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RESUMO

“COMPLEXOS DE RUTENIO (II) DE INTERESSE BIOLOGICO:
AVALIACAO IN VITRO E IN VIVO DO POTENCIAL
ANTITUMORAL E GENOTOXICO”

O presente trabalho avaliou complexos de ruténio (1) em ensaios bioldgicos in
vitro em células tumorais e ndo tumorais €, in vivo em camundongos machos
Swiss e C57BL/6, assim como foram avaliadas as interagdes com o DNA e a
BSA. Os compostos (1) [Ru(dppb)(SpyMe,-N,S),]; (2) [RuCl (SpyMe,-
N,S).NOJ; (3) [Ru(Pic),(dppb)];  (4) [Ru(Gly)(dppb)(4,4’-mebipy)]PFs; (5)
Ru(Gly)(dppb)(fen)]PFe; ~ (6)  [Ru(Tyr)(dppb)(4,4’-mebipy)]PFs;  (7)
[Ru(Tyr)(dppb)(fen)]PFs;  (8)  [Ru(Trp)(dppb)(fen)]PFs e (9) ct=
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs (onde, dppb = 1,4-bis(difenilfosfina)butano; pic =
picolinato; SpyMe, = 4,6-dimetil-2-mercaptopirimidina; 4,4’-mebipy = 4,4’-
Dimetil-2,2’-bipiridina; fen = fenantrolina; Gly = glicina; Tyr = tirosina; Trp =
triptofano; bipy = 2,2’-bipiridina) passaram por uma triagem na avaliacdo da
atividade citotoxica em diferentes linhagens celulares tumorais U251, Hela,
MCF7, HepG2, MO59J e B16F10, e, ndo tumoral V79 pelo método XTT. O
composto 9 foi selecionado para a avaliacdo das interagcbes com 0 DNA e BSA,
do potencial genotoxico in vitro (células V79 e HepG2) e in vivo (camundongos
Swiss), bem como para a avaliagdo do potencial antitumoral in vivo
(camundongos C57BL/6). Nos experimentos in vitro, o composto 9 foi avaliado
em diferentes concentra¢des nos experimentos de interacdes com o DNA, BSA e
de microndcleo in vitro. Nos experimentos in vivo, 0s animais foram tratados via
intraperitoneal em diferentes doses do composto 9 nos ensaios de micronucleo e
cometa, e por via subcutédnea no ensaio antitumoral. Para ambos os testes, in
vitro e in vivo, 0s grupos controles negativo (agua) e positivo (cisplatina ou
metilmetanosulfonato) foram incluidos. Os resultados de citotoxicidade in vitro
mostraram que as células tumorais HeLa e MCF7 foram sensiveis para a maior
parte dos compostos avaliados. Contudo, 0 composto 9 apresentou
citotoxicidade frente a todas as linhagens tumorais avaliadas, apresentando
baixos valores de ICsy. Nos experimentos de interacdo com o DNA e BSA, o
composto 9 apresentou interacdes fracas com o DNA e interagbes hidrofobicas
para a BSA. No ensaio de micronucleo in vitro, o composto 9 ndo foi genotdxico
em células V79, porém, em células tumorais HepG2 mostrou efeito genotdxico
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na concentragdo de 1,25 pmol L. No ensaio de micronicleo in vivo, o
composto 9 ndo foi genotoxico nas diferentes doses avaliadas. Em relacdo ao
ensaio cometa, os resultados mostraram aumento na frequéncia de danos no
DNA em hepatécitos, apenas na dose de 5,0 mg kg™ p.c. No ensaio antitumoral
in vivo, os animais tratados com 5,0 mg kg™ p.c. do composto 9, mostraram
significativa inibicdo do desenvolvimento tumoral em relacédo ao controle sem
tratamento. Nas analises histopatologicas, o composto 9 também mostrou
significativa inibicdo das mitoses em relacdo ao grupo controle. A maioria dos
compostos avaliados neste trabalho apresentou atividade citotoxica in vitro em
células tumorais, principalmente em células MCF7. O composto 9, apresentou
resultados promissores nos ensaios biolégicos in vitro e in vivo, sugerindo que
este composto pode ser potencial candidato a quimioterapico no tratamento do
cancer.
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ABSTRACT
"RUTHENIUM (II) COMPLEXES OF THE BIOLOGICAL
INTEREST: EVALUATION IN VITRO AND IN VIVO OF THE
ANTITUMORAL AND GENOTOXIC POTENTIAL"

This work evaluated ruthenium (1) complexes in biological assays in vitro on
tumor cells and non-tumor, and in vivo in male Swiss and C57BL/6 mice, as
well as the interactions with DNA and BSA were evaluated. The compounds (1)
[Ru(dppb)(SpyMez-N,S).]; (2) [RuCl (SpyMe2-N,S),NOJ; (3) [Ru(Pic):(dppb)];
(4) [Ru(Gly)(dppb)(4,4-mebipy)]PFs; (5) [Ru(Gly)(dppb)(phen)]PFe; (6)
[Ru(Tyr)(dppb)(4,4'-mebipy)]PFe; (7) [Ru(Tyr)(dppb)(phen)] PFg; (8) [Ru(Trp)
(dppb)(phen)]PFs and (9) ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy) JPFs (where, dppb = 1,4-bis
(diphenylphosphino) butane; pic = picolinate; SpyMe2 = 4,6-dimethyl-2-
mercaptopyrimidine, 4,4-mebipy = 4,4'-dimethyl-2, 2'-bipyridine; phen =
phenanthroline; Gly = glycine, Tyr = tyrosine, Trp = tryptophan; bipy = 2,2'-
bipyridine) underwent a screening evaluation of cytotoxic activity on different
tumor cell lines U251, HelLa, MCF7, HepG2 , MO59J and B16F10 and non
tumour V79, in different concentrations by XTT method. The compound 9 was
selected for the assessment of interactions with DNA and BSA, the genotoxic
potential in vitro (V79 and HepG2 cells), in vivo (Swiss mice), as well as to
evaluate the antitumor potential in vivo (C57BL/6 mice). In vitro experiments,
the compoud 9 was assessed at various concentrations in the tests of interactions
with DNA and BSA and micronucleus test. In vivo experiments, animals were
treated with different doses of the compound 9 by intraperitoneal route in the
micronucleus and comet assays, and subcutaneous route in the evaluating of the
antitumoral potential. The micronucleus test in bone marrow and comet in
hepatocytes were employed to study the potential genotoxic. For both assays, in
vitro and in vivo, groups negative controls (water) and positive (methyl
methanesulfonate and cisplatin) were included. The results of in vitro
cytotoxicity assays showed that the HeLa and MCF7 tumor cells were sensitive
to the majority of the complexes evaluated. However, the compound 9 showed
cytotoxicity against all tumor cell lines evaluated, with low ICsy values. In the
experiments of interaction with DNA and BSA, the compound 9 showed weak
interactions with DNA and hydrophobic interactions for BSA. The results
obtained in vitro micronucleus tests for complex 9 showed absence of
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genotoxicity in V79 cells and in HepG2 tumor cells showed up genotoxic at a
concentration of 1.25 umol L™ In experiments in vivo micronucleus, the
compound 9 was not genotoxic in different doses evaluated. Regarding the
comet assay, the results showed an increased frequency of DNA damage in
hepatocytes in a dose of 5.0 mg kg™ b.w. In vivo antitumor test, animals treated
with 5.0 mg kg™ b.w. of compound 9, showed significant inhibition of tumor
growth compared to untreated control. In the histopathological analysis, the
compound 9 also showed significant inhibition of mitosis in relation to the
control group. Most of the compounds evaluated in this study showed in vitro
cytotoxic activity on tumor cells, especially in MCF7 cells. The compound 9
showed promising results in biological in vitro and in vivo assays, suggesting
that this compound may be potential candidate for chemotherapy in cancer
treatment.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer

A origem da palavra cancer € creditada ao médico grego HipOcrates
(460-370 aC), que é considerado o "Pai da Medicina". Hipdcrates usou 0s
termos carcinos e carcinoma para descrever a forma ndo ulcerosa e a forma
ulcerosa de tumores. Em grego, essas palavras se referem a um caranguejo, mais
provavelmente aplicado a doenca devido as projecOes do espalhamento de um
cancer. O médico romano Celsus (28-50 aC) traduziu o termo grego para cancer
(de origem do Latim significando caranguejo). Galeno (130-200 dC), outro
médico romano, usou a palavra oncos (palavra grega que significa inchacgo) para
descrever tumores. Embora a analogia de caranguejo de Hipocrates e Celsus
ainda e usada para descrever os tumores malignos, o termo de Galeno é utilizado
atualmente como uma parte do nome para especialistas em cancer, oncologistas
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012).

Cancer é a designacdo dada ao conjunto de manifestagbes
patoldgicas que se caracteriza pela perda do controle da proliferacdo celular e
ganho de capacidade de invadir tecidos adjacentes, ou de sofrer metastases em
tecidos distantes (NOWELL, 1974; PONDER, 2001; STRATTON et al., 2009).
Cancer € o termo abrangente para o crescimento celular ndo contido. Em geral,
uma célula cancerosa ¢ uma célula somatica com acumulo de mutacbes em
diferentes genes que, coletivamente, causam a perda do controle da proliferacao
celular, levando a formacdo de uma massa de céelulas mutadas chamada de
neoplasia (em grego, nova formacéao), ou tumor. A velocidade das mutacGes é
afetada néo sé pela taxa de ocorréncia, como também pela eficiéncia da correcédo
dos erros por sistemas de reparo do DNA. Portanto, o cancer é considerado uma
doenca genética com influéncia ambiental. Embora poucos tipos de canceres
sejam hereditarios, a maioria dos tumores € causada por mutacdes somaticas
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acumuladas ao longo da vida, sejam fatores ambientais, exposi¢do ocupacional
e/ou produtos normais do metabolismo celular (ALEXANDROV et al., 2013;
PFEIFER, 2010; WEINBERG, 1996).

A formacgdo de tumores é chamada de tumorigénese. As células
cancerosas tornam-se mais resistentes aos sinais que normalmente inibem o
ciclo celular, onde sinais adicionais de crescimento sdo processados e
produzidos. Estes sinais adicionais sdo caracteristicas anormais do ciclo celular,
pois normalmente desencadeariam a apoptose (HEIJINK et al., 2013;
PODLAHA et al.,, 2012). A crescente massa celular (tumor) exige nutricéo,
OXxigénio e nutrientes essenciais para a sua sobrevivéncia e o0 seu crescimento,
portanto um novo suprimento de sangue deve ser obtido por meio da
angiogénese (formacgédo de novos vasos sanguineos). Sinais inibitdrios adicionais
sdo vencidos para que o0 tumor atinja o estado maligno, onde as neoplasias
invadem tecidos adjacentes e promovem a metastase (propagacéo) para locais
distantes do corpo. Um tumor cujas células permanecem localizadas ¢é
denominado tumor primario; quando ha invasédo para outros tecidos, de maneira
que as células tumorais tornam-se migratorias dando origem a um tumor
maligno por metastase, o tumor é denominado secundario (ALEXANDROV et
al., 2013; OTROCK et al., 2007; YOO e KWON, 2013; WELTI et al., 2013).

Os diferentes tipos de canceres sao classificados de acordo com seu
sitio primario de ocorréncia, 0s quais correspondem aos diversos tipos de celulas
do corpo. Quando o cancer tem inicio em tecidos epiteliais, como pele ou
mucosa é denominado carcinoma. Se comeca em tecidos conjuntivos como
0ss0, musculo ou cartilagem é chamado de sarcoma. Os linfomas e linfonodos
sdo derivados de tecidos linfaticos; as leucemias sdo derivadas de celulas
hematopoiéticas, os globulos brancos (leucdcitos) do sistema sanguineo. Por sua
vez, os canceres de tecidos glandulares séo chamados de adenocarcinomas; 0s
canceres de células ndo neuronais séo chamados de gliomas e astrocitomas; e 0s

canceres de plasmocitos sdo chamados de mielomas (BURREL et al., 2013;
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NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2014). As células que compdem um tumor
sdo provenientes de uma Unica célula ancestral, tornado-as clones Unicos
(monoclonal) (BURRELL e SWANTON, 2014; BENDALL e NOLAN, 2012).
Desta maneira, um tumor é composto por bilhdes de células, todos provenientes
de uma célula inicial que se multiplica clonalmente, inibindo a apoptose e
acumulando alteracBes genéticas e/ou epigenéticas (alteracdo herdavel na
expressdo génica sem que haja alteracdo na sequéncia do DNA) que convergem
para uma célula neoplasica (BURREL et al., 2013; TROSKO, 2001; WOLFFE e
GUSCHIN, 2000).

