malignos possuem
potencial de invasdo e metastase, porém cada neoplasia apresenta caracteristicas clinicas e
bioldgicas especificas (CAIXEIRO et al., 2014).

Do ponto de vista clinico, as metastases sdo consideradas um dos mais
importantes estigios do tumor, uma vez que correspondem a mais de 90% das causas de
mortes por cancer (MEHLEN; PUISIEUX, 2006). A metastase é o processo pelo qual
algumas células tumorais se despredem do tumor primario, entram na corrente sanguinea ou
linfatica e sdo capazes de estabelecer novas colnias de células tumorais em érgdos distantes,
dando origem a um tumor secundario (BACAC; STAMENKOVIC, 2008).

As etapas envolvidas na cascata metastatica sdo complexas e estdo
representadas na figura 3. As interacdes das células do tumor priméario com o0 microambiente
estromal, incluindo células endoteliais, fibroblastos, macrégafos e proteinas da matriz
extracelular, contribuem para a formacao de vasos sanguineos e linfaticos que irdo irrigar e
suprir as necessidades do tumor, processo denominado angiogénese (REYMOND; D'AGUA,;
RIDLEY, 2013). As células metastaticas do tumor primario sofrem uma serie de alteragdes
morfolégicas e moleculares que resultam na perda da polaridade celular, diminuigdo do
contato célula-celula e aquisicdio de motilidade. Essas alteragdes favorecem seu
desprendimento do tumor primario (GOMES et al., 2011; VERNON; LABONNE, 2004).
Para dar continuidade ao processo metastatico, a células tumorais precisam se aderir a
componentes da matriz extracelular como colageno, fibronectina, laminina e degradar a

matriz extracelular através da acdo das metaloproteinases de matriz (MMP). ApOs este
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processo, as células tumorais sdo capazes de migrar e invadir o estroma circundante e
penetram nas vias de circulagdo mais proximas, pelo processo de intravasamento. Apesar de
todas as adversidades encontradas as células metastaticas sobrevivem e se propagam pela
corrente sanguinea, onde podem se aderir ao tecido endotelial de vasos sanguineos de 6rgaos
distantes do tumor primario e extravasar para este novo tecido, e entdo entrar em um estado de
dorméncia ou se proliferar e formar um novo tumor (BACAC; STAMENKOVIC, 2008;
REYMOND et al., 2013; SHIBUE; WEINBERG, 2011).

Figura 3 - Disseminagdo da célula tumoral e formacdo de metéstase. A metastase é o processo pelo qual algumas
células tumorais se despredem do tumor primario, entram na corrente sanguinea ou linfatica e sdo capazes de
estabelecer novas col6nias de células tumorais em 6rgdos distantes, dando origem a um tumor secundario.™
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1.3 Cancer de Mama
1.3.1 Anatomia da mama

A mama feminina é composta por lobulos (glandulas produtoras de leite), por
ductos (pequenos tubos que transportam o leite dos lobos ao mamilo) e por estroma (tecido
adiposo e conjuntivo que envolve os ductos e l6bulos, vasos sanguineos e vasos linfaticos)
(figura 4). A pele, a auréola, o tecido subcutaneo e o parénquima mamario sdo drenados por
vasos linfaticos (ACS, 2016).
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Figura 4 - Anatomia da mama feminina. A mama feminina é composta I6bulos, ductos e por tecido adiposo e
conjuntivo que envolve os ductos e lébulos, vasos sanguineos e vasos linfaticos. A pele, mamilo, auréola, o

tecido subcutaneo e o parénquima mamario sdo drenados por vasos linfaticos.*
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*Extraido e modificado de ACS, 2016.

1.3.2 Tipos de Cancer de mama

O cancer de mama é uma doenca complexa, de alta heterogeneidade clinica,
morfoldgica e bioldgica. Tumores de mama com histologia e clinica semelhantes, podem
apresentar diferentes prognésticos e diferentes respostas terapéuticas. E importante ressaltar
que até 80% dos tumores mamarios sdo alteracbes benignas e que ndo aumentam
significativamente o risco para desenvolvimento do céncer de mama. Seu diagnostico
diferencial é amplo, envolvendo os cistos mamarios, fibroadenomas, papilomas, lipomas,
hamartomas, adenomas, entre outros (GURAY; SAHIN, 2006; HARTMANN; GHOSH,
2007; SANTEN; MANSEL, 2005).

Os carcinomas de mama, na sua maioria, sdo originados no epitélio dos lobulos
e ductos da glandula mamaria (figura 5). Esses subtipos ductal e lobular podem apresentar-se
tanto na forma de carcinoma in situ, no qual o tumor ndo possui caracteristicas invasivas e
permanece confinado ao tecido mamario, quanto invasivo, invadindo os tecidos adjacentes e
disseminando-se para outros 6rgéos (YODER; WILKINSON; MASSOLL, 2007).
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Figura 5 - Principais tipos de carcinoma de mama. A maioria dos carcinomas de mama séo originados
no epitélio dos ductos (A) e lébulos (B).*
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*Extraido e modificado de ACS, 2016.

Os fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de mama podem estar
relacionados com a idade avancada da mulher, menarca precoce, menopausa tardia e terapia
de reposicdo hormonal, alimentacdo, histérico familiar, entre muitos outros (CUI et al., 2009;
DE WAARD; THIJSSEN, 2005; MCPHERSON; STEEL; DIXON, 2000).

Para classificar pacientes com cancer de mama é utilizado no geral, uma
variedade de fatores clinicos e patologicos a fim de avaliar o prognostico e determinar a
terapia adequada. Dentre os fatores avaliados incluem a idade do paciente, estado linfonodal
regional, tamanho do tumor, tipo e graus histoldgicos, estadiamento da doenca, entre outros.
(CIANFROCCA; GRADISHAR, 2009; WEIGEL; DOWSETT, 2010). Nas ultimas décadas,
varias técnicas moleculares, particularmente a expressdo génica, tém sido cada vez mais
utilizadas para ajudar na classificacdo do cancer de mama. Perou et al. (2000) analisaram
amostras de pacientes, utilizando a técnica de expressao génica, representando 8.102 genes
humanos e demonstraram que a diferenca fenotipica dos tumores de mama estava associada a
uma diversidade na expressao génica. Em complemento a este trabalho, Sorlie et al. (2001)
realizaram experimentos com 78 carcinomas, trés fibroadenomas e quatro tecidos mamarios
normais, com a mesma estratégia para ratificar os achados anteriores. Estes estudos
contribuiram para a classificagdo molecular do carcinoma de mama, dividindo os grupos em
luminais A e B, HER-2 e basal (PEROU et al., 2000; SORLIE et al., 2001).
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O subtipo molecular luminal A apresenta receptores de estrogénio (RE), pode
ou ndo apresentar receptores de progesterona (RP) e é negativo para receptor tipo 2 do fator
de crescimento epidérmico humano (HER-2). Tumores com este perfil molecular apresentam
baixo grau histoldgico e bom prognostico. O subtipo luminal B possui 0 mesmo padréo de
expressdo de RE e do RP do subtipo A, porém pode ser positivo para a expressao de HER-2,
além disso, possui maior indice de proliferacdo celular e um pior prognostico, quando
comparado ao luminal A. O subtipo HER-2 apresenta uma expressdo positiva para HER-2 e €
negativo para receptores hormonais como RE e RP. Os tumores mamarios que expressam
HER-2 apresentam um comportamento bioldgico agressivo, o que resulta em altas taxas de
recorréncia apés o tratamento inicial, uma curta sobrevida livre de doenca e um pior
prognostico (BRENTON et al., 2005; SCHNITT, 2010).

O subtipo basal representa um grupo diverso e heterogéneo de tumores que,
por definicdo, ndo expressam RE, RP e HER-2. Essas caracteristicas fizeram com que estes
tumores fossem conhecidos como “triplo-negativos”. A maioria dos tumores classificados
como triplo negativo possui um pior prognéstico comparado a outros subtipos de tumores,
pois apresentam maior risco de recorréncia no periodo de trés anos, maiores taxas de
mortalidade e é altamente metastatico, com disseminacdo para érgdos sélidos como figado,
pulmdo e cérebro. Portanto, por ndo possuir receptores especificos para uma terapia-alvo
eficaz, os tumores de mama triplo negativo ainda representam um grande desafio para o
desenvolvimento de tratamentos e farmacos especificos para essa linhagem (ABRAMSON et
al., 2015; MAYER etal., 2014; RAKHA; ELLIS, 2009).

1.3.3 Tratamentos para o cancer de mama

O tratamento varia de acordo com o estdgio da doenca, suas caracteristicas
bioldgicas, bem como das condicGes do paciente. Quando a doenga é diagnosticada no inicio,
o tratamento tem maior potencial curativo, porém quando ha evidéncias de metastases, 0
tratamento tem como objetivo prolongar a sobrevida e melhorar a qualidade de vida. O
tratamento para o cancer de mama, bem como para outros tipos de canceres, pode ser dividido
em local ou sistémico. O tratamento local € realizado por cirurgia e radioterapia. No cancer de
mama a cirurgia é o tratamento mais comum, podendo ser conservadora onde é retirado
apenas o tumor ou mastectomia total, que é a retirada de todo o tecido mamario e também dos
ganglios linfaticos axilares. A radioterapia € um tratamento que utiliza aparelhos de raios X,
raios gama e feixes de elétrons que ao interagirem com os tecidos podem promover a morte

celular por diversos mecanismos. A radioterapia geralmente é feita ap0s uma cirurgia
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conservadora da mama para eliminar as células tumorais que possam ainda ter ficado depois
da cirurgia (BRASIL, 2016e; UK, 2016).