1.1.1 Carcinogénese

O processo de carcinogénese é o processo de formagao do cancer. E
um processo patologico tipicamente lento e complexo pelo qual células normais
tornam-se neoplésicas. As alteragdes genéticas sdo base principal deste
processo, as quais estdo associadas as modificagbes quimicas no DNA
(GATENBY e GILLIES, 2008; MAVRI, 2013). A frequéncia dos eventos
geneticos pode ser alterada pela exposicdo a agentes genotoxicos, 0S
carcindgenos ambientais. Desse modo, a carcinogénese tem relacdo com a
mutagénese (producédo de alteracdes na sequéncia do DNA) (HARRIS, 1991;
SARASIN, 2003; SINGH et al., 2007; SINGH et al., 2012).

Existem trés classes de agentes que estdo relacionados a
mutagénese: 0s carcindgenos quimicos, como as substancias eletrofilicas
(sulfato de dimetila, metilnitrossuréia, sulfato de vinila, aflatoxinas,
dimetilnitrosoamina e benzopireno) que causam uma alteracdo localizada na
sequéncia dos nucleotideos; os carcindgenos fisicos, como a luz ultravioleta, a
radiacdo ionizante (raios X e raios gama) e a particulada (particulas alfa, beta,

préton e neutron) que causam quebras nos cromossomos (longa sequéncia de
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DNA que contém varios genes) e translocacdes (quando ha a adicdo em um
cromossomo de um segmento proveniente de outro Ccromossomo); e
carcinégenos bioldgicos, como o0s virus que introduzem DNA exdgeno nas
células (PFEIFER, 2010; PODLAHA et al., 2012). Esses eventos genéticos ndo
sdo transmitidos para geracdes futuras se ocorrerem em células somaticas
(células dos tecidos), somente serdo transmitidos se ocorrerem em células
germinativas (0vulo e espermatozoide) (ADAM at al. 2014; PIERCE, 2012;
STRATTON et al., 2013).

No caso de canceres familiares, as mutacdes que predispdem ao
cancer acontecem em ceélulas da linhagem germinativa, ou seja, as pessoas
herdam mutacdes em genes especificos 0os quais sdo importantes na génese do
cancer de uma geracdo para outra, gerando familias que apresentam incidéncia
de determinados tipos de canceres (canceres especificos). Os ‘“canceres
familiares”, ou “sindromes de cancer herdado”, embora raros, demonstram que a
heranca de um gene alterado pode causar cancer (ADAM et al., 2014; BURREL
et al., 2013; NADEAU, 2001). Entretanto, os fatores ambientais desempenham
um papel importante na carcinogénese, seja cancer familiar ou esporadico, pois
0 risco de qualquer pessoa desenvolver um tipo de céncer depende de uma
combinacdo de fatores herdados e de componentes ambientais (GREAVES e
MALEY, 2012; LYNCH et al., 2014).

Os danos no DNA e mutacGes podem ser induzidos por produtos
normais do metabolismo celular, como espécies reativas de oxigénio, produtos
da peroxidacédo lipidica, agentes alquilantes, estrégenos, espécies reativas de
nitrogénio, agentes clorinantes e certos intermediarios de algumas vias
metabdlicas (BURCHAM, 1999; LORD e ASHWORTH, 2012). Portanto, se 0s
produtos quimicos sdo horménios e seus metabdlitos, podem ser considerados
carcindgenos endogenos, e, se forem provenientes do ambiente séo considerados
carcinogenos exogenos (MAVRI, 2013; PODLAHA et al., 2012).



O processo de carcinogénese passa por Vvarios estagios antes de
chegar a formacdo do tumor. Em cada etapa, apenas uma Unica célula sofre
alguma mutacdo que potencializa a proliferacdo celular, de modo que sua
progénie torna-se o clone dominante do tumor. A proliferacdo desse clone
acelera a ocorréncia da proxima etapa da evolugdo do tumor, pelo aumento no
tamanho da populacdo de células que podem sofrer uma nova mutagédo
(FIGURA 1.1). Estes estagios sdo conhecidos por Iniciacdo, Promocdo e
Progressdo (BALMAIN e HARRIS, 2000; HARRIS, 1991; GATENBY e
GILLIES, 2008).

©

APrimeira mutagio

‘
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1 |uma célula tem predisposi¢cdo a
proliferar em uma velocidade
anormalmente alta.

Segunda mutacao

/_A_\
T

erceira mutacéo
3 Apbs a terceira mutacdo, a
célula  sofre  alteragBes
estruturais.

2 Uma segunda mutagdo faz
com que a célula se divida
rapidamente.

Quarta mutagdo
4 |Uma quarta mutagio leva a
célula a dividir-se de modo
descontrolado e a invadir
outros tecidos.

Célula maligna
FIGURA 1.1- Diagrama ilustrando a evolucdo clonal do processo de
carcinogénese, onde as células tumorais adquirem varias mutacbes que
permitem que elas se tornem malignas e cada vez mais agressivas em suas
propriedades proliferativas (adaptado de PIERCE, 2012).



A iniciacdo € a primeira etapa da carcinogénese e foi rotulada de
iniciagdo em 1947 por BEREMBLUM e SHUBIK (1947). Neste sentido,
diversos pesquisadores reportaram experimentos in vitro e in vivo, cujas
conclusdes permitiram definir que a iniciacdo é causada por alteracdes genéticas
irreversiveis, onde estas alteracdes predispdem células normais a suscetibilidade
para a evolucdo maligna e a imortalidade (BEREMBLUM e SHUBIK, 1947;
BUTTERWORTH et al. 1992; DYBING e SANNER 1999; MEHTA, 1995;
SHACTER e WEITZMAN, 2002; STENBACK et al. 1981; TROSKO, 2001;
TROSKO, 2003). Os mecanismos de detoxificacdo de carcin0genos, como o
reparo do DNA e eliminacdo das células com o DNA modificado, como a
apoptose, sdo importantes para a protecdo contra a iniciagdo do cancer. Porém,
quando as alteracdes no DNA ndo sdo reparadas ou eliminadas, elas se tornam
irreverssiveis. Neste sentido, os carcindgenos geralmente sdo considerados
substancias eletrofilicas, ou sdo transformadas para tais durante o processo de
detoxificacdo. Por outro lado, as bases do DNA sdo moléculas com alta
densidade eletronica, consequentemente, as substancias eletrofilicas sdo atraidas
por moléculas do DNA, onde acabam se ligando e levando a formacao de adutos
(BARTSCH, 1996; SINGH e FARMER, 2006). A base do DNA mais suscetivel
a esse tipo de ataque € a guanina, mas ja foram relatados adutos formados com
todas as bases (DIPPLE, 1995). Assim, para que a iniciacdo ocorra é necessario
que haja ndo s6 a modificagio no DNA, mas também na replicacdo e
proliferacdo celular, de modo que a mutacao inicial possa se fixar, FIGURA 1.2
(GREAVES e MALEY, 2012; MERLO et al., 2006).
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FIGURA 1.2 - Representacdo esquematica do processo de multiplas estapas de
eventos genéticos e epigenéticos da carcinogénese (adaptado de HARRIS,
1991).

Apos a iniciagcdo ocorre a promog¢do. O conceito de promogéo foi
introduzido quando foram descobertas substincias com baixa atividade
carcinogénica, as quais ainda eram capazes de induzir o desenvolvimento de
cancer sob condicdes experimentais (BEREMBLUM e SHUBIK, 1947). A
promocédo envolve a selecdo e expansdo das células da etapa de iniciacédo, de
maneira que pode levar a formacdo de um tumor priméario. A célula iniciada é
transformada em celula maligna, de forma lenta e gradual. Para que ocorra essa
transformacéo, € necessario um longo e continuado contato com o agente
cancerigeno promotor (carcindgeno), chamado de agente oncopromotor (LOEB
e HARRIS, 2008; LORD e ASHWORTH, 2012).

Os compostos que agem como agentes promotores ndo interagem
diretamente com o DNA, porém desencadeiam efeitos biolégicos sem serem
metabdlicamente ativados. Estes agentes aumentam a proliferacdo das células
em tecidos sensiveis, contribuindo para a fixacdo de mutag¢Ges, aumentando as
alteracbes na expressdo genética e causando mudancas no controle do

crescimento celular (GOMES-CARNEIRO et al., 1997; GREAVES e MALEY,
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2012; LOEB e HARRIS, 2008; MEHTA, 1995). Uma vez alterado o material
genético na célula iniciada, ocontece a alteracdo na expressdo dos genes que
regulam a diferenciacdo e o crescimento celular. Assim sendo, os adutos
formados no DNA na iniciacdo por mecanismos especificos, podem levar as
mutacOes em proto-oncogenes (grupo de genes que codificam os produtos que
controlam o crescimento celular) ou em genes supressores tumorais (grupo de
genes que codificam proteinas que inibem a divisdo celular), desencadeando o
processo de carcinogénese. Quando ocorrem mutagfes nos proto-oncogenes,
estes se tornam oncogenes e causam multiplicagdo celular excessiva (CHIAL,
2008; RIVOIRE et al., 2001; STRATTON et al., 2009; YATES e CAMPBELL,
2012). A célula alterada pode ficar inativa ou, sob circunstancias especificas,
podem proliferar para uma célula pré-neoplasica e finalmente progredir para
uma célula neoplasica, ou seja, uma célula maligna, FIGURA 1.1e 1.2 (LOEB e
HARRIS, 2008; LORD e ASHWORTH, 2012).

Muitos carcinogenos em altas doses sdo tanto iniciadores como
promotores, 0s quais podem levar a alteragcdes irreversiveis da proliferacédo
celular e expresséo fenotipica (primeiro estagio de um processo que decodifica a
informacdo contida no DNA de uma celula) (GREAVES e MALEY, 2012;
HARRIS,1991; MERLO et al., 2006). Os niveis de adutos no DNA sdo um
reflexo das velocidades de formacdo e remocdo dos mesmos, uma vez que
depende da ativacdo do carcindgeno, da eficiéncia de reparo das lesbes no
organismo, da estabilidade do aduto e da velocidade de renovacdo do tecido
(POIRER et al., 2000). Alguns estudos mostraram associac¢des entre a formacgéo
de adutos no DNA com a mutagénese e tumorigénese (CULP et al., 1998;
HEMMINKI, 1993; POIRER e BELAND, 1992; PODLAHA et al.,, 2012;
VERNA et al., 1996).

A progressdo € o estdgio final da carcinogénese. Este estagio
consiste na progressao de uma lesdo primaria ou pré-maligna para uma maligna,

envolvendo alteracdes adicionais no DNA, como por exemplo, nos genes
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supressores tumorais (BURREL et al., 2013; BURREL e SWANTON, 2014).
Uma vez inativados por mutacOes, 0S genes supressores tumorais contribuem
para 0 desenvolvimento do cancer, FIGURA 1.2 (HARRIS, 1991;
BLANPLAIN, 2013). A perda da agdo destes genes supressores pode levar a
célula ao crescimento inadequado, ocorrendo assim, a conversao de tumores
primarios em secundarios, que é acompanhada pela perda no controle do
crescimento, invasdo de tecidos, metastase e instabilidade genética aumentada.
Exemplos desta conversdo é a progressdo de polipos benignos do colon para
adenocarcinoma, e, de nodulos hepaticos benignos para hepatoma (LYNCH et
al., 2014; PODLAHA et al., 2012; SUN, 1990).

Neste cotexto, na metastase ocorre a propagacdo das células
tumorais de um sitio primario até um ambiente distante (6rgaos distantes) onde
se alojam, conhecido por nicho prée-metastatico (WANING e GUISE, 2014).
Ao propagarem na circulagdo sanguinea, as celulas tumorais sdo ativamente
recrutadas para o microambiente da medula 6ssea, onde encontram um santuario
de fatores de crescimento, como citocinas e citoquinas que promovem o
crescimento e proliferacdo das mesmas (LANGLEY e FIDLER, 2011). Estas
células promovem um desbalanco homeostatico, transformando o
microambiente da medula 0ssea, onde recrutam células precursoras derivadas da
medula 6ssea, BMDC (Bone Marrow - Derived Cells). Consequentemente,
entram na circulacdo e colonizam o tumor primario, colaborando assim para
uma reacdo inflamatoria e formacdo da vascularizacdo tumoral, possibilitando a
transformacdo maligna, e progressdao tumoral. As BMDC formardo os nichos
pré-metastaticos em Orgdos distantes, atraindo células tumorais circulantes e
gerando o desenvolvimento de tumores macroscopicos (CHANTRAIN et al.,
2008; COGHLIN e MURRAY, 2010; PSAILA e LYDEN, 2009; WANING e
GUISE, 2014). Deste modo, o microambiente da medula 6ssea tem uma
importante contribuicdo para a metastase na progressdo tumoral, e 0

entendimento do conjunto complexo de moléculas derivadas das diferentes
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fontes celulares que compdem o nicho pré-metastatico, torna-o um alvo
promissor para a intervencao terapéutica (DESCOT e OSKARSSON, 2013).

Da mesma maneira, 0 processo de angiogénese como resultado de
uma ocorréncia epigenética, torna-se essencial para a progressdo neoplasica,
onde a aquisicdo de um fenétipo angiogénico, antecede o desenvolvimento de
caracteristicas que contribuem para a malignidade e os atrasos de inibicdo no
desenvolvimento neoplasico (GREAVES e MALEY, 2012; HAWIGHORST et
al. 2001; TAM e WEINBERG, 2013). Resumindo, o estagio de progressao pode
ser caracterizado primeiramente pela instabilidade cariotipica, evolucdo e
irreverssibilidade, com posterior instabilidade genética, crescimento rapido,
invasdo e metastizacdo, alem de mudancas das caracteristicas bioquimicas,
metabolicas e morfoldgicas das células (BUTTERWORTH et al. 1998; DIXON
e KOPRAS, 2004; GUTIERREZ e SALSAMENDI, 2001; KLAUNIG et al.
2000; LOEB, 1998; PITOT e DRAGAN, 1991).

Em face do exposto, pode-se dizer que a formacdo do cancer tem
origem na instabilidade genética e epigenética. A epigenetica esta intrinseca a
genetica, e é definida como a alteracdo herdavel na expressdo génica, sem que
haja mudanca na sequéncia primaria do DNA (SHARMA et al., 2010; WOLFFE
e GUSCHIN, 2000). Falhas no estabelecimento ou manutencdo das marcas
epigenéticas podem resultar na ativacdo ou inibicdo impropria de varios genes e
alterar a fisiologia celular normal, levando ao desenvolvimento do cancer ou
outras patologias (BAUER et al., 2002; DE CARVALHO et al., 2012). Um dos
fatores epigenéticos mais descritos em todos 0s passos da carcinogénese é a
metilacdo do DNA e a modificacdo das histonas (principais proteinas que
compdem a cromatina e interferem na regulacéo dos genes), FIGURA 1.3 (A) e
(B). Entre as modificagbes que as histonas podem sofrer, estdo a metilacao,
fosforilacao e acetilacdo. Entretanto, na molécula de DNA ocorre apenas a
metilacdo (SZYF, 2007; TAM e WEINBERG, 2013).
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A metilacdo do DNA ¢é reconhecida como um mecanismo de

silenciamento dos genes, que consiste na adicao de um radical metil (CH,) no

carbono 5 da Citosina, geralmente seguida por Guanina (dinucleotideo CpG),
catalisada por enzimas DNA metiltransferases (DNMTs), gerando a b5-
metilcitosina (5-MeC), FIGURA 1.3, B (ATTWOOD et al., 2002; BELL et al.,
2012; MCGARVEY et al., 2007). A 5-metilcitosina é quimicamente instavel e
pode sofrer desanimacgdo expontanea, resultando em timina. Por outro lado, as
modificacOes das histonas atuam na regulacdo da transcricdo génica (processo
de formacdo do RNA mensageiro a partir de uma molécula molde de DNA),
pois interferem na condensacdo da cromatina (conteddo interno do nicleo da
célula que néo estd em divisdo) que é estritamente relacionada a areas de acesso
ou ndo do DNA no mecanismo transcricional, (DE CARVALHO et al., 2012;
SHARMA et al., 2010). O perfil de modificacdo da histona é regulado por
in0meras enzimas ativas, que adicionam e removem modificacbes covalentes
nas proteinas histonas. As histonas acetiltransferases (HATS) e, as histonas
metiltransferases (HMTSs) acrescentam grupos acetil (COCHs;) e metil (CHs),
respectivamente; as histonas deacetilases (HDACs) e as histonas demetilases
(HDMs) atuam removendo esses grupos (HABERLAND et al.,, 2009; SHI,
2007).

Estes mecanismos sdo extremamente complexos e ndo foram
totalmente elucidados. Sabe-se que, os mecanismos de metilacdo do DNA e das
modificagbes das histonas atuam simultaneamente para regular a transcricéo
génica (JONES e BAYLING, 2007; ZHAO et al., 2011). O padrdo de metilacao
das histonas influencia na metilacdo do DNA, contribuindo para uma maior ou
menor compactacdo da cromatina. Portanto, as sequéncias de DNA ndo devem
estar metiladas para serem transcritas, a menos na regido promotora (BELL et
al., 2012).

12



Cromossomo mitotico
Fibra de cromatina q
30 nm de diametro 0

Nucleossomos
10 nm de diametro @

1 C,H,NH,COOH C,H;NH,COOH
H,C — 8 —CH, O\ S§—CH, O
Histonas % i‘ sam SN ;l san CaNeHa
NH, : T NH,
1 HC A
» s " 1 N f ¥ : 1 N
()
e': A ‘ DNA metiltransferase i_‘ s i
A Yo N Yo
YN H H
DNA ‘ A Citosina B 5-Metilcitosina

FIGURA 1.3 — (A): llustragio de um cromossomo, a cromatina, 0S
nucleossomos, as histonas e 0 DNA. (B): Formacao da 5-metilcitosina (5-MeC).
Uma enzima DNA metiltransferase catalisa a transferéncia de um grupo metil
(CH3) de S-adenosilmetionina (SAM) para (deoxi)citosina, produzindo 5-
(deoxi)metilcitosina e S-adenosilhomocistina (SAH) (adaptado de ALMEIDA et
al., 2005; ATTWOOD et al., 2002).

A metilacdo do DNA é essencial durante o desenvolvimento
embrionario e em células somaticas nas regides promotoras, onde os padrdes de
metilacdo geralmente séo transmitidos com alta fidelidade para as células filhas
(DE CARVALHO et al., 2012; DE CARVALHO et al., 2010). Sendo assim, o
descontrole nos padrdes de metilacdo esta associado a varios tumores humanos,
podendo ser encontrado de duas formas, na hipermetilacdo e hipometilacdo. A
hipermetilacdo reprime a transcricdo através da regido promotora de genes
supressores tumorais, e estd associada ao silenciamento destes genes. A
hipometilacdo esta associada ao desenvolvimento e progressdo do cancer pela
estimulacdo dos oncogenes (ATTWOOQOD et al., 2002; BARTKE et al., 2010;
BAUER et al., 2002; DAWSON e KOUZARIDES, 2012).
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As pesquisas envolvendo a metilagdo de DNA tém emergido como
um importante papel no estudo de genes relacionados ao desenvolvimento do
cancer, assim como nas investigacOes de desenvolvimento de terapias para o
tratamento do mesmo (BESARATINIA e TOMMASI, 2014; CAO et al., 2011;
DAWSON e KOUZARIDES, 2012; EASWARAN et al., 2014; KHABELE,
2014; UNOKI et al., 2009).

1.1.2 A busca por terapias e melanoma

E antiga a busca por terapias para o tratamento do cancer. A
descricdo mais antiga sobre cancer e a tentativa de seu tratatamento data de
cerca de 3000 aC, descoberta no Egito em um papiro antigo chamado de “Edwin
Smith Papyrus”, parte de um livro antigo sobre cirurgia do trauma. Este papiro
relatou sobre o cancer de mama, descrevendo que ndo existia tratamento. Outro
manuscrito que data de cerca de 1500 aC, contém a primeira referéncia a
respeito de tumores em tecidos moles, incluindo a referéncia de possiveis
canceres de pele, Utero, estbmago e reto. Os egipcios tratavam a enfermidade
com cauterio (ferramenta conhecida por “broca de fogo”), facas, sais e pasta de
arsénio que permaneceu em uso até o século XIX, conhecida como “pomada
egipcia” (AMERICAN CHEMICAL SOCIETY, 2012; HAJDU, 2011).

Nas ultimas décadas, o cancer ganhou grande dimenséo,
convertendo-se em um evidente problema de salde puablica mundial. A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimou que no ano 2030, podem-se
esperar 21,4 milhGes de casos incidentes de cancer e 13,2 milhées de mortes por
cancer (INCA, 2014). No Brasil, a estimativa para 0 ano de 2014, também
valida para 0 ano de 2015, aponta uma ocorréncia de aproximadamente 576 mil
novos casos da doenga. Os canceres mais incidentes na populacdo brasileira no
préximo ano serdo de pele ndo melanoma (182 mil), préstata (69 mil); mama (57
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mil); c6lon e reto (33 mil), pulméo (27 mil), estbmago (20 mil) e colo de utero
(15 mil) (INCA, 2014).

O melanoma representa uma incidéncia de apenas 7%, de todos os
casos de cancer de pele entre homens e mulheres no mundo, porem é
responsavel por cerca de 80% das mortes relacionadas aos diferentes canceres
cutaneos, apresentando elevada letalidade (PETRELLA et al. 2012). Nas ultimas
décadas, as taxas de incidéncia e mortalidade por melanoma maligno cutaneo
tém aumentado drasticamente, mais rapido do que os de qualquer outra
malignidade. A cada ano séo diagnosticados cerca de 200.000 casos novos no
mundo. Estima-se que a incidéncia anual aumenta de 3 a 7% em diferentes
paises de pele caucasiana, assim a cada 10 ou 20 anos a incidéncia duplica
(MASSARI et al., 2013; VILLALOBOS LEON et al., 2013).

A formacdo do melanoma é um processo em que 0s melanocitos,
células da epiderme responsaveis pela producdo de pigmentacdo (melanina),
sofrem uma transformacdo maligna (BESARATINIA e TOMMASI, 2014;
GRAY-SCHOPFER et al., 2007; LEE et al., 2012). Melanoma ¢ considerado a
forma mais perigosa de céancer de pele, causada principalmente como resultado
da intensa ou ocasional exposicdo a radiacdo da luz ultravioleta, onde os danos
no DNA destas células levam a mutacdes que ddo origem a formacdo de um
tumor maligno (MILLER et al., 2006; SKIN CANCER FOUNDATION, 2013).

O tratamento cirdrgico é a principal modalidade terapéutica para
doentes com melanoma maligno, no entanto, apesar das melhorias significativas
na deteccdo precoce do melanoma, alguns pacientes permanecem em alto risco
de recorréncia apés a cirurgia definitiva. A taxa de recorréncia varia de 30 a
90%, geralmente resultando em morte por melanoma (LEE et al., 2012;
PETRELLA et al.,, 2012). O prognostico do melanoma pode ser considerado
bom se detectado no estagio inicial da doenca (INCA, 2013), FIGURA 1.4 (A) e

(B).
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FIGURA 1.4 - llustracdo de melanoma cuténeo, onde (A): llustragdo de uma
seccdo de tecido saudavel (esquerda), comparada a outra sec¢cdo com melanoma
(direita); (B): Representacdo da progressdao de um melanoma, onde as taxas de
recorréncia estdo aliadas ao estagio em que a doenca foi diagnosticada (adaptado
de NUCLEUS MEDICAL ILLUSTRATION).