Ja o tratamento sistémico é feito por terapia hormonal e quimioterapia
(BRASIL, 2016e; SHAPIRO; RECHT, 2001). A terapia hormonal atua somente em células
que expressam receptores hormonais e tem demonstrado melhorar a sobrevida livre da
doenca, diminuindo o risco de recorréncia e mortalidade. O tamoxifeno € um dos farmacos
mais utilizados na pratica clinica com acdo antagonista aos RE no tecido mamario, podendo
ser utilizado em pacientes na pré e pds-menopausa. Os anti-estrogénicos e inibidores de
aromatase também sdo utilizados na terapia hormonal. (CRONIN-FENTON; DAMKIER,;
LASH, 2014; DROOG et al., 2013). A terapia dirigida também faz parte do tratamento para
alguns subtipos de cancer de mama, como HER-2 que ndo expressa receptores hormonais.
Para esse subtipo sdo utilizados anticorpos monoclonais humanizados especificos, como o
trastuzumabe (BRAND et al., 2006; CONSTANTINIDOU; SMITH, 2011)

A quimioterapia consiste na utilizacdo de fArmacos com o objetivo de eliminar
ou controlar as células tumorais. Para o cancer de mama a quimioterapia é constituida,
geralmente, por uma associacdo de farmacos que podem ser administrados via oral ou
intravenosa, podendo ser utilizada em combinagdo com a cirurgia e a radioterapia. Os
quimioterapicos mais utilizados para o tratamento do cancer de mama incluem as
antraciclinas e taxanos (MORENO-ASPITIA; PEREZ, 2009). Os agentes de platina, a
capecitabina, entre outros quimioterapicos também sdo utilizados para o tratamento do cancer
de mama. Uma caracteristica comum a maioria dos quimioterapicos é resisténcia celular, ou
seja, as células tumorais podem se tornar resistentes a eles. Ainda, os quimioterapicos ndo
atuam somente sobre as células tumorais, as células normais que se renovam constantemente,
como células da medula 6ssea, dos pelos e a mucosa do tubo digestivo, também sdo afetadas
pela acdo dos quimioterapicos caracterizando os indesejaveis efeitos colaterais do tratamento,
tais como a perda de cabelo, nduseas, vomitos, fadiga, entre outros. Esses efeitos podem ser
tratados sintomaticamente, mas em alguns casos, podem ser muito toxicos para pacientes em
estagios avangados do cancer. Além disso, 0os quimioterdpicos ndo sdo capazes de erradicar
todas as células neoplésicas do tumor e destroem apenas uma proporg¢éo das células que foram
expostas ao tratamento (CHAKRABORTY, 2007; VIDAL et al., 2014).

1.4 Complexos inorganicos a base de metais com atividade antitumoral
O desenvolvimento de antitumorais a base de metais iniciou-se com a

descoberta da atividade antitumoral da cis-diaminodicloroplatina(ll), conhecida como
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cisplatina. Suas propriedades citotoxicas foram descobertas por Rosenberg e colaboradores
em 1964, enquanto investigavam os efeitos de um campo elétrico na proliferacdo da bactéria
Escherichia coli em solucéo de cloreto de aménio (NH4CI), sob uma corrente produzida por
eletrodos de platina. Durante o experimento, observou-se que as bactérias apresentavam um
crescimento irregular e filamentoso, e que sua diviséo celular foi interrompida. Esse efeito foi
entdo atribuido a complexos possivelmente formados pela reacdo entre a platina dos eletrodos
e o NH,CI da solugdo, em presenca da corrente elétrica aplicada e luz. Dentre os complexos
possivelmente formados na reacdo, a cisplatina apresentou melhor atividade antitumoral
(PIZARRO; SADLER, 2009).

A cisplatina entrou em testes clinicos de fase | em 1971 e foi aprovada pelo
Food and Drug Administration (FDA) em 1978 com o nome comercial de Platinol®.
Atualmente a cisplatina ainda é um dos melhores farmacos antitumorais e desempenha um
papel importante em alguns tratamentos de cancer, como de mama, ovario, cabeca, pescoco,
cancer de bexiga, cancer cervical, melanoma e linfomas. Acredita-se que seu principal
mecanismo € ligar-se ao DNA da célula tumoral, interferindo no processo de divisao celular,
levando a apoptose. Apesar de sua alta eficacia, os efeitos colaterais como nefrotoxicidade,
neurotoxicidade e a resisténcia celular, representam uma limitagdo para seu uso clinico
(CIARIMBOLLI, 2012; FLOREA; BUSSELBERG, 2011). Muitos fatores tém sido atribuidos
a resisténcia celular adquirida a cisplatina, entre eles a ocorréncia de reparo no DNA,
diminuicdo do acumulo e aumento do efluxo na célula e a desativacdo do farmaco por
biomoléculas presentes no plasma, como a cisteina, glutationa e albumina, que possuem a
capacidade de se ligar a até 90% da cisplatina (CEPEDA et al., 2007; FUERTES; ALONSO;
PEREZ, 2003). Essas limitacbes da cisplatina vém motivando pesquisas com novos
complexos, para o desenvolvimento de novos farmacos antitumorais que sejam capazes de
matar ou inibir seletivamente as células tumorais, deixar as células normais intactas e causar

menos efeitos adversos.

1.4.1 Complexos de Ruténio com atividade antitumoral

Nas ultimas décadas, muitos agentes de ruténio foram sintetizados e testados
quanto as propriedades antitumorais (BERGAMO et al., 2012). O ruténio possui algumas
propriedades Unicas que podem justificar seu potencial antitumoral como: a sua geometria de
coordenacgdo octaédrica em contraste com a geometria quadrado planar de complexos de
platina; a acessibilidade aos estados de oxidacdo em condi¢des fisiologicas e sua capacidade

de imitar o ferro na ligacdo a muitas biomoléculas, incluindo a transferrina e albumina
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(JAKUPEC et al., 2008). A albumina e transferrina sdo proteinas utilizadas pelo organismo
humano para solubilizar e transportar o ferro, reduzindo assim a sua toxicidade. As células de
rapida divisdo, como por exemplo, as células tumorais, possuem uma maior necessidade de
ferro, com isso, aumentam o numero de receptores de transferrina localizados em suas
superficies, sequestrando mais ferro circulante. Essa propriedade faz com que o ruténio seja
menos toxico para as células ndo tumorais (ALLARDYCE; DYSON, 2001).

Atualmente, ha dois complexos de ruténio em fase de testes clinicos, como
potenciais farmacos antitumorais: 0 Imidazolium-trans-DMSO-imidazole-
tetrachlororuthenate (NAMI-A), eficaz contra tumores sélidos de metastase pulmonar, e o
farmaco  Indazolium trans-[tetrachlorobis(1H-indazole)ruthenate(l11)]  (KP1019) com
atividade promissora contra células de tumores colorretal (HARTINGER et al., 2006;
RADEMAKER-LAKHAI et al., 2004).

Portanto, estudos com complexos metéalicos que apresentam potencial
terapéutico para regressao tumoral e atuem sobre as vias alteradas em células tumorais como a
de migracdo, de invasdo, adesdo e de proliferacdo, podem levar a descoberta de um novo

modelo de farmaco antitumoral.
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2. OBJETIVO
2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste projeto foi avaliar quatro novos complexos de ruténio e
selecionar dentre estes 0 melhor complexo para avaliacdo dos possiveis mecanismos de acdo

antitumoral e antimetastatico, através de estudos in vitro.

2.2 Objetivos especificos

e Por meio de uma triagem, avaliar o efeito citotoxico dos complexos pelo método do
MTT em células tumorais de mama MDA-MB-231 e MCF-7 e ndo tumorais de mama MCF-
10A.

¢ Avaliar a capacidade dos complexos em modificar a morfologia das células tumorais
de mama MDA-MB-231 e MCF-7 e ndo tumorais de mama MCF-10A, através do ensaio de
morfologia celular.

eDeterminar o complexo mais eficaz em inibir a proliferacio e alterar
significativamente a morfologia das células destas linhagens definindo as concentracfes a
serem utilizadas nos proximos experimentos in vitro;

e Avaliar, através dos ensaios in vitro de formacdo de coldnias, migracdo celular,
invasdo celular e adesdo celular, o efeito do complexo selecionado em inibir os passos da
cascata metastatica na linhagem tumoral de mama triplo negativa MDA-MB-231;

¢ Avaliar a inibicdo de MMP, envolvidas no processo de migracdo e invasao celular,
através do ensaio de zimografia.

e Avaliar o potencial de inducdo da apoptose do complexo selecionado na linhagem
tumoral de mama MDA-MB-231 e ndo tumoral de mama MCF-10A, através do ensaio in
vitro de apoptose com anexinaV e PCR em tempo real. E também avaliar a fragmentacéo
nuclear induzida pelo complexo selecionado na linhagem tumoral de mama MDA-MB-231,
através do ensaio de fragmentacdo nuclear.

e Avaliar a capacidade do complexo selecionado em modificar o citoesqueleto das

células tumorais de mama MDA-MB-231, através do ensaio de marcacdo com faloidina.
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3.MATERIAIS E METODOS
3.1 Material
3.1.1 Sintese dos complexos

As sinteses dos complexos de ruténio utilizados neste projeto foram realizadas
e disponibilizadas pelo Laboratdrio de Estrutura e Reatividade de Compostos Inorganicos do
Departamento de Quimica (LERCI-DQ) da UFSCar, sob a supervisdo do prof. Dr. Alzir
Azevedo Batista. Os complexos de ruténio utilizados neste projeto possuem em suas
estruturas ligantes bifosfina, bipiridina e ligante sulfato (complexo 1), ligante carbonato
(complexo 2), ligante oxalato (complexo 3) e ligante acetato (complexo 4). As estruturas dos
complexos estéo representadas na figura 6.

Figura 6 - Estruturas dos complexos de ruténio.

[Ru(SO )(dppb)(bipy)] [Ru(CO,)(dppb)(bipy)]
Complexo 1 Complexo 2

CH,

[Ru(C,0 )(dppb)(bipy)] [Ru(CH,CO,)(dppb)(bipy)|PF
Complexo 3 Complexo 4
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3.2 Metodos
3.2.1 Cultura celular

As células foram obtidas do Laboratério de Biologia do Envelhecimento
(LABEN) sob responsabilidade da Profa. Dra. Marcia Regina Cominetti. As células da
linhagem tumoral de mama humano triplo negativa MDA-MB-231, foram cultivadas em meio
de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) contendo penicilina (100 Ul/ml),
estreptomicina (100 mg/ml) e L-glutamina (2 mM) e adicionado 10% de soro fetal bovino
(FBS). As células tumorais de mama humano da linhagem MCF-7, foram cultivadas em meio
de cultura RPMI adicionado 10% FBS. As celulas ndo tumorais de mama humano da
linhagem MCF-10A, foram cultivadas em meio DMEM/F12, adicionado de 5% de soro de
cavalo, fator de crescimento epidermal humano (EGF) (20ng/ml), hidrocortisona (0.5ug/ml),
insulina (10ug/ml) e 1% de penicilina/estreptomicina.

As linhagens celulares foram mantidas em um incubador umido com 5% de
CO, 95% de O, a 37°C para serem utilizadas nos ensaios ou cultivadas em garrafas de cultura.
As passagens celulares foram realizadas por tripsinizacdo das células, que ocorre por
incubacdo com 1ml de solucdo de tripsina em estufa itmida com 5% de CO, e 95% de O, a
37°C durante 5 minutos. A reacdo foi parada com a adi¢cdo de 1ml de meio de cultura e por
centrifugacdo a 1000 rpm por 5 minutos. As células foram homogeneizadas em meio de
cultura e utilizadas para a finalidade desejada.

3.2.2 Proliferacao celular

Para avaliar a citotoxicidade e os efeitos dos complexos estudados sobre a
proliferacdo das células tumorais de mama MDA-MB-231 e MCF-7 e ndo tumoral de mama
MCF-10A, foi utilizado o reagente 3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) conforme descrito anteriormente (MOSMANN, 1983). A reducéo do MTT €
um método colorimétrico rapido, frequentemente utilizado para medir proliferacdo celular e
citotoxicidade. Neste ensaio 0 MTT e acumulado pelas células por endocitose e a reducéo do
anel tetrazdlico deste sal resulta na formacéao de cristais de formazan de coloracdo violeta que
se acumula em compartimentos endossomais, sendo transportado para fora das células por
exocitose (RISS et al., 2004).

Para 0 ensaio, as células foram preparadas na concentracio de 1x10*
células/200pul em meio apropriado e plaqueadas em placas de 96 pocos estéreis. Estas foram
mantidas a 37°C e 5% CO; por 24 horas em incubador imido de cultura de células. No dia

seguinte, 0 meio de cultura foi retirado dos pocos e diferentes concentragdes dos complexos
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(1), (2), (3) e (4) foram adicionadas aos pocos. As células foram incubadas por 24 horas nas
mesmas condic¢Oes descritas acima e a medida da proliferacdo celular foi realizada em
comparagdo aos pogos sem tratamento, apenas com meio de cultura. Apés o tempo de
incubacdo, o meio de cultura de cada pogo foi retirado e uma solucdo contendo MTT
(Img/ml) foi adicionada (100ul/pogo). As placas foram entdo mantidas durante 4 horas a
37°C e em seguida, os cristais formados foram diluidos em DMSO. A leitura da absorbancia
foi realizada em leitor de microplaca (Labtech LT4000) em comprimento de onda de 540nm.
O controle positivo utilizado nesse experimento foi a cisplatina, uma molécula com atividade
antitumoral (MUNCHAUSEN, 1974). A determinacéo do ICsy (concentragdo que inibe 50%
da proliferacéo celular) dos complexos foi determinada a partir de uma curva de concentragao

utilizando o software GraphPad Prism®.

3.2.3 Morfologia Celular

Para analisar a capacidade dos complexos em modificar a morfologia das
células tumorais de mama das linhagens MDA-MB-231 e MCF-7, e ndo tumorais de mama
MCF-10A, as mesmas foram plaqueadas (1x10° células/poco) em placas de 12 pocos e
mantidas a 37°C e 5% CO, por 24 horas em estufa de cultura de células. Apos 24 horas, 0
meio de cultura foi retirado dos pocos e diferentes concentra¢fes dos complexos (1), (2), (3) e
(4) foram adicionadas. As células foram incubadas por 2 e 24 horas nas mesmas condicGes
descritas acima e imagens foram capturadas com o auxilio de um microscépio invertido
(Nikon Eclipse TS 100) acoplado a uma camera fotografica (Moticam 1000 — 1.3Megapixels

Live Resolution) em quatro campos diferentes por po¢o no aumento de 100X.

3.2.4 Formagéo de Colbnias

Para avaliar a capacidade do complexo (4) em inibir a formagdo de col6nias
e/ou diminuir o tamanho das col6nias as células tumorais da linhagem MDA-MB-231 foram
plaqueadas (3x10?) em placas de Petri de 6cm e incubadas a 37°C e 5% CO, por 24 horas em
estufa de cultura de células. Apds o periodo, foram adicionadas as concentragdes de 2,5, 5, 10
e 20uM do complexo (4) e as células foram mantidas nas mesmas condi¢Ges descritas
anteriormente por um periodo de 2 horas. Ap6s o periodo, o meio foi removido, as células
lavadas delicadamente com tampdo fosfato salina (PBS) e posteriormente foi adicionado o
meio de cultura com 10% de FBS. As células foram novamente incubadas na mesma condi¢éo
por 10 dias. Apds a incubacdo, o sobrenadante foi descartado e as células fixadas com uma

solucdo de metanol e &cido acético (3:1) durante cinco minutos e em seguida, coradas com
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uma solucéo de metanol e cristal violeta a 5% por 30 minutos. O numero de col6nias e seu

tamanho foram medidos com auxilio do software Image J.

3.2.5 Migracao celular — Wound Healing

O ensaio de wound healing é muito utilizado para o estudo das caracteristicas
da migracdo celular, assim como para a validacdo de moléculas que podem interferir no
processo migratério (YARROW et al., 2004). Células da linhagem MDA-MB-231 (1x10°)
foram semeadas em placas de 12 pocos e incubadas em estufa tmida com 5% de CO, a 37°C
até a cultura atingir 100% de confluéncia. Em seguida, com o auxilio de uma ponteira de
100pl e de uma régua, foi feita uma risca no centro de cada po¢o. Cuidadosamente, cada pogo
foi lavado com PBS para remover fragmentos celulares e células desaderidas da area riscada.
Entdo, as células foram tratadas com as concentracfes de 5, 10 e 20uM do complexo (4),
exceto os controles que receberam meio fresco somente. Imagens foram capturadas nos
tempos de 24 e 48 horas com o auxilio de um microscopio invertido (Nikon Eclipse TS 100)
acoplado a uma camera fotografica (Moticam 1000 — 1.3Megapixels Live Resolution) em dois
campos diferentes por poco. A area de fechamento da risca pela migracdo celular foi medida
através do software ImageJ e a porcentagem de fechamento foi calculada utilizando a seguinte
equacdo descrita por (YUE et al.,, 2010). Onde, A: = on € a medida da &rea da risca
imediatamente ap0s sua realizacdo e A;-an € @ medida da area da risca apds 24 ou 48 horas de

incubacdo com o complexo (4).

(At=on — A¢=an)
(At=on)

% de fechamento = x(100)

3.2.6 Migracao Celular- Camara de Boyden

O efeito do complexo (4) sobre a migracdo das células também foi avaliado
pelo ensaio de cdmara de Boyden. Neste ensaio foram utilizados insertos com membranas de
polietileno tereftalato microporosas de 8um (BD Biosciences), em placas de 24 pogos. As
células da linhagem tumoral de MDA-MB-231 foram entdo semeadas dentro dos insertos
0,5x10° em 350p1 de meio sem adicdo de FBS e adicionado as concentracdes de 5, 10 e 20uM
do complexo (4). Nos pocos da placa onde foram mergulhados os insertos, foi adicionado
750ul de meio de cultura com de 10% de FBS, o qual agira como quimioatraente indutor da

migracdo. O controle positivo foi feito sem adicdo do complexo e com FBS como
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quimioatraente e controle negativo ndo foi adicionado o complexo e o FBS. As placas com os
insertos foram incubadas por 22 horas a 37°C, 5% CO, e em seguida, as células que nédo
migraram foram removidas do interior do inserto com auxilio de hastes flexiveis de algodao.
As células que penetraram pelos poros e migraram foram fixadas em metanol (100%) e em
seguida coradas com uma solucéao de azul de toluidina (1%) diluido em borato de sédio (1%).
A membrana do inserto foi recortada e montada em uma lamina histoldgica com auxilio de
6leo de imersdo. Com auxilio de um microscépio invertido (Nikon Eclipse TS100) foi

realizado a contagem manual das células que migraram pelos microporos da membrana.