Atualmente, a modalidade terapéutica baseada na infusdo de drogas
citotdxicas é ainda a forma primaria da abordagem do melanoma metastéatico.
Infelizmente, os resultados encontrados nesta abordagem sao bastante
decepcionantes na maioria dos casos, apesar do uso disseminado. As drogas
mais utilizadas sdo representadas pela dacarbazina, cisplatina, nitrosuréias
(carmustina e lomustina), os alcaldides da vinca (vimcristina e vimblastina) e
taxanes (etoposideo, teniposide e taxol), (GASENT BLESA et al., 2011,
VELHO, 2012) FIGURA 1.5. O principal e mais ativo quimioterapico no

tratamento do melanoma é representado pela dacarbazina. No entanto, estudos
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clinicos mostram que, somente 2% dos pacientes que recebem quimioterapia
com dacarbazina isolado estardo vivos em seis anos, de maneira que a
associacdo de drogas (poliquimioterapia) ndo mostrou beneficio adicional na
taxa de sobrevida (KHATTAK et al., 2013; VILLALOBOS LEON et al., 2013;
WAINSTEIN et al., 2004).
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FIGURA 1.5 - llustracdo dos diferentes quimioterapicos utilizados no
tratamento de melanoma, onde (A): dacarbazina; (B): cisplatina; (C):
carmustina; (D): lamustina; (E): vimcristina; (F): vimblatina; (G): etoposideo e

teniposide e (H): taxol.

Nos altimos 40 anos, mesmo com a introducdo de novos farmacos
em testes clinicos na combinacdo de quimioterapicos, ndo houve impacto
significativo na sobrevivéncia de pacientes. Embora as taxas de respostas
tenham aumentado com a combinagdo de quimioterapia e citocinas (grupo
diversificado de proteinas ndo tumorais que agem como mediadoras entre
células), como o interferon (IFN) ou interleucina-2 (IL-2), cerca de 30 ensaios
clinicos em fase 11, em regime de quimioterapia de combinacdo, com ou sem

interferon (IFN) e/ou interleucina-2 (IL-2), mostraram um aumento nas taxas de
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toxicidade e resposta, porém ndo melhorou a sobrevida comparada a
monoquimioterapia com dacarbazina (ERRGEMONT e SCHADENDOREF,
2009; ERRGEMONT e ROBERT, 2011). Nos EUA, o tratamento com dose
elevada de interleucina-2 (IL-2) foi aprovado pela FDA (Food and Drug
Administration), em funcdo do numero de estudos clinicos de fase Il (270
pacientes no total), os quais mostraram respostas positivas e duradouras em 7 %
dos mesmos (ATKINS et al., 1999; ERRGEMONT e ROBERT, 2011). No
entanto, a dacarbazina € a Unica droga aprovada nos EUA e no continente
europeu (DAPONTE et al., 2013).

Com base nos resultados de ensaios clinicos em fase Ill, a
fotemustina (FIGURA 1.6) foi aprovada apenas em alguns paises europeus.
Constatou-se que a mesma promove um atraso no inicio da metastases no
cérebro em tratamentos como monoterapia, ou terapia combinada com
dacarbazina (AVRIL et al., 2004; DAPONTE et al., 2013). A fotemustina € uma
nitrosuréia de terceira geracdo ativa em melanoma maligno disseminado,
especialmente em metastases cerebrais, pela habilidade em atravessar a barreira
hematoencefalica (AVRIL et al., 2004; LEE et al., 2012).
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FIGURA 1.6 — Estrutura molecular da fotemustina.

Considerando a complexidade molecular do céncer, com varias
anormalidades genéticas e a capacidade de desenvolver resisténcia as terapias
atuais (MASSEY et al.,, 2010), hoje se faz nescessaria a pesquisa e O

desenvolvimento de farmacos efetivos no tratamento do cancer que, com seus
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diferentes mecanismos acdo, atuem de forma ndo genotdxica aos organismos
(CHEN et al., 2010).

1.2 Drogas inorganicas no tratamento do cancer

Compostos inorganicos foram usados em medicina por muitos
seculos, muitas vezes de uma forma empirica, sem se planejar 0s compostos a
serem utilizados, com pouco ou nenhum conhecimento da sua estrutura
molecular e de seu mecanismo de acdo (RONCONI e SADLER, 2007). O
interesse da busca por novas drogas com centros metalicos, aumentou com a
descoberta das propriedades antitumorais do cisplatina, cis-[PtCI,(NHs).], por
Rosenberg em 1969. Foi nesta época que se obteve um profundo papel do
estabelecimento no campo da quimica bionorganica (ROSEMBERG e
VANCAMP, 1970; VAN RIJT e SADLER, 2009), a qual se tornou uma
ferramenta de crescente importancia tanto na medicina terapéutica, como no
diagnostico de doencas. Desta maneira, o potencial dos agentes anticancerigenos
a base de metais, passou a ser totalmente explorado ap0s a descoberta da
atividade bioldgica do cisplatina (JUNG e LIPPARD, 2007; THOMPSON e
ORVIG, 2006).

A introducdo do cisplatina para o tratamento clinico do cancer
resultou em melhorias significativas no que diz respeito ao tratamento de
diferentes tumores, tais como o carcinoma de ovario e testicular. O cisplatina é
considerado um dos agentes mais eficazes no tratamento do céancer testicular,
onde a taxa de cura total € de 90%, e cerca de 100% se for tratada no primeiro
estadgio (MONNERET, 2011). O mesmo é indicado no tratamento de outros
tipos de céanceres, como os de es6fago, colorretal, pulmao, linfoma, melanoma,
entre outros (WONG e GIANDOMENICO, 1999; VAN RUT e SADLER,
2009).
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As investigacOes sobre o mecanismo de acdo do cisplatina apontam
que este reage com varias biomoléculas no nosso organismo, especialmente com
aquelas que contém grupos de nitrogénio, podendo o metal interagir com sitios
contendo pares de elétrons livres, especialmente atomos de nitrogénio. Dessa
maneira, acredita-se que deve ocorrer a formagdo de um complexo ciclico com o
DNA, o que seria responsavel por sua acdo como antitumoral (JAMIESON e
LIPPARD, 1999).

O cisplatina é administrado por via intravenosa. Enquanto este
circula no sangue, onde a concentragdo de cloretos é alta (~ 100,0 mmol.L™), a
Pt(1l) se mantém coordenada aos ligantes cloretos. Quando o cisplatina entra na
célula, onde a concentragdo de cloretos é baixa (~ 4,0 mmol.L™Y), os ligantes
cloretos do complexo sdo presumivelmente substituidos por moléculas de agua,
gerando espécies hidrolisadas positivamente carregadas, [Pt(NHs),CI(OH),]" e
[(Pt(NH3)(OH,),]**, as quais reagem com sitios nucleofilicos de
macromoléculas intracelulares, como o RNA e adutos de DNA. A interacdo com
0 DNA produz adutos monofuncionais, ligacdes cruzadas intrafita e interfitas
com o atomo de platina, ligado covalentemente na posicdo N7 da guanina ou
adenina. A formacdo do aduto resulta na inibicdo da replicacdo do DNA e da
transcricdo do RNA na fase G2 do ciclo celular, e/ou morte programada,
FIGURA 1.7 (A) (KARTALOU e ESSIGMANN, 2001; MONNERET, 2011).
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FIGURA 1.7 — (A): llustracdo representando o mecanismo de ac¢éo do cisplatina
(KARTALOU e ESSIGMANN, 2001). (B): Diferentes adutos DNA-cisplatina
formados por ligagdes cruzadas - 1,2-intrafita GG: entre guaninas adjacentes;
1,2-interfita GG: entre guaninas de fitas diferentes do DNA; 1,2-intrafita AG:
entre adenina adjacente a guanina; 1,3-intrafita GNG: entre purinas separadas
por um ou mais intervalos de bases (PIZZARRO e SADLER, 2009).
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A coordenacéo do cisplatina na posicdo N7 da guanina ou adenina é
considerada uma das regifes mais propicias ao ataque nucleofilico pela platina
no DNA, pois neles contém sitios de maior acessibilidade e densidade
eletronica. Estes sitios estdo expostos no sulco maior da dupla hélice do DNA.
Nos dltimos anos, muito se tem especulado a respeito das possiveis interacdes
do cisplatina com o DNA. Foi encontrado que as principais formagdes de adutos
com DNA, compreendem cerca de 90% de todos adutos formados em
experimentos in vivo e in vitro, considerando que cerca de 50 a 65% ocorrem
como 1,2- intrafita GG; 25% como 1,2-intrafita AG, e menos que 10%, como
adutos monofuncionais na guanina (PIZZARRO e SADLER, 2009).

Embora o cisplatina apresente alta eficiéncia no tratamento de
diversos tumores, os efeitos colaterais como ototoxicidade, neurotoxicidade,
nefrotoxicidade e mielosupressédo, representam uma limitagdo a sua utilizacao,
além de resisténcia adquirida a droga apos determinado tempo de administragao
(NUSSBAUMER et al., 2011; RABIK e DOLAN, 2007). Muitos fatores tém
sido atribuidos a resisténcia adquirida do cisplatina, entre eles, a desativacdo do
farmaco por proteinas e peptideos contendo enxofre no plasma (espécies ricas
em aminoacidos como cisteina e metionina que contém enxofre), ocorréncia de
reparo no DNA, diminui¢do do acumulo do cisplatina na célula e aumento do
efluxo (saida do composto para fora da célula) (KELLAND, 2007; ZISOWSKY
et al., 2007).

O cisplatina e altamente polar e entra nas células de forma
relativamente lenta, quando comparado a outros farmacos de moléculas
pequenas. A captacdo do cisplatina € influenciada por fatores como a
concentracdo de ions sodio e potassio, pH, a presenca de agentes redutores,
assim como pelos transportadores na difusdo passiva (GATELY e HOWELL,
1993). Ainda sdo motivos de investigacdo, 0S mecanismos bioquimicos
envolvidos na entrada do cisplatina na célula, mas a difusdo passiva tem sido

considerada a principal maneira pela qual este composto atravessa a membrana
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celular. Estudos mais recentes apontam a importancia da difusdo ativa, através
da participacdo de transportadores de cobre e transportadores catibnicos
organicos (TCO) (FUERTES et al, 2003; JUNG e LIPPARD, 2007;
KELLAND, 2007).

Com a finalidade de se formarem outros compostos que pudessem
diminuir os efeitos adversos, o cisplatina passou por modifica¢cdes quimicas em
sua estrutura. Desde entdo, complexos metalicos com centro de platina
tornaram-se alvos de grande interesse na investigacdo da atividade citotoxica e
antitumoral (JAMIESON e LIPPARD, 1999). Neste contexto, o cisplatina [cis-
diaminadicloroplatina  (I1)], o carboplatina  [diamina(ciclobutano-1,1-
dicarboxilato)platina (I1)] e o oxaliplatina [(trans-L-diaminaciclohexano)
oxalatoplatina (I1)], FIGURA 1.8, sdo atualmente os unicos agentes contra o
cancer a base de metal em uso clinico mundial (RABIK e DOLAN, 2007;
WEXSELBLATT et al., 2012).

Cerca de 40 complexos de platina tém sido investigados em triagem
clinica até agora. De todos estes, o satraplatina [bis(acetato-
O)aminodicloro(ciclo-hexilamina)platina (IV)], um complexo octaédrico de
Pt(IV), é considerado no presente, 0 mais interessante candidato em um
avancado estagio clinico fase IV (FIGURA 1.8). A vantagem do satraplatina é
que pode ser administrado oralmente em funcdo da sua inércia cinética, diferente
dos complexos quadrados planares de Pt(Il) clinicamente estabelecidos, os quais
sdo administrados intravenosamente (BERGAMO et al., 2012; JAKUPEC et al.,
2008).
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FIGURA 1.8 — Complexos de Pt(Il), onde (A): cisplatina; (B): carboplatina, e
(C): oxaliplatina; e de Pt(1V), (D): satraplatina.

E estimado que 50-70% dos pacientes com cancer no mundo S&o
tratados com o cisplatina (VACCARO et al., 2009). Estima-se que 0S compostos
de platina, sozinhos ou em combinagdo com outros farmacos, sdo usados para
tratar de 40 a 80% dos pacientes com cancer, confirmando a importancia destes
compostos para o tratamento do mesmo, além de encorajar a busca por novos
farmacos mais eficientes (NEVES e VARGAS, 2011; THAYER, 2010).