3.2.7 Invasdo em Matrigel

Para avaliar a capacidade do complexo (4) em inibir a invasdo das células
tumorais de mama da linhagem MDA-MB-231, foram utilizados insertos com membranas
microporosas de 8um pré-tratados com matrigel (material que simula a matriz extracelular) do
kit BioCoat Matrigel Invasion Chambers (BD Biosciences), em placas de 24 pocos. Os
insertos foram previamente hidratados com meio DMEM sem adi¢do de FBS por 2 horas em
ambiente tmido a 37°C. Posteriormente células da linhagem MDA-MB-231 (0,5x10°) foram
plaqueadas dentro dos insertos em meio livre de FBS e adicionado concentracdes de 5, 10 e
20puM do complexo (4). O meio DMEM 10% de FBS foi adicionado aos pogos da placa onde
foram mergulhados os insertos. O FBS ir4 atuar como quimioatraente para invasdo das células
tumorais. O controle positivo foi feito sem adicdo do complexo e com adicdo do FBS
(quimioatraente) o negativo sem adicdo do complexo e sem adicdo de FBS. As placas foram
mantidas em incubadora umida com 5% de CO, a 37°C por 22 horas. Em seguida, as células
que ndo invadiram pela matrigel no interior do inserto foram removidas com o auxilio de
hastes flexiveis de algoddo. 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 solucdo de 1% de azul de toluidina A membrana do inserto foi
recortada e montada em uma lamina histologica com auxilio de 6leo de imersdo. Com o
auxilio de um microscopio invertido (Nikon Eclipse TS100) foi realizado a contagem manual
das células que invadiram a matrigel e atravessaram os poros da membrana.
3.2.8 Ensaio de Adeséo Celular

Para analisar a capacidade do complexo (4) em inibir a adesd@o das células da
linhagem MDA-MB-231 a quatro proteinas de adesdo presentes na matriz extracelular
(colégeno tipo I, fibronectina, laminina e vitronectina), foram utilizadas placas de 96 pogos,

preparadas com solucdo de 1ug/poco de vitronectina, 0,3 pg/poco de laminina ou
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fibronectina, imobilizadas em tampéo de adesdo (20mM HEPES, 1mM de MgSO,4, 5mM de
KCI e 150nM de NaCl em pH 7,35 e entdo adicionado 1mM de MnCl; ) overnight a 4°C. A
solucdo de 10pug de colageno tipo | foi imobilizada em uma solucdo de acido aceético (0,1%)
overnigth a 4°C. O bloqueio dos pocos foi realizado com o tampéo de adesdo contendo 1% de
albumina de soro bovino (BSA) por 1 hora e em seguida, os pocos foram lavados com 100pl
de tampéo de adesdo. Ap0s a preparacdo das placas com as solugdes contendo as proteinas de
adesdo, as células da linhagem MDA-MB-231 (5x10%) foram incubadas em microtubos com o
complexo (4) nas concentracdes de 5, 10, 20 e 40uM, por 30 minutos em estufa imida com
5% de CO, a 37°C e entdo semeadas nas placas previamente tratadas e incubadas nas mesmas
condigbes por mais 1 hora. Em seguida as células ndo aderidas foram removidas
cuidadosamente através de lavagem com 100ul de meio de cultura sem soro e as células
aderidas fixadas com 100ul de etanol 70% por 10 minutos. Apos a fixacdo as células foram
coradas com cristal violeta 0,5% por 20 minutos e 0 excesso de corante foi removido por
lavagem com PBS. As células coradas foram diluidas em 100ul de solucéo de 1% de dodecil
sulfato de sodio (SDS) por 30 minutos e a leitura das placas foi realizada em leitora de

microplacas (Labtech LT4000) a 595nm de comprimento de onda.

3.2.9 Zimografia

A técnica de zimografia é utilizada para verificar a presenca de
metaloproteinases de matriz (MMPs) em gel de poliacrilamida a 10% com adicao de gelatina.
Células da linhagem MDA-MB-231 (1x10°) foram plaqueadas em placas de 12 pocos e
incubadas em estufa imida com 5% de CO, a 37°C até a cultura atingir 100% de confluéncia.
Em seguida, com o auxilio de uma pipeta e ponteira de 200ul, além de uma régua esterilizada,
foi feita uma risca vertical no centro de cada po¢o. Imediatamente as células foram tratadas
com as concentracdes de 2,5, 5, 10 e 20 uM do complexo (4) em meio sem soro. As células
foram incubadas a 37°C e 5% CO; por 24 horas. Apos o tempo de incubacéo, o sobrenadante
foi removido e centrifugado a 1000rpm para a remogdo de possiveis células ou restos
celulares. Com auxilio do kit BCA® (Thermo) foi realizada a quantificacdo proteica para que
a mesma quantidade de proteina pudesse ser aplicada em gel de SDS-PAGE 10%. Em cada
pogo foi adicionado 30ug de proteina. 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 solucdo de lavagem contendo 2,5% triton-x e em seguida incubado por 22 horas
em tampéo de incubacdo (50mM tris, 5mM CaCl,, 0,02% NaNs3 e 10mM ZnCl,) a 37°C.

Apbs a incubacdo o gel foi corado com corante comassie blue e em seguida utilizou-se
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solucdo descorante (10% &cido acético, 40% metanol e 80% agua) para visualizacdo das
bandas. Uma imagem do gel foi registrada com o auxilio do aparelho ChemiDoc (BioRad) e a

quantificacdo das bandas foi realizada com o software Image Lab.

3.2.10 Ensaio de Apoptose com Anexina V por Citometria de Fluxo

A apoptose possui papel importante e critico no desenvolvimento e homeostase
em tecidos normais. E também um mecanismo de defesa, ativado sempre que ocorre uma
invasdo por agentes patogénicos, ou quando hd uma lesdo ao DNA da célula. A atividade
apoptética do complexo (4) sobre a linhagem tumoral de mama MDA-MB-231 e ndo tumoral
de mama MCF-10A foi analisada por citometria de fluxo utilizando o kit PE - Annexin V
Apoptosis Detection Kit (BD Biosciences). As células foram plaqueadas (1x10°) em placas de
12 pocos e incubadas a 37°C e 5% CO; por 24 horas. Em seguida foram tratadas com as
concentragdes de 5, 10, 20, 40 e 80uM do complexo (4), exceto os controles, por 3 horas.
Logo em seguida a placa foi centrifugada a 2000rpm por 5 minutos a 4°C, os pocos lavados
com PBS e adicionado 400ul de tampdo de ligacdo, proveniente do kit e diluido 1X. As
células foram incubadas com 10ul de 7AAD e 10ul PE Anexina V por 15 minutos ao abrigo
da luz e ap6s o tempo de incubacdo foi removido o sobrenadante e adicionado aos pogos
400ul tampdo de ligagdo. As células foram entdo removidas dos pogos com auxilio de um cell
scraper e transferidas para tubos de citometria. As amostras foram analisadas no citémetro

BD Accuri C6 e a fluorescéncia quantificada através do software CSampler.

3.2.11 Ensaio de fragmentacdo Nuclear

Para verificar se o complexo (4) induz a fragmentacdo nuclear, processo que
ocorre durante a apoptose celular, as células tumorais de mama MDA-MB-231 foram
plaqueadas (1x10°células/pogo) em placas de 12 pocos e incubadas a 37°C e 5% COz por 24
horas em estufa de cultura de células. Apés a incubacdo, as células foram tratadas com
diferentes concentracdes 20, 40, 60 e 70uM do complexo (4), durante 2 horas. Entdo, as
células foram lavadas com PBS e, em seguida, fixadas com metanol durante 10 minutos.
Depois de fixadas, as células foram coradas com 1ug/ml de 4',6- diamidino-2-phenylindole
Dihydrochloride (DAPI) (Life Technologies), diluido em meio de cultura sem soro por 10
minutos e lavadas 3 vezes com PBS. As imagens foram capturadas com auxilio do
microscopio automatizado ImageXpress® Micro XLS System (Molecular Devices). A
estaurosporina (0,5uM) foi utilizada como controle positivo de condensagdo nuclear

(GODARD et al.,, 1999) por 5 horas. Nucleos normais foram identificados como néao
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condensados, nucleos com cromatina dispersa e nlcleos apoptéticos foram identificados como

possuindo a cromatina condensada ou ndcleos fragmentados (ZOU et al., 2012).