Neste contexto, diversos pesquisadores tém direcionado suas
pesquisas para a obtencdo de complexos que apresentem atividades antitumorais
com outros metais de transicdo, trazendo possiveis vantagens em relacdo aos
compostos a base de platina. Como a presenca de sitios de coordenacéo
adicionais, alteracbes na afinidade do ligante pelo metal e da cinética de
substituicdo, mudancas no estado de oxidacdo, possibilidade de utilizacdo na
terapia fotodindmica e, a apresentacdo de menores ou de nenhum efeito toxico
(BRUIININCX e SADLER, 2008; CLARKE, 1999; DYSON e SAVA, 2006;
JAKUPEC et al.,, 2008; MALINA et al., 2001; MCKEAGE et al., 2002;
RONCONI e SADLER, 2007; ZHANG e LIPPARD, 2003).

24



1.3 Complexos de ruténio

Muitos metais foram investigados no desenho de novas moléculas
como candidatos a farmacos, tais como Au(lll), Ti(1V), Ga(lll), Cu(ll), Rh(l1l) e
Ru(HlI/IN). Alguns ja entraram ou terminaram as fases de ensaios clinicos
iniciais. Contudo, 0s mais promissores agentes anticancer a base de metal,
candidatos a quimioterapicos em testes clinicos mais avangados, Sd0 0S
complexos de Ru(lll) (SIJA et al., 2014).

A atividade biolégica de compostos de ruténio foi reconhecida pela
primeira vez na década de 50 (DWYER et al., 1952). Posteriormente, 0s
primeiros relatos sobre a sua atividade anticancer foi reportada (CLARKE,
1980; DYSON e SAVA, 2006; WONG e GIANDOMENICO, 1999). Inimeros
compostos de ruténio mostraram eficacia em diferentes tumores in vivo
(BERGAMO et al., 2002), e in vitro, os quais mostraram baixa citotoxicidade
em relacdo ao cisplatina em diferentes linhagens celulares tumorais (PLUIM et
al., 2004; HARRIS et al., 2009).

Compostos de ruténio exibem inimeras vantagens, entre elas estao:
a geometria octaédrica que oferece possibilidades exclusivas ao ligar-se a acidos
nucleicos; facil acesso aos estados de oxidaces I, 11 e talvez IV em condicdes
fisioldgicas; e a cinética de substituicdo de ligantes semelhante a platina
(FISHER et al, 2014).

Uma série de compostos de Ru(ll1) possuindo DMSO como ligante,
destacam-se na literatura como agentes anticancer, entre eles esta 0 composto
conhecido por NAMI, Na{trans-[RuCl;Im(DMSO)]}, (acronimo para New Anti-
tumor Metastasis Inhibitor), que é ativo em carcinoma de Lewis de pulmao,
melanoma B16 e carcinoma mamario MCa, o qual exibe efeito anti-metastatico
ndo apresentado pelo cisplatina (BERGAMO et al, 2002; SAVA e
BERGAMO, 2000; SAVA et al., 1999). O NAMI-A ¢ derivado do NAMI,
[ImH]{trans-[RuCl,(Im)(DMSO)]} (FIGURA 1.9), pela substituicido do Na" por
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ImH", reportado por MESTRONI et al. (1989) em Trieste na ltalia, foi o
primeiro complexo de ruténio a entrar em testes clinicos. Estes complexos
apresentam baixa toxicidade, ndo mostrando atividade na inibicdo do
crescimento de tumores primarios e nem citotoxicidade em células tumorais in
vitro, porém exibem efeito antimestastico que afeta a mobilidade das celulas
cancerosas (BERGAMO et al., 2002; SAVA et al., 1999; SAVA e BERGAMO,
2000; SIJA et al., 2014). Observou-se que o0 NAMI-A néo exibe citotoxicidade
em células tumorais in vitro, mas apresenta atividade in vivo. O NAMI-A é um
composto que ja completou a fase | e Il dos testes clinicos (ALESSIO et al.,
2004; RADEMAKER-LAKHAI et al, 2004, BARRY e SADLER, 2013).

Estudos de estrutura/atividade demonstraram que, a atividade
biolégica do NAMI-A esta relacionada a liberacdo progressiva de um ou mais
ligantes cloretos. Acredita-se que o centro metalico de Ru(ll1) sofre reducéo pela
acdo de biomoléculas como albumina e/ou transderrina do plasma sanguineo,
como proposto pela classica hipotese da “ativagdo por redugdo”, FIGURA 1.10
(FRAUSIN et al., 2005; GRAF e LIPPARD, 2012). Dessa forma, postula-se que
a atividade antitumoral dos compostos de Ru(lll) depende da sua redugdo para
Ru(ll), de maneira que o aumento da atividade antimetastatica do NAMI-A
ocorre na presenca das biomoléculas que atuam como redutores biologicos
(CLARKE, 2003). Ainda ndo esta totalmente esclarecido se estes compostos
exercem sua agdo através da interacdo direta com o DNA. Sabe-se, que a alta
toxicidade esta relacionada com extensiva danificacdo ao DNA (MURA et al.,
2004; NOVAKOVA et al., 2005), e que complexos de Ru(lll) que sdo mais
facilmente reduzidos, sé@o mais citotoxicos (JAKUPEC et al., 2005).

O composto de Ru(l1l) KP1019, [IndH]{trans-[RuCl4(Ind).]}, onde
ind = indazol, desenvolvido por KEPPLER et al. (1989), em Vienna na Austria,
FIGURA 1.9 (D), esta em fase | dos ensaios clinicos. Este composto tem
mostrado propriedades antitumorais encorajadoras contra tumores primarios
(HARTINGER et al., 2006; JUNGWIRTH et al., 2011; FISHER et al., 2014). O
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desenvolvimento do composto KP1019 foi baseado em um composto analogo, o
ICR, [ImH]{trans-[RuCl,(Im).]}, FIGURA 1.9 (C), o qual nd&o mostrou
atividade em tumores induzidos em colon de ratos (KEPPLER e RUPP, 1986).
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FIGURA 1.9 — Complexos de Ru (Ill) que apresentam atividade antitumoral,
onde (A): Na{trans-[RuCl;im(DMSO)]} (NAMI); (B): [ImH]{trans-
[RUCIl4(Im)(DMSO)]} (NAMI-A); (C): [ImH]{trans-[RuCls(Im),]} (ICR); (D):
[IndH]{trans-[RuCl4(Ind).]} (KP1019).
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FIGURA 1.10 - Vias de reducdo de compostos de Ru(lll), dentro e fora da
celula (GRAF e LIPPARD, 2012).
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Estudos da intera¢do do composto KP1019 com o DNA, mostraram
que este interage com 0 DNA de maneira semelhante ao cisplatina, porém com
uma intensidade menor em termos de ligacbes cruzadas DNA-DNA e DNA-
proteina, na ordem de 15 vezes menos que as interacbes apresentadas pelo
cisplatina (BERGAMO et al., 2012). Outros autores tém sugerido que o KP1019
sofre ativacdo in vivo por meio da redugdo de Ru(lll) para Ru(ll), FIGURA
1.10. Esta reducdo promove interacdes com biomoléculas ap6s a aquacdo da
ligacdo Ru'"'-Cl e a labilizacdo da ligacdo Ru"-Cl (PIZZARRO e SADLER,
2009), permitindo a interacdo com 0 DNA, que pode ser por intercalagéo ou por
ligacdo de hidrogénio. Consequentemente, esta interacdo induz a apoptose da
celula pelo caminho mitocondrial, gerando citotoxicidade por Espécies Reativas
de Oxigénio (ROS), estas interacbes tém sido investigadas e ndo estdo
totalmente esclarecidas (BERGAMO et al., 2009; JAKUPEC et al., 2008;
KAPITZA et al.,, 2005a). Sendo assim, no que diz respeito as interacdes
bioldgicas e ao mecanismo de acdo investigado por Keppler, o composto
KP1019 liga-se a transferrina, exibindo maior efeito citotoxico apos a reducao
de Ru (I11) para Ru (I1), FIGURA 1.10 (BERGAMO et al., 2009). Os compostos
de Ru(lll) NAMI-A e KP1019, passaram por estudos eletroquimicos de seus
potenciais redox (REISNER et al., 2008), de maneira que foi constatado que
estes compostos podem ser reduzidos por glutationa e ascorbato em condicGes
fisioldgicas (SAVA et al., 2002; SHLUGA et al., 2006).

Complexos de Ru(ll) também apresentam potencial atividade
anticancer, particularmente os areno complexos de Ru(ll), compostos de
formula geral [(n°-areno)Ru(X)(Y)(Z)]. Estes compostos possuem estrutura
caracteristica de “piano stool” (FIGURA 1.11), os quais tém sido avaliados
quanto as suas propriedades antitumorais. E descrito na literatura que, quando os
ligantes Y e Z coordenam como um ligante quelante, ocorre aumento da
atividade antitumoral, porém, se os ligantes X, Y e Z sdo ligantes

monodentados, a atividade citotoxica contra a linhagem celular A2780
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(carcinoma de ovario) ndo é observada (YAN et al., 2005). Neste caso, o ligante
areno 1n° atua como um ligante m aceptor, conferindo estabilidade aos arenos
complexos no estado de oxidacdo Il. Somado a isso, a presenca de um ligante
guelante X-Y parece fornecer uma estabilidade adicional para toda a estrutura
molecular. O ligante Z ¢ considerado um “grupo abandonador”, tal como um
haleto, proporcionando um sitio de coordenacdo para biomoléculas (FIGURA
1.11). Sendo assim, pequenas variacdes nos ligantes X, Y e Z dos arenos
complexos, permitem versatilidade a molécula e a possibilidade de “ajuste fino”
em suas propriedades farmacolégicas (PIZZARRO e SADLER, 2009).
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FIGURA 1.11- Estruturas tipicas de arenos complexos de Ru(ll) de formula
geral [(n®-areno)Ru(X)(Y)(2)] (PIZZARRO e SADLER, 2009).

Outras relacbes a respeito da estrutura/atividade de areno
complexos de Ru(ll) tém sido estabelecidas. Quando o ligante é etilenodiamina
e 0 grupo abandonador € cloreto, a citotoxicidade em células de cancer de ovério
humano A2780, aumenta proporcionalmente com o aumento do tamanho do
areno coordenado. Em geral, areno complexos de Ru(ll) mostram potencial
atividade contra células tumorais da linhagem A2780. Alguns destes complexos
sdo tdo potentes quanto o cisplatina e o carboplatina (AIRD et al., 2002;
DOUGAN et al., 2006; MORRIS et al., 2001; ; WANG et al., 2005).

Neste sentido, os arenos complexos de Ru(ll) tém sido

extensivamente investigados quanto as suas interacdes com o DNA, mas estas
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interacbes normalmente apresentam carater monofuncional, onde a base de
coordenacdo do Ru(ll) com a molécula de DNA pode acontecer no N7 da
guanina, ou por ligacdo de hidrogénio entre uma amina se tiver etilenodiamina
quelada ao ruténio ( LIU et al., 2006), ou por intercalagdo no C60 da guanina,
quando tiver um ligante bifenil ou derivado de antraceno (CHEN et al., 2003) .
A FIGURA 1.12 ilustra a forte ligacdo existente entre a unidade {(n°-
areno)Ru(en)}** com um dos nitrogénios da base guanina, assim como a
interacdo do H do NH, no ligante etilenodiamina com o oxigénio da guanina. O
mesmo ndo ocorre com a base adenina, na qual dois grupos NH, se repelem
impedindo a aproximacdo do nitrogénio da base (CHEN et al., 2003;
PIZZARRO e SADLER, 2009).
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FIGURA 1.12 - Interacdes de hidrogénio e estéricas que promovem ligacao forte

da unidade {(n°-areno)Ru(en)}** & guanina, e ligacdo fraca com adenina
(PIZZARRO e SADLER, 2009).
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1.4 Complexos metalicos com ligantes fosfinicos

A importancia do papel de complexos fosfinicos aplicada a
medicina recebeu grande impulso apds a descoberta da atividade antiartritica
exibida pelo complexo Auranofina, [EtsPAuSGIu(Ac),], aprovado para uso
clinico em 1985 nos Estados Unidos, (FIGURA 1.13). Deste modo, ha cerca de
30 anos as atividades antitumorais deste composto passaram a ser exploradas.
Seguindo a tendéncia do cisplatina, que comecou a ser utilizado como
antitumoral no tratamento ovariano e testicular, SIMON et al. (1979)
observaram em seus estudos, que concentragdes micromoleculares do
auranofina eram capazes de destruir células cancerosas em cultivo (QUEIROZ e
BATISTA, 1996). Tambem foi relatado que o Auranofina, foi capaz de
aumentar o tempo de sobrevivéncia de ratos com leucemia ip P388 (BERNERS-
PRICE et al., 1986; SIMON et al., 1981).

AcO

FIGURA 1.13 - Estrutura do complexo de ouro conhecido como auranofina,

[(2,3,4,6,-tetra- O- acetill-1-tio 3-D-glucopiranosato)(trietilfosfina)ouro(l)].

Estudos posteriores mostraram que, apesar do composto auranofina
ser citotoxico para diferentes células cancerosas em culturas, nos experimentos
in vivo foi ativo contra um unico modelo de tumor, leucemia ip P338, somente
guando administrado intraperitonealmente (MIRABELLI et al., 1985). Com

base nestes resultados, MIRABELLI et al. (1986) passaram a investigar a
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relacdo estrutura/atividade destes compostos. Os resultados mostraram que
variacOes nos ligantes eram capazes de promover mudangas expressivas no
potencial citotoxico e na atividade antitumoral de varios compostos, como a
remocdo do grupamento trietilfosfina, PEt, do complexo auranofina. Este
composto sem a trietilfosfina, [AuSGIlu(Ac)4], apresentou reducdo do potencial
citotoxico em aproximadamente 150 vezes, ficando obvio que a potencial
citotoxicidade in vitro e a atividade antitumoral in vivo, estavam relacionadas a
presenca do ligante fosfinico no complexo auranofina (MIRABELLI et al.,
1986).

BERNERS-PRICE et al. (1986), reportou a avaliagdo do composto
[Au(dppe),]CI em varios modelos tumorais transplantaveis in vivo, como a
leucemia ip P388, sarcoma M5075, melanoma B16 e adenocarcinoma mamario
16/C, onde o composto mostrou atividade antitumoral. Nas avaliagbes in vitro,
este composto inibiu o crescimento de celulas B16 e P388. Diversos estudos
reportados por BERNERs-PRICE e SADLER (1988), sugeriram que a atividade
farmacologica do composto [Au(dppe).]CI se deve a liberacdo da fosfina dppe
(difenilfosfinaetano), considerando que este deve ser o agente citotoxico no alvo
bioldgico. De tal modo que a labilidade da ligacdo Au-P se faz necessaria para a
abertura do anel quelato, possibilitando a extremidade livre da bifosfina para a
abertura do anel (BERNERS-PRICE e SADLER, 1988).

Em outras investigacOes, verificou-se que ao introduzir a
propriedade lipofilica nos complexos de ouro por meio da coordenacdo de um
ligante alquil ou fenilfosfina, houve um aumento da citotoxicidade dos
complexos fosfinicos, na mesma propor¢cdo que aumentava a capacidade de
permeacdo na membrana celular, que é da natureza lipoproteica (BERNERS-
PRICE e SADLER, 1988). Adicionalmente, em estudos de RMN *P e 'H, foi
observado que ao ser adicionado o auranofina no plasma sanguineo, este era
absorvido imediatamente por células vermelhas, enquanto que outro composto

avaliado sem fosfina, apenas “cobria” a superficie dos eritrocitos (unidades
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morfoldgicas da série vermelha do sangue) (OTIKO et al., 1983; MIRABELLI
etal., 1986).

Salienta-se aqui, que os ligantes bifosfinicos quando livres também
sdo ativos em culturas de células tumorais, porém mostram menor expressao. Na
tentativa de buscar uma relacdo entre a atividade biologica e as propriedades dos
ligantes bifosfinicos, o comportamento de auto-oxidacdo foi investigado, de
maneira que se determinou o pKa destes ligantes (BERTINE, 1994). Os
resultados indicaram que os ligantes que sofrem a oxidacdo mais lentamente, e
qgue apresentam menor pKa, sdo aqueles cujos complexos sdo mais ativos,
indicando fortes evidéncias de que a droga ativa seja o ligante bifosfinico
(BERNERS-PRICE et al., 1986). Sugeriu-se entdo, que a complexacdo do
ligante bifosfinico no 4&tomo de ouro o protege da oxidacéo, entregando-o0 no
alvo biolégico na forma ndo oxidada. Dessa forma, o &tomo de ouro atuaria
protegendo o ligante da oxidacdo, uma vez que as fosfinas ndo apresentariam
efeito citotoxico no estado oxidado (JOHNSON et al., 1985).

Os ligantes fosfinicos chamam a atencdo porque sdo ligantes
neutros e muito versateis, apresentando propriedades de ligagdo ¢ doadora e n
receptora, atribuindo estabilidade nos metais de transicdo em diferentes estados
de oxidacdo, tanto nos mais baixos, como nos mais altos (MCAULIFFE e
MACKIE, 1994). As fosfinas possuem par de elétrons capaz de formar ligacdes
estaveis e orbitais hibridos, do tipo 3po*dn vazios capazes de receber elétrons,
sendo adequadas a retrodoacdo (FIGURA 1.14). A densidade eletrdnica, neste
tipo de ligacdo quimica, fica sinergisticamente compartilhada entre o ligante e o

metal, gerando ligacdes mais estaveis (VALLE et al., 2008).
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FIGURA 1.14 — Representacao das interagcdes metal-ligante, onde 1 = ligagdo ¢
¢ 2 = retrodoacdo n (VALLE et al., 2008).

Baseados nos estudos da auranofina, pesquisadores tém investigado
diversos complexos fosfinicos com centros metalicos diferentes do ouro. Estes
compostos tém sido submetidos a avaliagdo da atividade citotoxica, em diversas
linhagens de células tumorais, 0s quais mostraram atividade expressiva.
Salienta-se aqui os complexos de Ru-areno-fosfina, de formula geral [RuCl,(n®-
areno)L], (areno = CyoH14, C7Hg CgHg, CeHs(CH,),Im CsHsCOEL, CioHige L =
1,3,5-triazo-7-fosfaadamantano e 1,3,5-triazo-N-metil-7-fosfaadamantane), os
quais mostraram atividade citotoxica in vitro contra a linhagem tumoral de
adenocarcinoma TS/A, enquanto que para a linhagem ndo tumoral de mama
HBL-100 ndo foi observada citotoxicidade, de modo que exibiu seletividade
para células tumorais. Em ensaios in vivo, dois dos compostos mostraram efeito
antimetastico no pulméo de camundongos com implante de carcinoma mamario
MCa, onde os mesmos ndo mostraram atividade na inibicdo no tumor primario
(SCOLARO et al.,, 2005). Outros complexos organometalicos de Pd(ll)
contendo dppp, dppb e dppf, de formula geral Pd,(C? N-dmba),(Ns).(u-dppb)],
[Pd(C*-dmba)(Ns)(dppp)] e [Pdx(C*,N-dmba),(Ns)x(p-dppp)], dmba = N,N-
dimetilbenzilamina, apresentaram atividade em células tumorais de colon do
utero (HelLa), orofaringe (Hep-2) e glioma cerebral (C6), e in vivo, mostraram

atividade em ratos com implante de carcinoma mamario (Walker-256), onde
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constatou-se uma inibicdo de 90% no desenvolvimento tumoral (BINCOLETTO
et al., 2005).

Nos ultimos anos, o grupo de pesquisa LERCI (Laboratorio de
Estrutura e Reatividade de Compostos Inorganicos) tem investigado diversos
complexos contendo fosfinas como ligantes. Complexos do tipo
[RuCls(dppb)(H20)], onde dppb = 1,4 bis(difenilfosfina)butano, foi ativo contra
células tumorais humanas de melanoma (UACC-62), carcinoma renal (TK-10) e
adenocarcinoma de mama (MCF-7), e os compostos de formula geral
[RuCls(dppb)L]CI (dppb = 1,4 bis(difenilfosfina)butano) e L = 2-benzoilpiridina
tiossemicarbazona (H2Bz4DH); N(4)-metil (H2Bz4M) e N(4)-fenil (H2Bz4Ph),
apresentaram atividade citocida seletiva em células tumorais de melanoma
UACC-62 (GRAMINHA et al., 2008). Outros complexos de formula geral
[RuCl,(NO)(dppp)(L)]PFe [dppp = 1,3-bis(diphenilfosfina)propano; L=piridina,
4-methylpyridine, 4-phenylpyridine and dimethyl sulfoxide] foram avaliados em
células de cancer de mama MDA-MB231, mostrando potencial atividade frente
a estas células (GOLFETO et al., 2010). Os complexos de formula geral
[RuCl;(P)2(N-N)], onde (P), = (PPhs),; dppb = 1,4-bis(difenilfosfina)butano;
dppp = 1,3-bis(difenilfosfina)propano; N-N = 5,5’-dimetil-2,2’dipiridil(5,5’-
metilbipiridina) ou 4,4’-dimetil-2,2’dipiridil (4,4’-metilbipiridina)], mostraram
atividade citotdxica em células de cancer de mama MDA-MB231 (SANTOS et
al., 2013).

Neste sentido, tem-se verificado que a fosfina associada a outros
ligantes com propriedades bioldgicas de interesse, mostra grande influéncia nas
caracteristicas dos complexos em diferentes ensaios bioldgicos ja investigados,
de modo que tais resultados se mostram relevantes quando se trata de um

candidato a quimioterapico para o tratamento do cancer.
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1.5 Ligantes de interesse bioldgico

Muitas moléculas, com propriedades bioldgicas interessantes tém
sido investigadas e reportadas na literatura quando coordenados a um centro
metalico. Entre estas moléculas, conhecidas como ligantes, estdo as
mercaptopirimidinas, os ligantes N-heterociclicos, o acido picolinico na forma
de ion picolinato, os aminoacidos (FIGURA 1.15), o 6xido nitrico (NO) e o
monoxido de carbono (CO). Desta maneira, o grupo LERCI tem procurado
estuda-los, associados ou ndo aos ligantes fosfinicos, como o 1,4-
bis(difenilfosfina)butano (FIGURA 1.15), na esfera de coordenagdo do centro
metalico de ruténio, com o propdsito de investigar a relacdo estrutura/atividade
destes complexos, quando sdo avaliados em ensaio biolégicos, sejam in vitro ou

in vivo.
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FIGURA 1.15 - Alguns ligantes de interesse biologico (A): 14—
bis(difenilfosfina)butano (dppb); (B): bipiridina (bipy); (C): 4,4 -dimetil-2,2’-
bipiridina (4,4’-mebipy); (D): 1,10-fenatrolina (fen); (E) 4,6-dimetil-2-
mercaptopiridina (SpymMe,-N,S); (F): acido picolinico (Hpic); (G): glicina
(Gly); (H): tirosina (Tyr) e (I): tripotofano (Trp).
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De acordo com a literatura, os ligantes N-heterociclicos (como a
bipiridina, 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina e fen), possuem a caracteristica de
mimetizar estruturas de moléculas bioldgicas, como acidos nucleicos, proteinas,
enzimas, entre outras que apresentam propriedades particulares no metabolismo
humano (SANTIAGO, 2004). Complexos de ruténio contendo ligantes N-
hetrociclicos tém sido bastante pesquisados, pois estes ligantes sdo muito
versateis, apresentando propriedades quimicas e fisicas como as fosfinas,
descritas anteriormente (CUNHA et al.,, 1999; MEYER e MCCLEVERTY,
2003).

As mercaptopirimidinas tém sido muito estudadas nos ultimos anos,
em funcdo das suas estruturas apresentarem semelhangcas com as nucleobases
dos acidos nucleicos, como citosina, timina e uracilo. Neste sentido, receberam
atencdo por suas propriedades bioquimicas interessantes, pois sdo substancias
que mostram varias propriedades farmacoldgicas, tais como analagésicas,
antiinflamatorias e anticancerigenas (PARVEN et al, 2010).

Quanto ao &cido picolinico, é descrito na literatura que apresenta a
propriedade de estimular a apoptose em células cancerosas (FERNANDEZ-POL
et al, 2001; OGATA et al., 2001), assim como tem um papel fisiolégico na
absorcdo de zinco, de modo que interfere no crescimento celular (EVANS et al.,
1980). Em estudos in vivo, onde ratos receberam implante de células tumorais,
mostraram que 0s animais tratados com o acido picolinico em combinagcdo com
0 macrofago ativado, tiveram significante aumento do tempo de vida comparado
ao controle que ndo recebeu tratamento (RUFFMAN et al., 1987).