3.2.12 Marcacdo do citoesqueleto

Para examinar os efeitos do complexo (4) sobre a organizacao do citoesqueleto
em células tumorais de mama da linhagem MDA-MB-231, foi utilizado o marcador Alexa
488 Fluor® Phalloidin especifico para fibras F-actina. As células MDA-MB-231 foram
plaqueadas (5x10* células/100pL) em placas de 96 pocos e mantidas a 37°C, 5% de CO,
durante 24 horas. No dia seguinte, as células foram tratadas com 10, 20 e 40uM do complexo
(4) e incubadas por 30 minutos. Em seguida, as células foram lavadas com PBS, fixadas com
3,7% de paraformaldeido em PBS durante 30 minutos e permeabilizadas com 0,1% de
TritonX-100 em PBS durante 5 minutos a temperatura ambiente. Apés esta etapa, foi feita a
lavagem dos pocos com PBS e adicionou-se 2% de BSA durante 30 minutos. Apos a lavagem
com PBS, foi adicionado o marcador Alexa 488 Fluor® Phalloidin durante 20 minutos. Em
seguida, as células foram lavadas 3 vezes com PBS e coradas com DAPI para marcagdo
nuclear durante 10 minutos. As células foram lavadas novamente com PBS e imagens foram
capturadas em microscopio automatizado ImageXpress® Micro System XLS (Molecular
Devices).

3.2.13 PCR em tempo real

A regulacdo da apoptose é mediada pela atividade integrada de varias vias de
sinalizacdo, algumas atuam para induzir a morte e outras para promover a sobrevivéncia
celular (DANIAL; KORSMEYER, 2004). A expressdo de genes relacionados a apoptose foi
verificada por PCR em tempo real. Para extracdo do RNA, as células (1x10° células/placa)
foram semeadas em placas de Petri de 6¢cm e incubadas a 37°C e 5% CO, por 24 horas. Apés
a incubacéo, as celulas foram tratadas com as concentra¢fes de 20 e 40uM do complexo (4)
durante 3 horas e mantidas nas mesmas condi¢cfes descritas anteriormente. Apds este periodo,
as células foram lisadas com 1ml de Trizol® (Invitrogen), conforme as instrucbes do
fabricante e transferidas para microtubos. Em seguida foram adicionados 200ul de
cloroférmio e os microtubos foram homogeneizados por inversdo e deixados no gelo por 2
minutos seguindo-se de centrifugacdo durante 15 minutos a 12.000rpm a 4°C. Este
procedimento resultou em trés fases: a fase aquosa onde estda 0 RNA, a interface que contém
as proteinas e por fim a fase com fenol/cloroférmio. Apds a transferéncia da fase aquosa para
um novo microtubo, foram adicionados 500ul de alcool isopropilico para precipitacdo do
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RNA. Em seguida os microtubos foram incubados por 10 minutos no gelo e apés a incubagdo
foram centrifugados por 10 minutos a 12.000 rpm a 4°C. O RNA foi entdo lavado com 1ml
de etanol 75% e em seguida centrifugado por 10 minutos a 12.000rpm a 4°C. Apoés a
centrifugacdo foi descartado o alcool e os tubos foram colocados em capela para evaporacao
do alcool. Apos a evaporacdo completa do &lcool o RNA foi dissolvido em 20ul de &gua
ultrapura. Em seguida, as amostras de RNA foram entdo tratadas com DNase (Promega) para
eliminar qualquer DNA contaminante e ap0s o tratamento o material foi estocado em -80°C.
A concentracdo e o grau de pureza do material foram estimados em espectrofotometro
Nanodrop (Thermo Scientific) e o grau de pureza foi avaliado de acordo com a relacéo
260/280. O RNA total (1,5pg) foi reversamente transcrito em cDNA pelo uso do kit Enhanced
Avian First Strand Synthesis (Sigma Aldrich). O cDNA foi estocado a -20°C até 0 momento
do uso. Para reacdo de PCR em tempo real foram utilizados 12,5ul de SYBR® Green (Sigma
Aldrich), 1pl de cada primer (500nM), 10ul de agua e 0,5ul de cDNA. Os primers utilizados
para amplificacdo dos genes relacionados a apoptose estdo descritos na tabela 1. As condicbes
da PCR foram ajustadas para cada par de primer, dependendo de sua temperatura de melting
usando o equipamento CFX96 Touch™ Deep Well Real-Time PCR Detection System (Bio-
Rad). Apo6s a amplificacdo, analises da curva de melting foram realizadas entre 72- 95°C por
monitoramento da fluorescéncia associada ao aumento da temperatura. Produtos especificos
foram determinados como picos Unicos em suas curvas de melting. O nivel comparativo de
expressdo de cada condicéo foi calculado como 2-2“* (método do AACt1), aonde AACt = ACt
amostra - ACt controle. Os valores de Ct das amostras e dos controles
foram normalizados pela quantidade de B-actina (ACt do controle ou amostra = Ct do controle
ou amostra — Ct B-actina do controle ou amostra). Os primers Bax (NM_001291428.1) e Bcl-2
(NM_000633.2) foram desenhados e testados com auxilio do programa Generunner (versao
5.0.63 Beta), com excec¢édo do primer da Caspase-3 (NM_004346.3) (TSUBOY et al., 2014).

Tabela 1 - Primers utilizados nas rea¢des de PCR em tempo real.

Primer Forward Primer Reverse
Casp3* 5’GTG CTA CAA TGC CCC TGG AT3’ 5’GCC CAT TCA TTT ATT GCT TTC C3’
Bax 5’CAT CCA GGA TCG AGC AGG3’ 5’CGA TGC GCT TGA GAC ACT C3
Bcl-2  5°GGT GGG AGG GAG GAA GAA T3’ 5’GCA GAG GCA TCA CAT CGA C3°

p-actina = 5’GAC GGC CAG GTC ATC ACC ATT G3°  5’AGC ACT GTG TTG GCG TAC AGG 3’
*CASP3 = Caspase-3;
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3.3 Anélise estatistica

Cada experimento foi realizado em triplicata, independentemente, e repetido
trés vezes para garantir a confiabilidade dos dados. Os dados foram calculados com auxilio do
programa Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft Corp., Estados Unidos) e entéo
comparados por de analise de variancia One-way (ANOVA), seguida pelo pos teste de Tukey,

com o auxilio do software de estatistica GraphPad Prism® (verséo 6.0).
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4. RESULTADOS
4.1 Ensaio de Morfologia Celular.

Para investigar as mudancas morfologicas que os complexos (1-4) podem
promover nas células, as linhagens tumorais de mama MDA-MB-231 e MCF-7 e a linhagem
ndo tumoral de mama MCF-10A, foram tratadas com as concentragdes de 12,5, 25, 50 e
100uM e capturadas imagens atraves de uma camera acoplada ao microscopio de luz para
analise das imagens nos tempos de 2 e 24 horas.

Figura 7 - Efeito do complexo (1) na morfologia das células tumorais de mama MDA-MB-231, MCF-7 e ndo
tumorais de mama MCF-10A. O experimento foi realizado em triplicata. As imagens correspondem a uma das
triplicatas representativas (100X) de cada linhagem celular e as setas representam as alteragdes morfologicas
promovidas pelo complexo (1).

MDA-MB-231 MCEF-7 MCF-10A
24h

Controle

Complexo 1 (uM)

100

De acordo com os resultados o complexo (1) ndo alterou a morfologia das
células das linhagens MDA-MB-231 e MCF-7 em nenhuma das concentracdes e tempos de
incubacdo testados. Ja na linhagem MCF-10A, nas concentragdes de 25, 50 e 100uM no
tempo de 24 horas, podemos observar uma diminuigdo da densidade celular comparado aos
controles sem tratamento (Figura 7).
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Figura 8 - Efeito do complexo (2) na morfologia das células tumorais de mama MDA-MB-231, MCF - 7 e
ndo tumorais de mama MCF-10A. O experimento foi realizado em triplicata. As imagens correspondem a
uma das triplicatas representativas (100X) de cada linhagem celular e as setas representam as alteracGes
morfoldgicas promovidas pelo complexo (2).

MCF-10A

Controle @

Complexo 2 (uM)

As celulas da linhagem MDA-MB-231 quando tratadas com o complexo (2)
nas concentragdes de 50 e 100pM no tempo de incubag&o de 24 horas, tiveram sua morfologia
alterada, onde podemos observar as células em formato circular e parcialmente desaderidas.
Na linhagem MCF-7, podemos observar no tempo de 24 horas na concentracdo de 100uM
uma diminuicdo da densidade celular. J& na linhagem MCF-10A, podemos notar na
concentra¢do de 100puM no tempo de incubacdo de 24 horas as células em formato circular,

quase que totalmente desaderidas e restos celulares (Figura 8).
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Figura 9 - Efeito do complexo (3) na morfologia das células tumorais de mama MDA-MB-231, MCF - 7 e
ndo tumorais de mama MCF-10A. O experimento foi realizado em triplicata. As imagens correspondem a
uma das triplicatas representativas (100X) de cada linhagem celular e as setas indicam as alteracGes
morfologicas promovidas pelo complexo (3).

MDA-MB-231 MCF-7 MCF-10A

Complexo 3 (uM)

100

O tratamento das células das linhagens MDA-MB-231 ¢ MCF-7 com o
complexo (3) ndo alterou a morfologia das células em nenhuma das concentra¢fes e tempos
de incubacdo testados. Ja na linhagem MCF-10A, podemos observar nas concentragdes de

50puM e 100puM no tempo de incubacdo de 24 horas uma diminui¢do da densidade celular

(Figura 9).
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Figura 10 - Efeito do complexo (4) na morfologia das células tumorais de mama MDA-MB-231, MCF - 7 e
ndo tumorais de mama MCF-10A. O experimento foi realizado em triplicata. As imagens correspondem a
uma das triplicatas representativas (100X) de cada linhagem celular e as setas representam as alteracdes
morfolégicas promovidas pelo complexo (4).
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O complexo (4) promoveu grandes alteracbes morfolégicas nas linhagens
MDA-MB-231 e MCF-10A nas concentracdes de 50 e 100uM em todos os tempos de
incubacdo testados, onde podemos observar uma diminuicdo da densidade celular, células
desaderidas e em formato circular. J& na linhagem MCF-7 o complexo (4) nédo alterou a
morfologia das células em nenhuma das concentragdes e tempos de incubagdo testados
(Figura 10).