Os aminoacidos sdo moléculas organicas disponiveis em nosso
organismo. No entanto, as células tumorais exibem um aumento na procura de
uma variedade de nutrientes, devido ao seu rapido crescimento. Entre estes

nutrientes, os aminoacidos sdo particularmente importantes, ndo apenas como
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blocos de construcdo para a sintese de proteina, mas também como ativadores
nas vias de sinalizacdo de nutrientes, uma vez que regula a sobrevivéncia das
células que estdo hiperativas em muitos tipos de cancer (CHRISTIE et al.,
2002). Portanto, a disponibilidade dos aminoacidos pode ser um fator-chave
para a sobrevivéncia de células em tecidos tumorais, pois a atividade das vias de
sinalizacdo é muitas vezes regulada para absorver mais nutrientes em canceres
humanos (BJORNSTI e HOUGHTON, 2004; FAN et al., 2010). Neste contexto,
a coordenacdo de aminoados complexados ao centro metalico de ruténio tém
sido investigados, a fim de conferir a sua citotoxicidade em células tumorais
(MAJUMDER e BHATTACHARYA, 1999; WU e ZHOU, 2010), de modo que
atuem com menor toxicidade em células saudaveis.

O oOxido nitrico (NO) é a menor e mais simples molécula
biolégivamente ativa. Este € considerado uma molécula endogena que cumpre
variadas fungbes no organismo, como neurotransmissor, molécula citoprotetora
e citotoxica, entre outras. O NO tambem esta envolvido em diversas atividades
realizadas pelo sistema imunolégico, assim como atua em diversos 0rgdos como
cérebro, pulmdes, pancreas, Utero entre outros, como também é considerado um
vasodilatador (IGNARRO, 2000). O estudo das propriedades de complexos de
ruténio coordenados a molecula de NO tem despertado grande interesse, pois
estes complexos atuam como “consumidores”, e/ou provedores de 6xido nitrico.
Neste contexto, muitos pesquisadores tém investigado as atividades bioldgicas
destes nitrocomplexos, inclusive como antitumoral, os quais tém apresentado
resultados promissores em relagdo ao cisplatina (BATISTA et al.,, 1997,
BATISTA et al., 2001; KARIDI et al., 2005).

Aparentemente a toxicidade do mondxido de carbono (CO) parece
ser incompativel para o papel terapéutico. Enquanto a toxicidade do CO ja era
conhecida desde os tempos dos gregos e romanos, seus efeitos benéficos foram
descobertos apenas no seculo XX. Verificou-se que o CO é produzido

endogenamente, sendo gerado durante a degradacdo do grupo heme pelas
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enzimas heme oxigenase (HO-2) e (HO-1) (MAINES, 1998; ROMAO et al.
2012). A partir da descoberta da producdo endégena do monoxido de carbono,
varios estudos foram efetuados, baseando-se na utilizacdo do CO em aplicacdes
terapéuticas (WANG, 1998). Com base nas propriedades do CO, complexos
carbonilicos de metais de transicdo estdo surgindo como uma ferramenta
bioldgica, no sentido de imitar a bioatividade da geracdo de CO endogénico, no
transporte e liberacdo de CO. Desse modo, investigar a atuacdo do CO
coordenado a complexos metalicos no meio bioldgico, confere perspectivas para
aplicacOes terapéuticas (FORESTI et al., 2004; WU e WANG, 2005). Muitos
estudos tém mostrado que os carbonilos complexos apresentam diversas
atividades, entre elas estdo, a vasodilatacdo, a supressdo da inflamacdo e
cardiomiopatia (FORESTI e MOTTERLINE, 2010), como também tém sido
investigada a citotoxicidade destes complexos frente as células tumorais de
mama MDA-MB231 (BARBOSA, 2007).

As areas fundamentais na criacdo de compostos ativos Sdo o
controle de toxicidade, dos efeitos colaterais e o direcionamento do metal para
tecidos especificos, orgdos ou celulas em que a atividade é necessaria
(RONCONI e SADLER, 2007). Para tanto, o uso de ligantes de origem organica
ndo € em véo, ndo se limitando a compostos organicos que se ligam a ions
metalicos, modificando as propriedades fisicas e/ou quimicas destes ions. Estes
podem ser introduzidos em um sistema para limitar os efeitos adversos da
sobrecarga dos ions metélicos, inibir metaloenzimas selecionadas, ou mesmo
facilitar a redistribuicdo do ion metalico. Alguns dos efeitos colaterais podem
incluir a modificacdo de reatividade e lipofilicidade, estabilizando estados de
oxidacdo especificos, no entanto na atualidade, a arquitetura molecular
intencional pode ir muito além destes efeitos (STORR et al., 2005).

Mencionando a toxicidade, relata-se aqui o principal problema
associado a administracdo de medicamentos anti-cancer, em que a droga é

distribuida em todo o corpo causando efeitos secundarios indesejaveis. Neste
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sentido, torna-se de fundamental importdncia na aplicacdo de novos
quimioterdpicos, minimizar os efeitos colaterais adversos da quimioterapia,
tendo como alvo apenas o tumor, ndo os demais tecidos do organismo
(HUSSEINIA et al.,, 2013). Em face do exposto, estudos relacionados a
avaliacdo de novos compostos em ensaios pré-clinicos, como a atividade
citotoxica em células tumorais e saudaveis, bem como os estudos relacionados a
genética toxicoldgica e atividade antitumoral, sdo de extrema importancia na
avaliacdo e consequente administracdo de uma dose segura de um candidato a

farmaco.
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2- OBJETIVOS

2.1- Objetivos gerais

Avaliar complexos de ruténio (1) por meio de triagem em ensaios

bioldgicos in vitro com o propoésito de selecdo e encaminhamento aos ensaios

bioldgicos in vivo.

2.2 - Objetivos especificos

1)

2)

3)

4)

Avaliar os compostos de ruténio (I1): (1) [Ru(Pic),(dppb)]; (2)
Ru(SpyMe;) (dppb)]; 3) [RuCI(SpyMe.).NOJ; (4)
[Ru(Gly)(dppb)(4,4’-mebipy)]PFe; (5) Ru(Gly)(dppb)(fen)]PFs; (6)
[Ru(Tyr)(dppb)(4,4’-mebipy)]PFe; (7) [Ru(Tyr)(dppb)(fen)]PFs; (8)
[Ru(Trp)(dppb)(fen)]PFe e (9 ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs
sintetizados e caracterizados pelo grupo de pesquisa LERCI, por meio
de triagem em ensaios biologicos in vitro, na avaliagdo da citotoxicidade
em linhagens celulares tumorais e ndo tumoral;

Avaliar da interacdo do composto (9) ct—[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs
com o DNAct (DNA calf thymus) e a BSA (Albumina - Bovine serum
Albumine);

Avaliar o potencial citotoxico e genotdxico do composto (9) ct-
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs em diferentes concentracdes, por meio do
teste do microndcleo in vitro, nas linhagens celulares V79 (fibroblastos
de pulméo de hamster chinés) e HepG2 (hepatocarcionoma humano);
Avaliar o potencial citotoxico e genotoxico em diferentes doses do
composto (9) ct—[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs no teste do microndcleo

em sangue periférico e medula éssea de camundongos machos Swiss;

42



5) Avaliar o potencial genotéxico do composto (9) ct-
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFe por meio da andlise das frequéncias de
danos no DNA pelo ensaio cometa em hepatécitos de camundongos
machos Swiss;

6) Avaliar do potencial antitumoral in vivo do composto (9) ct—
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs, por meio da analise do volume tumoral em
camundongos machos C57BL/6 com implante tumoral de melanoma
com células do tipo B16-F10.

7) Avaliar do composto (9) ct—[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs em analises

histopatologicas
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Compostos avaliados

Os compostos avaliados neste trabalho foram sintetizados e
caracterizados por alunos de mestrado e doutorado do grupo de pesquisa LERCI
(Laboratdrio de Estrutura e reatividade de Compostos Inorganicos). A escolha
dos compostos foi realizada considerando o histérico da atividade bioldgica e
antitumoral dos ligantes (moléculas de interesse bioldgico) coordenados ao
centro metalico de ruténio. Na avaliacdo do pontencial citotoxico in vitro dos
diferentes compostos de ruténio, frente as diferentes linhagens celulares
tumorais, seguiu-se o critério para triagem in vitro proposto pelo NATIONAL
CANCER INSTITUTE (NCI, 2014). O composto (droga) foi testado
primeiramente em uma pré-triagem em pelo menos trés linhagens tumorais
humanas, sendo o composto ativo em uma ou mais linhagens tumorais na pre-
triagem, seguiu-se com a triagem em outras células neoplésicas em diferentes
doses. Posteriormente a triagem in vitro, foi dado seguimento aos ensaios
bioldgicos in vivo, onde utilizo-se diferentes modelos experimentais (NCI,
2014).

Na TABELA 3.1 estdo representadas as férmulas moleculares e
estruturas quimicas dos compostos avaliados neste trabalho, com a respectiva
referéncia. Adicionalmente, alguns ligantes estdo representados na TABELA
3.2.
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TABELA 3.1 — Estruturas moleculares dos compostos avaliados neste trabalho

Compostos Férmula molecular Estrutura quimica Referéncias
? CHg
N
(j A\
P.. S\%‘QCHS MONDELLI et al.,
1 [Ru(dppb)(SpymMe,-N,S).] (Hzcg “Ru 2014
p/l Ny s
(J </
CHs3
s. 10 & V) | MONDELLIetal,
2 [RuCl(SpymMe,-N,S),(NO)] n—( ;Il?ug N 2014
HaC N S
3J\//<CH cl
O
\
ay o
N
: MONDELLI
3 [Ru(pic).(dppb)] (Hzéj Ru T
TN FLEITAS, 2011
orEN
o,
(6]
H3C T
\ S
Q N ~_CH3
4 [Ru(Gly)(dppb)(4,4’-mebipy)]PFs :(Hf LN e | sANTOS, 2011
e
5 [Ru(Gly)(dppb)(fen)]PFs SANTOS, 2011
T hac .
Q \N\/ _CH3
|
6 [Ru(Tyr)(dppb)(4,4’-mebipy)]PFs Q())’ F|{u--N Z PF, SANTOS, 2011
P71 NH
(rL o 2. _OH
& Ay
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TABELA 3.1 — Continuagdo. Estruturas moleculares dos compostos avaliados

neste trabalho

Compostos Férmula molecular Estrutura quimica Referéncias
_ P _
@%@%
7 [Ru(Tyr)(dppb)(fen)]PFs oy P SANTOS, 2011

- Q P .
S ~
@P N\ '
8 [Ru(Trp)(dppb)(fen)]PFs \N PFe SANTOS, 2011
Yd(@
LN
H
Q@%
9 ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs (H2c>4 / PFs | BARBOSA, 2007
oG
. H.N.,, Cl
Controle cis-[Pt(NH3),Cl;] R Metalofarmaco de
positivo Cisplatina HN/ ~¢ referéncia
3
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TABELA 3.2 — Estruturas quimicas dos ligantes avaliados referentes aos

compostos estudados

. Abreviatura e i Referente ao
Ligantes nomenclatura Estrutura quimica composto
dppb [ 1 ip;
1 1,4-bis(difenilfosfina)butano 5/\/ \© 1,3456,78¢e9
SpymMe,-N,S " | NYSH
mMe;-N,
2 4,6-dimeﬁ)il}-lz-mercazptopirimidina \ifN 2
CHj
_ o)
HPic
3 acido picolinico | NS OH 3
=
Bipy o o
4 2-2*-bipiridina \ ¢ \_7 o
H3C CH3
4,4’-mebipy b—d
5 A ) 4eb
4,4’-Dimetil-2,2’-bipiridina
\ ¢ 7
fen
6 1,10-fenatrolina a o 8
— 7
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3.2 SISTEMAS-TESTE IN VITRO

3.2.1 Linhagem celular, condicGes de cultivo e

incubacéo dos compostos

As linhagens celulares empregadas foram: fibroblastos de pulméo
de hamster Chinés (V79), gentilmente cedida pela Universidade Estadual de
Londrina - UEL; adenocarcinoma de mamario humano (MCF-7) gentilmente
cedida pela Universidade Estadual Paulista - UNESP; glioblastoma humano
(MO59J) gentilmente cedida pelo Laboratério de oncologia pediatrica do
Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto; carcinoma cervical de colo uterino
(HeLa); glioblastoma (U251); hepatocarcinoma (HepG2) e melanoma murino
(B16-F10), compradas diretamente do Banco de Ceélulas do Rio de Janeiro -
BCRJ/UFRJ. Estas linhagens encontram-se estocadas em nitrogénio liquido (-
195°C), em aliquotas de 1,0 10° células mL™ em uma soluc&o de congelamento
composta de 50% de meio de cultura (Ham F10 + DMEM, na proporcdo 1:1,
Sigma-Aldrich), 40 % de soro bovino fetal (Nutricell) e 10% de DMSO (Sigma-
Aldrich).