4.2 Ensaio de Proliferagdo Celular.

No presente trabalho, os efeitos citotoxicos e antiproliferativos dos complexos
de ruténio em trés linhagens de mama humano, MDA-MB-231 e MCF-7 linhagens tumorais
de mama e MCF-10A nédo tumoral de mama, foram analisados pelo ensaio de MTT. Para
investigar os efeitos citotoxicos e antiproliferativos dos complexos de ruténio, células
tumorais de mama MDA-MB-231 e MCF-7 e ndo tumoral mama de MCF-10A, foram
tratadas com diferentes concentracbes dos complexos (1-4), incubadas por 24 horas e a

analise foi realizada pelo método de MTT.
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Figura 11 - Efeito dos complexos (1-4) na proliferacdo celular das linhagens MDA-MB-231, MCF-10A e
MCF-7, ap0s 24 horas de incubacao. O experimento foi realizado em triplicata. Grafico do 1Cs, complexo (1)
(A). Gréafico do ICsy complexo (2) (B). Gréafico do ICsy complexo (3) (C). Gréafico do 1Cs, complexo (4) (D).
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Tabela 2 - Valores de I1Csy dos complexos (1-4) nas linhagens MDA-MB-231, MCF7 e MCF-10A.

Tabela 1Csp (ULM) 24 horas
Complexos MDA-MB-231 MCF-10A MCF-7
[Ru(SO.) (dppb)(bipy)] (1) >200 42.75 + 5.02 >200
[Ru(CO3) (dppb)(bipy)] (2) 52.74 + 0.62 31.46 + 1.06 >200
[Ru(C20.,)(dppb)(bipy)] (3) >200 42.18 + 2.37 >200
[Ru(CH5CO,)(dppb)(bipy)]PFs (4) | 31.16 + 0.04 48.89 + 0.09 >200

Como podemos observar na tabela 1, a inibicdo da proliferacdo dos complexos

foi diversificada sobre as linhagens testadas. Os complexos (1) e (3) ndo inibiram a

proliferacdo das células tumorais de mama MDA-MB-231 e MCF-7, apresentando 1Csq >

200uM. J& para a linhagem ndo tumoral de mama MCF-10A, os complexos (1) e (3) foram

capazes de inibir a proliferacdo dessas células com ICsy de 42,75 e 42,18uM, respectivamente

(Figura 11 A, C). Os complexos (2) e (4) também ndo inibiram a proliferacdo das células da

linhagem tumoral de mama MCF-7, apresentando ICsp > 200uM. Na linhagem tumoral de
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mama triplo negativa MDA-MB-231 o complexo (4) inibiu de forma mais eficaz a
proliferacdo dessas células com ICsq de 31,16UM quando comparado com o complexo (2) que
apresentou um ICso de 52,74uM. Ja na linhagem ndo tumoral de mama MCF-10A, ao
contrario do observado na linhagem MDA-MD-231, o complexo (4) apresentou um valor de
ICs0 maior 48,89uM em comparagdo com o complexo (3) com ICsy 31,46 M (Figura 11 B,
D).

De acordo com os resultados, ao analisar a atividade dos quatros complexos
testados, o composto (4) foi o complexo que apresentou maior citotoxicidade para a linhagem
de mama triplo negativa MDA-MB-231. E para a linhagem ndo tumoral de mama MCF-10A
em comparacdo com 0s outros complexos, o complexo (4) apresentou uma menor

citotoxidade, o que indica uma possivel seletividade para células tumorais.

4.3 Ensaio de formacao de colonias

O ensaio de formacdo de colnias € um ensaio in vitro de sobrevivéncia de
células com base na capacidade das células individuais crescerem em coldnias. E um ensaio
padrdo para determinar a morte celular reprodutiva ap6s tratamento com radiagéo ionizante ou
agentes quimioterapicos (BRASELMANN et al., 2015).
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Figura 12 - Efeito do complexo (4) sobre a formacdo de colonias em células tumorais de mama, da linhagem
MDA-MB-231. O experimento foi realizado em triplicata. A imagem corresponde a uma das triplicatas
representativa (A); Grafico de porcentagem do nimero de coldnias (B); Grafico do tamanho das colénias (C).
Os resultados foram comparados com os controles sem tratamento.
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Os resultados mostram que todas as concentracdes testadas 2,5, 5, 10 e 20uM
do complexo (4) inibiram significativamente o numero de colénias das células MDA-MB-231
quando comparado com o controle sem tratamento (figura 11B). Também podemos observar

que 0 mesmo acontece com o tamanho das colénias das células MDA-MB-231 (figura 12C).
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Na concentracdo de 20uM é possivel observar que houve a inibicdo total das col6nias (figura
11A). Podemos concluir que o complexo € capaz de inibir a formacdo de col6nias de células
tumorais da linhagem MDA-MB-231 e de diminuir também o tamanho dessas, agindo de

forma citotoxica e citostatica.

4.4 Ensaio de migracao celular — método Wound Healing

As células utilizam o processo de migracdo no organismo tanto em condic6es
fisioldgicas, bem como em situacGes patoldgicas. No processo metastatico as células tumorais
migram do tumor primério para o sistema circulatorio e se estabelecem em um novo local
(YAMAGUCHI; CONDEELIS, 2007). Para analisar o efeito do complexo (4) na migracao

das células MDA-MB-231 foi realizado o ensaio de wound healing.

Figura 13 - Efeito de diferentes concentracdes do complexo (4) na migracdo das células tumorais de
mama da linhagem MDA-MB-231. O ensaio foi realizado em triplicata. A imagem corresponde a uma
das triplicatas (A). Grafico da porcentagem de fechamento (B).
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Os resultados obtidos permitem observar que apds o tempo de incubacédo de 24
horas a concentracdo de 5uM ja é capaz de inibir em aproximadamente 20% o fechamento da
risca em comparacdo com o controle de células sem tratamento, 0 mesmo é observado no
tempo de 48 horas. Nas concentracfes de 10 e 20uM no tempo de incubacdo de 24 horas
podemos observar que houve uma maior inibicdo do fechamento da risca, em
aproximadamente 30% em relacdo ao controle. No tempo de incubacdo de 48 horas a
concentracdo de 20uM foi capaz de inibir o fechamento em aproximadamente 60% quando
comparado com o controle (Figura 13B). E importante ressaltar que as concentragdes
utilizadas neste ensaio, ndo foram capazes de alterar a morfologia e também ndo promoveram

nenhum efeito citotdxico para as células.

4.5 Ensaio de migracdo — camara de Boyden
A capacidade do complexo (4) de interferir na migracdo celular das células
tumorais de mama, da linhagem MDA-MB-231, também foi avaliada pelo ensaio de migracao

por camara de Boyden.

Figura 14 - Efeito do complexo (4) sobre a migragdo das células da linhagem MDA-MB-231 em cdmara de
Boyden. O experimento foi realizado em triplicata. O grafico apresenta a quantidade de células que
conseguiram migrar pelos poros do inserto apds o tempo de incubagdo de 22 horas com o complexo (4) (A).
A imagem corresponde a uma das triplicatas (B). Foram utilizados neste ensaio o controle + (sem tratamento
e com quimioatraente) e controle — (sem tratamento e sem quimioatraente).
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Podemos observar pelos resultados que todas as concentragOes inibiram a
migracdo das células da linhagem MDA-MB-231 (figura 14A). Esses resultados vao de
acordo com os resultados obtidos no ensaio de migracdo — wound healing, onde todas as

concentragcOes também foram capazes de inibir o fechamento da risca.

4.6 Ensaio de Zimografia

Nos processos de migracdo e invasdo celular é necessaria a degradacdo da
matriz extracelular. Essa degradacdo é mediada por metaloproteinases de matriz (MMP),
enzimas zinco-dependentes que possuem a capacidade de degradar compontes da matriz
extracelular como colageno, fibronectina, laminina, entre outros. As MMP apresentam
diversas classes, dentre elas as gelatinases (MMP2 e MMP9) conhecidas na literatura por
atuar na progressao tumoral (KESSENBROCK; PLAKS; WERB, 2010). Os efeitos causados
pela incubacdo das células MDA-MB-231 com complexo (4) sobre a atividade da MMP9
foram investigados através do ensaio de zimografia em gel de poliacrilamida 10% contendo

gelatina.

Figura 15 - Efeito do complexo (4) sobre a expressdo da MMP9 em células da linhagem MDA-MB-231.
Expressdo da MMP9 em gel de zimografia (A). Grafico da analise da atividade da MMP9 (B).

A B

Complexo 4 (uM)
5 10 20

MK(kDa) Controle 2,5

250 --
150 --

100 -
75 -

1509

*p< 0,001

-MMP9 1251

92kDa

1001
50 -

751
37--

501

Atividade da MMP 9
(% do controle)

251

0" T T
Controle 2.5 5 10 20
L 1

Complexo 4 (M)

Os resultados mostram que o complexo (4) nas concentracfes de 2,5, 5 e 10

UM ndo alterou a atividade da MMP9 na linhagem tumoral de mama MDA-MB-231. Ja a
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concentragdo de 20 UM foi capaz de inibir em 60% a atividade da MMP9 quando comparada
ao controle sem tratamento (figura 15B).

4.7 Ensaio de Invasao
Uma importante caracteristica do tumor metastatico é o poder de invaséo de
suas células em tecidos adjacentes. Este ensaio foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito

do complexo (4) na invasao das células tumorais de mama, da linhagem MDA-MB-231.

Figura 16 - Efeito do complexo (4) sobre a invaséo de células da linhagem tumoral de mama MDA-MB-231. O
experimento foi realizado em triplicata. O grafico apresenta a quantidade de células que conseguiram invadir a
matrigel e atravessar os poros do inserto apds o tempo de incubacdo de 22 horas com o complexo (4) (A). A
imagem corresponde a uma das triplicatas (B). Foram utilizados neste ensaio o controle + (sem tratamento e com
quimioatraente) e controle - (sem tratamento e sem quimioatraente).
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De acordo com os resultados o complexo (4) foi capaz de inibir a invasdo das
celulas MDA-MB-231 em todas as concentragdes testadas. Na concentracdo de 20uM a
inibicdo foi de aproximadamente 80% em comparacdo com o controle positivo, lembrando
que o controle positivo é constituido de células sem tratamento e também foi utilizado no
inferior do inserto meio de cultura com 10% FBS, como quimioatraente (figura 16A). E
importante ressaltar também que as concentragdes utilizadas neste ensaio, ndo alteraram a

morfologia e ndo foram citotoxicas para as células.
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4.8 Ensaio de Adesao Celular

As células interagem com a matriz extracelular em diversas etapas do processo
metastatico. Para penetrar na matriz extracelular as células tumorais devem se aderir a
componentes da matriz como colageno, fibronectina, laminina e vitronectina. Este ensaio foi
realizado com o objetivo de verificar o efeito do complexo (4) na adesdo das células MDA-
MB-231 a essas proteinas de adeséo.

Figura 17 - Efeito do complexo (4) sobre a adesdo das células da linhagem MDA-MB-231 a proteinas da matriz
extracelular: colageno, fibronectina, laminina e vitronectina. O experimento foi realizado em triplicata. Grafico
da % de adesdo ao colageno (A); Grafico % de adesdo a fibrinectina (B); Grafico% de adesdo a laminina (C).
Grafico % de adesdo a vitronectina (D). Os resultados foram comparados com os controles sem tratamento
(somente proteina de adesédo e células). Também foi utilizado um controle negativo de adesdo BSA.
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E possivel observar, a partir dos resultados, que o complexo (4) nas
concentracfes de 20 e 40uM inibiu aproximadamente 35% e 51% a adesdo das células da
linhagem MDA-MB-231 ao colageno tipo I, respectivamente (figura 17A). O complexo (4)
também inibiu a adesdo celular a fibronectina e laminina em todas as concentracfes testadas.
A concentracdo de 40uM inibiu em aproximadamente 65% a adesdo das células MDA-MB-
231 a fibronectina e laminina, comparado com o controle de células sem tratamento (Figura
17 B,C). O complexo (4) também foi capaz de inibir da adeséo celular a vitronectina em todas
das concentraces testadas, onde na concentracdo de 40uM do complexo (4) inibiu cerca de
70% a adesdo a essa proteina da matriz, quando comparado com o controle sem tratamento
(figura 17D). Neste ensaio foram utilizados dois controles, um sem tratamento (apenas a
proteina de adesdo e células) e um controle de BSA (proteina sem funcdo adesiva, aonde as
células plaqueadas nesse substrato ndo véao se aderir a ele). Também € importante ressaltar
que as células ficaram incubadas por 30 minutos com os complexos, e neste tempo as
concentracdes utilizadas ndo foram capazes de alterar a morfologia e também ndo foram

citotoxicas para as células.

4.9 - Marcacéao com faloidina

O citoesqueleto fornece a infraestrutura bésica para a manutencdo da
motilidade celular. Existem trés tipos de proteinas do citoesqueleto: microtibulos, filamentos
intermediarios e os filamentos de actina (também chamados de microfilamentos). Os
filamentos de actina do citoesqueleto sdo responsaveis por regular a dindmica da motilidade
celular em ceélulas tumorais de mama (JIANG; ENOMOTO; TAKAHASHI, 2009). Este
ensaio foi realizado com o objetivo de verificar os efeitos do complexo (4) sobre a
organizacdo do citoesqueleto de células tumorais de mama, da linhagem MDA-MB-231,

utilizando o marcador Alexa 488 Fluor® Phalloidin especifico para fibras F-actina.
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Figura 18 - Efeito de diferentes concentragcdes do complexo (4) sobre o citoesqueleto das células tumorais
de mama, da linhagem MDA-MB-231.
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Os resultados indicam que complexo (4) em todas as concentracdes testadas foi
capaz de alterar a estrutura do citosqueleto das células tumorais de mama, MDA-MB-231, em
comparacdo com o controle sem tratamento. Na concentracdo de 40puM podemos observar
uma diminuicdo marcante da densidade das fibras de actina do citoesqueleto, quando
comparado ao controle (figura 18). E possivel concluir, que a alteragio marcante na
organizacdo no citoesqueleto das células tumorais de mama MDA-MB-231, promovida pelo
complexo (4), pode estar relacionada com a inibicdo da adesdo dessas células a proteinas da
matriz extracelular, j& que o citoesqueleto possui diversas fungdes celulares e dentre elas a

promocao da adesdo célula-célula ou célula matriz.

4.10 Ensaio de Apoptose com Anexina V por Citometria de Fluxo

Apoptose possui papel importante e critico no desenvolvimento e homeostase
em tecidos normais. E também um mecanismo de defesa, ativado sempre que ocorre uma
invasdo por agentes patogénicos, ou quando ha uma lesdo ao DNA da célula (DANIAL;
KORSMEYER, 2004). A atividade apoptotica do complexo (4) sobre as células das linhagens
MDA-MB-231 e MCF-10A foi analisada por citometria de fluxo utilizando o kit PE Annexin
V Apoptosis Detection Kit (BD Biosciences).
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Figura 19 - Efeito do complexo (4) na inducédo da apoptose em células tumorais de mama MDA-MB-231 e
ndo tumorais de mama MCF-10A. Gréafico da andlise por citometria (a fluorescéncia de 7AAD ¢é detectada
no canal FL3-A e a fluorescéncia de PE-Anexina é detectada no canal FL2-A) (A). Gréafico da porcentagem
de células tumorais de mama MDA-MB-231 em apoptose. Grafico da porcentagem de células ndo tumorais

de mama MCF-10A em apoptose.
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Os resultados mostram que na linhagem tumoral de mama MDA-MB-231 a

porcentagem de células mortas por apoptose aumenta significativamente conforme

aumentamos a concentracdo do complexo (4). O aumento nas concentragdes de 40 e 80uM o

aumento € de aproximadamente 75% em relagcdo ao controle sem tratamento (figura 19C). Ja

na linhagem ndo tumoral de mama MCF-10A podemos observar que apenas nas

concentragdes de 40 e 80uM do complexo (4) houve um aumento significativo da

porcentagem de células em apoptose, cerca de 50% em 40uM e 75% em 80uM quando

comparado com o controle sem tratamento

(figura 19D). Neste ensaio foram utilizados dois

controles, um apenas de células sem tratamento e outro de camptotecina, um farmaco

antitumoral conhecido na literatura como indutor de apoptose (ZUNINO; PRATESI, 2004).
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4.11 Ensaio de Fragmentacgdo Nuclear

A fragmentacdo nuclear ¢ um marcador de apoptose. A coloracdo com o
corante fluorescente DAPI, marcador de DNA, foi utilizada para verificar a capacidade do
complexo (4) em promover alteracdes indicativas de apoptose nas células, como a

fragmentacdo dos nucleos.

Figura 20 - Efeito de diferentes concentracdes do complexo (4) sobre a fragmentacdo nuclear das células
tumorais de mama da linhagem MDA-MB-231. A imagem corresponde a uma das triplicatas. As setas brancas
nas imagens indicam as alteracBes no nicleo promovidas pelo complexo (4). Foi utilizado um controle sem
tratamento e um controle positivo com tratamento com estaurosporina
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E possivel observar, a partir dos resultados, que a incubagéo das células com o

complexo (4) nas concentracdes de 60 e 70pM por 2 horas, promoveu a formacao de corpos
apoptoticos, em comparacdo com o controle sem tratamento (figura 20). Neste experimento

também foi utilizado como controle positivo de fragmentacdo nuclear a estaurosporina.

4.12 PCR tempo real

A expressdo de trés genes relacionados a apoptose foi analisada apos a
incubacdo com o complexo (4) por 3 horas com células tumorais de mama da linhagem
MDA-MB- 231 por PCR em tempo real. Dois genes codificam para proteinas pré-apoptoticas

(Bax e Caspase-3) e um gene codifica para a proteina anti-apoptética (Bcl-2).
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Figura 21 - Efeitos do complexo (4) na expressdo génica de Bax, Caspase-3 e Bcl-2 nas células tumorais de
mama, da linhagem MDA-MB-231. Efeitos do complexo (4) na expressdo génica da Bax (A); Efeitos do
complexo (4) na expressdo génica da Caspase-3(B); Efeitos do complexo (4) na expressdo génica da Bcl-2 (C).
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Os resultados indicam que o complexo (4) na concentracdo de 40uM aumentou
a expressdo dos genes pré-apoptdticos Bax (figura 21A) e Caspase-3 (figura 21B). Ja a
expressdo de genes anti-apoptoticos Bcl-2 ndo foi alterada em nenhuma das concentracdes
testadas, em comparacdo com o controle sem tratamento (figura 21C). Nesse ensaio também

foi utilizado como controle a B-actina.
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5. DISCUSSAO

Medicamentos a base de platina sdo amplamente utilizados como farmacos
antitumorais apesar da sua aplicabilidade limitada, resisténcia adquirida e os efeitos colaterais
graves (DASARI; TCHOUNWOU, 2014). Nos ultimos anos, pesquisas com novos
complexos metélicos com atividade antitumoral tém sido uma alternativa cada vez mais
atraente para a substituicdo da platina no tratamento do cancer. Os complexos de ruténio séo
promissores candidatos para substituir a platina na quimioterapia. NAMI-A e KP-1019 séo os
unicos dois complexos ruténio que estdo em fase de testes clinicos e novos candidatos devem
surgir para que seus mecanismos de acdo sejam completamente compreendidos.

Neste estudo, foram descritos os efeitos de uma série de complexos de ruténio
com ligantes difosfina e bipiridina. O complexo (4) apresentou o menor ICsy sobre a
proliferacdo de células tumorais de mama triplo negativa MDA-MB-231 e foi selecionado
para ser investigado seu potencial antitumoral e antimetastatico nesta mesma linhagem de
celulas. Wu e colaboradores descreveram que o complexo de ruténio(ll) com ligante areno,
inibe mais eficazmente a proliferacdo de células MDA-MB-231 (ICso de 20,8uM) em
comparagdo com células ndo tumorais de mama MCF-10A (ICso> 300uM) e células normais
de rim humano HK2 (ICsp 110,3uM). Esses resultados indicam especificidade dos complexos
para as células tumorais, em comparacdo com células normais (WU et al., 2014). Em outro
estudo, também foi avaliado o potencial antitumoral de complexos de ruténio(ll) polipiridil
combinados com derivados de antraceno em linhagens de células de hepatoma humano (Bel-
7402), adenomarcinoma de pulmao (A549), osteossarcoma (MG-63) e na linhagem tumoral
de mama (SKBR-3). De acordo com os resultados os complexos mostraram-se eficazes em
inibir a proliferagdo de células de todas as linhagens testadas, porém foram mais ativos na
linhagem tumoral de mama SKBR-3 em comparagdo com as outras linhagens (XU et al.,
2014).

O processo metastatico € descrito como uma cascata de eventos em que as
células normais sdo transformadas em células tumorais devido a mutagcGes nos genes que
regulam vias importantes, produzindo um desequilibrio entre a proliferacdo e a morte celular.
Interacbes das células tumorais com o microambiente estromal e proteinas da matriz
extracelular contribuem para a formagdo de novos vasos sanguineos e linfaticos. Essas
interacdes facilitam a migracdo e invasdo das células tumorais para os tecidos circundantes,
intravasamento através dos vasos recém-formados e disseminagdo para outros tecidos, para
formar os tumores secundarios (QUAIL; JOYCE, 2013). O complexo (4) foi capaz de inibir a

migracao e invasao das celulas tumorais de mama MDA-MB-231 de um modo dependente da
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concentragdo. Os sobrenadantes do ensaio de wound healing foram testados por zimografia
para a secrecdo de MMP. As MMP tém potencial na degradacdo da matriz extracelular e
estdo correlacionadas com os estagios finais da invasdo tumoral e metéstase
(KESSENBROCK et al., 2010). Estes resultados sugerem que a inibicdo da invasao celular e
(4). Complexos de ruténio polipiridil também inibiram a migracdo celular e invasdo, atraves
da regulacéo negativa da expressdo de MMP-9 e a regulacdo positiva de TIMP-1 (inibidor de
metaloproteinases) em células MDA-MB-231 (CAO; ZHENG; CHEN, 2015). Em outro
estudo, os autores demonstraram que o complexo de ruténio (1) - picolinato de areno inibiram
a migracdo e invasdo em células de carcinoma cervical humano HeLa (GLIGORIJEVIC et al.,
2012). Bergamo et al., (2008) também demonstraram que o complexo organometalico de
ruténio(Rapta-t) promoveu uma reducdo na producdo e atividade de MMP9 pelo ensaio de
zimografia em células MDA-MB-231 (BERGAMO et al., 2008). Todos estes resultados
estdo de acordo com o0 nosso estudo, mostrando o potencial dos complexos de ruténio para
atuar nas diferentes etapas do processo metastéatico.

Neste estudo foi demonstrado que o complexo (4) inibe a adesdo de células
MDA-MB-231 a proteinas da matriz extracelular como colagénio do tipo I, fibronectina,
laminina e vitronectina. Os mecanismos envolvidos na presente inibicdo permanecem por ser
elucidados, no entanto, uma das hipdteses € que o complexo (4) pode atuar através da inibicao
da expressdo de moléculas de adesdo que medeiam a ligacdo de células MDA-MB-231 a
proteinas da matriz, tais como integrinas ou ainda ligar-se a estas integrinas, impedindo a
adesdo das células aos componentes da matriz testados (TAKADA; YE; SIMON, 2007).

O citoesqueleto é uma estrutura celular, com varias fun¢des, como organizacéo
de organelas citoplasmaticas e compartimentos intracelulares, segregacdo dos cromossomos
nos eventos de mitose e também é responsavel pela determinagdo da forma da célula e
promocdo da adesdo célula-célula ou célula-matriz, através de suas interagcbes com caderina e
integrinas, respectivamente (HALL, 2009; OLSON; SAHAI, 2009). Este estudo analisou a
acdo do complexo (4) sobre a estrutura do citoesqueleto das células MDA-MB-231 através de
um marcador especifico para F-actina e observamos que todas as concentragdes testadas
foram capazes de modificar a estrutura das fibras de F-actina do citoesqueleto. Esse resultado
sugere, portanto, que a inibicdo da migracdo, invasdo e adesdo, podem estar relacionadas
também com a capacidade do complexo (4) em modificar a estrutura do citoesqueleto. Sava e
colaboradores demonstraram que o complexo de ruténio NAMI-A modificou a estrutura da
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actina do citoesqueleto e ainda afetou a fungdo de integrinas e a adesdo de células HELA
(SAVA et al., 2004).

Finalmente, foi demonstrado neste trabalho que o complexo (4) induziu a
apoptose em células MDA-MB-231 de uma forma dependente da concentracdo. No entanto,
em células ndo tumorais de mama MCF-10A, este efeito foi atingido apenas em
concentragdes mais elevadas. Ao analisar a expressédo dos genes da Caspase-3, Bax e Bcl-2,
através de PCR em tempo real, observamos que o complexo (4) aumentou a expressdo dos
genes da Caspase-3 e Bax, que sdo genes pro-apoptéticos, porém ndo promoveu alteracfes na
expressdo do Bcl-2, um gene anti-apoptdtico. Também foi demonstrado que o complexo (4)
nas maiores concentracdes testadas, induziu a fragmentacdo nuclear das células MDA-MB-
231, uma modificacdo caracteristica de células em apoptose. Nhukeaw e colaboradores
realizaram um estudo com complexos de ruténio (II) — cloro e avaliaram a inducdo de
apoptose em trés linhagens de células tumorais de mama (MDA-MB-231, MCF-7 e
HCC1932). De acordo com os resultados os complexos de ruténio (I1)- cloro induziram de
forma mais significativa a apoptose de células da linhagem MDA-MB-231em comparagdo
com as outras linhagens celulares testadas HCC1937 e MCF-7 (NHUKEAW et al., 2014).
Outro estudo com complexos de ruténio (11) / 6smio-areno demonstrou que esses complexos
foram capazes de induzir a morte celular por apoptose em aproximadamente 72% em células
de carcinoma do célon da linhagem SW480 (MUHLGASSNER et al., 2012).



57

6. CONCLUSAO

O presente trabalho identificou a atividade antitumoral e antimetastatica de
novos complexos de ruténio, em células tumorais de mama.

O complexo (4) foi mais seletivo e eficaz para as células tumorais de mama
triplo negativas MDA-MB-231 e mostrou-se capaz de inibir a proliferagdo e modificar a
morfologia dessas células. Além disso, inibiu a formacgdo de coldnias e o tamanho das
coldnias em todas as concentracfes testadas, a migragdo, invasao e adesdo dessas células. O
complexo (4) também diminuiu a secrecdo de MMP9 nas maiores concentracfes testadas. A
inducdo da apoptose pelo complexo (4) foi confirmada pelo ensaio de apoptose e
fragmentacdo nuclear. Essa inducdo é decorrente do aumento da expressao dos genes pro-
apoptoticos Bax e Caspase-3 e diminuicdo da expressao do gene anti-apoptético Bcl-2. O
complexo (4) também foi capaz de modificar profundamente o citoesqueleto das células
MDA-MD-231.

Tomados em conjunto, os resultados mostram que o complexo de (4) possui
potencial antitumoral e antimetastatico para células tumorais de mama, podendo ser uma nova
alternativa de farmaco para o tratamento do céncer. Entretanto, mais estudos devem ser
realizados a fim de verificar seus efeitos na toxicidade e sua capacidade de inibir metastases,

em modelos animais in vivo.
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