Para a realizacdo dos experimentos, as células foram descongeladas
e colocadas em cultivo em meio de cultura (Ham F10 + DMEM, na proporcao
1:1, Sigma-Aldrich) para as linhagens V79 e MCF-7; e DMEM, Sigma-Aldrick,
para as demais linhagens celulares. Todas as culturas celulares foram
suplementadas com 10,0 % de soro bovino fetal (Nutricell), 1,2 g mL™ de
bicarbonato de sédio (Sigma-Aldrich), 0,1 g mL™ de estreptomicina (Sigma-
Aldrich) e 0,06 g mL™ penicilina (Sigma-Aldrich).

As celulas foram cultivadas em monocamadas com 10 mL de meio
de cultura utilizando-se frascos descartaveis de 25 cm? de &rea (Corning) a 37°C
em estufa de B.O.D. (Demanda Bioquimica de Oxigénio - Fanem) para a

linhagem V79, e, em estufa de CO, (Sanyo), para as linhagens HelLa, U251,
49



HepG2 e B16-F10. A cada dois ou trés dias as células foram sub-cultivadas,
utilizando-se PBS para lava-las e ATV (solucdo de tripsina 0,2 % + versene 0,02
%, Instituto Adolfo Lutz) na proporcdo de 1 ATV: 1 PBS, para desprender as
células da superficie interna do frasco de cultura. Apds o desprendimento das
células, aproximadamente 1,5 mL de meio de cultura completo foi adicionado
ao frasco de cultivo de tecido para a inativagdo do ATV, sendo homogeneizado
em seguida. Um volume de 100,0 pL de solucdo contendo células foi utilizado
para semear frascos de cultivo de tecido contendo 10,0 mL de meio de cultura,
sendo incubado a 37°C, o ciclo celular foi de 12 a 24 h sob as condic¢des de
cultivo.

Para o “screening” dosS compostos candidatos a farmacos,
inicialmente foram preparadas duas solugbes estoques, onde 1,0 mg de cada
composto foi solubilizado em DMSO e, em seguida, diluido de 1,0 a 5,0 mL de
meio de cultura. Considerando que a concentracdo final de DMSO junto as
células ndo deve ultrapassar 1,0 % e que o volume de meio de cultura em cada
poco é 100,0 uL. Deste modo, as diluicdes dos complexos e de alguns de seus

ligantes foram feitas como descritas a seguir:
Compostos:

¢ (1) [Ru(dppb)(SpymMe:-N,S);]

MM = 805,9 g mol™

Prepararam-se as solug0es estoques nas seguintes concentragoes:

Solucdo 1: 624,0 pmol L™ Solucdo 2: 62,4 pmol L™

Da solucéo 1 adicionou-se 32,0; 16,0 e 8,0 pL para as respectivas
concentragdes de 200,0; 100,0 e 50,0 pmol.L™.

Da solugdo 2 adicionou-se 40,0; 20,0; 10,0; 5,0; e 2,5 pL para as
respectivas concentragdes 25,0; 12,5, 6,25; 3,0 e 1,5 umol L™.

50



¢ (2) [RUCI(SpymMe,-N,S),NO]
MM = 444,9 g mol™
Prepararam-se as solugdes estoque nas seguintes concentracoes:
Solugdo 1: 749,2 pmol L™ Solugéo 2: 74,9 pmol L™
Da solugdo 1, adicionou-se 26,7; 13,5; 6,7 e 3,3 pL para as
respectivas concentracdes de 200,0; 100,0; 50,0 e 25,0 pmol L™
Da solugdo 2, adicionou-se 17,0; 8,5; 42 e 1,3 pL para as

respectivas concentraces de 12,5; 6,25; 3,12 e 1,0 umol L™.

* (3) [Ru(pic)2(dppb)]
MM = 771,7 g mol™
Prepararam-se as solugdes estoques nas seguintes concentracoes:
Solugéo 1: 645,0 pmol L™ Solugéo 2: 62,5 pmol L™
Da solugdo 1, adicionou-se 31,0; 15,5; 7,7 e 3,8 pL para as
respectivas concentracées de 200,0; 100,0; 50,0 e 25,0 umol L™
Da solugdo 2, adicionou-se 20,0; 10,0; 5,0 e 1,6 pL para as

respectivas concentragdes de 12,5; 6,25; 3,12 e 1,0 umol L™.

¢ (4) [Ru(Gly)(dppb)(4,4°-mebipy)]PFs

MM = 930,8 g mol™

Prepararam-se as solugdes estoques nas seguintes concentragoes:

Solucdo 1: 1074,3 umol L™ Solucdo 2: 107,4 umol L™

Da solucéo 1, adicionou-se as aliquotas de 18,6; 9,3 e 4,6 pL para
as respectivas concentrages: 200,0; 100,0 e 50,0 umol L™.

Da solucédo 2, adicionou-se as aliquotas de 23,3; 11,6; 6,0; 3,0e 1,0
para as respectivas concentracfes: 25,0; 12,5; 6,25; 3,125 e 1,0 pmol L™.
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* (5) [Ru(Gly)(dppb)(fen)]
MM = 926, 9 g mol™
Prepararam-se as solugOes estoques nas seguintes concentracoes:
Solugdo 1: 1079,0 pmol L™ Solugéo 2: 107, 9 pmol L™
Da solucédo 1, adicionou-se as aliquotas de 18,5; 9,3 e 4,6 pL para
as respectivas concentracdes: 200,0; 100,0 e 50,0 pmol L™.
Da solucéo 2, adicionou-se as aliquotas de 23,2; 12,0; 6,0; 3,0e 1,0

para as respectivas concentrages: 25,0; 12,5; 6,25; 3,12 e pmol L™.

* (6) [Ru(Tyr)(dppb)(4,4’-mebipy)]PFs
MM = 1036,9 g mol™
Prepararam-se as solugdes estoques nas seguintes concentragdes:
Solugéo 1: 964,3 pmol L™ Solucéo 2: 96,4 pmol L™
Da solucdo 1, adicionou-se as aliquotas de 20,7; 10,4 e 5,2 uL para
as respectivas concentragdes: 200,0; 100,0 e 50,0 pmol L™
Da solucéo 2, adicionou-se as aliquotas de 26,0; 13,0; 6,5; 3,25 e

1,0 para as respectivas concentrages: 25,0; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,0 pmol L™

* (7) [Ru(Tyr)(dppb)(fen)]PFs
MM = 1032,9 g mol™
Prepararam-se as solugdes estoques nas seguintes concentracdes:
Solucdo 1: 968,2 pmol L™ Solucdo 2: 96,8 pmol L™
Da solucdo 1, adicionou-se as aliquotas de 20,7; 10,3 e 5,2 pL para
as respectivas concentraces: 200,0; 100,0; e 50,0 pmol L™,
Da solucdo 2, adicionou-se as aliquotas de 26,0; 13,0; 6,5; 3,25 e

1,0 para as respectivas concentracdes: 25,0; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,0 pmol L™,
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* (8) [Ru(Trp)(dppb)(fen)]PFq

MM = 1041,9 g mol™

Prepararam-se as solugOes estoques nas seguintes concentracoes:

Solugdo 1: 959,7 pmol L™ Solugéo 2: 96,0 pmol L™

Da solugdo 1, adicionou-se as aliquotas de 20,8; 10,4 e 5,2 uL para
as respectivas concentracdes: 200,0; 100,0; e 50,0 umol L™

Da solucéo 2, adicionou-se as aliquotas de 26,0; 13,0; 6,5; 3,25 e
1,0 para as respectivas concentrages: 25,0; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,0 umol L™

* (9) ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFe

MM = 892,1 g mol™

Prepararam-se as solugdes estoque nas seguintes concentracoes:

Solugdo 1: 560,5 pmol L™ Solugao 2: 56,05 pmol L™

Da solucdo 1 adicionou-se as aliquotas de 36,0; 18,0 e 9,0 uL para
as respectivas concentracdes de 200,0; 100,0 e 50,0 umol L™,

Da solucdo 2, adicionou-se 44,5; 22,0; 11,0; 5,5 e 2,0 yL para as
respectivas concentraces: 25,0; 12,5; 6,25; 3,0 e 1,0 umol L™

e Cisplatina, cis-[Pt(NHs),Cl;] - Controle positivo.

MM = 300,1 g mol™

Prepararam-se as soluc@es estoques nas seguintes concentracées:

Solucdo 1: 833,1 pmol L™ Solucdo 2: 83,31 umol L™

Da solucéo 1 adicionou-se 24,0; 12,0 e 6,0 pL para as respectivas
concentragBes de 200,0; 100,0 e 50,0 pmol L™.

Da solugdo 2 adicionou-se 30,0; 15,0; 7,5; 4,0 e 2,5 para as
respectivas concentragdes de 25,0; 12,5; 6,25; 3,0 € 2,0 umol L™.
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Ligantes:

e (1) dppb
MM = 426,48 g mol™
Prepararam-se as solugdes estoques nas seguintes concentracdes:
Solugdo 1: 1.172,3 pmol L™ Solugéo 2: 117,23 umol L™
Da solucdo 1, adicionou-se 25,6; 17,0; 8,5e 4,25 pL para as
respectivas concentracdes de 300,0; 200,0; 100,0 e 50,0 pmol L™.
Da solugédo 2, adicionou-se 21,3; 10,7; 5,5 uL para as respectivas

concentragdes de 25,0;12,5; e 6,25 pmol L™.

e (2) SpymMe,-N,S
MM = 140,2 g mol™
Prepararam-se a solugdo estoque na seguinte concentracao:
Solugéo 1: 566,0 pmol L™
Da solucdo 1 adicionou-se 44,2; 35,0; 18,0; 9,0; 4,5; 2,0 e 1,0 pL
para as respectivas concentragdes de 300,0; 200,0; 100,0; 50,0; 25,0; 12,5 € 6,0
umol L™,

e (3) HPic
MM = 123,1 g mol™
Prepararam-se as solugdes estoques nas seguintes concentragoes:
Solucdo 1: 812,3 pmol L™ Solucdo 2: 81,2 pmol L™
Da solucéo 1, adicionou-se 37,0; 25,0; 12,5; 6,25; 3,1 e 1,6 pL para
as respectivas concentracées de 300,0; 200,0; 100,0; 50,0; 25,0 e 12,5 umol L™.
Da solucao 2, adicionou-se 8,0; 3,7 e 1,2 uL para as respectivas

concentracdes de 6,25; 3,0 e 1,0 pmol L™
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* (4) bipy
MM = 158,2 g mol™
Prepararam-se as solugOes estoques nas seguintes concentracoes:
Soluco 1: 1.264,2 pmol L™ Solugéo 2: 126,4 pmol L™
Da solucédo 1, adicionou-se 24,0; 16,0; 8,0; 4,0 e 2,0 pL para as
respectivas concentracdes de 300,0; 200,0; 100,0; 50,0 e 25,0 pmol L™.
Da solugdo 2, adicionou-se 10,0; 5,0; 25 e 1,0 pL para as

respectivas concentracdes de 12,5; 6,25; 3,0 e 1,5 pmol L™

e (5) 4,4-mebipy
MM = 184,2 g mol™
Prepararam-se as solugdes estoques nas seguintes concentracoes:
Solugéo 1: 1.085,8 pmol L™ Solucéo 2: 108,6 pmol L™
Da solucédo 1, adicionou-se 28,0; 18,0; 9,0; 4,6 e 2,3 puL para as
respectivas concentracdes de 300,0; 200,0; 100,0; 50,0 e 25,0 pmol L™.
Da solugdo 2, adicionou-se 11,5; 6,0; 2,8 e 1,0 puL para as

respectivas concentragdes de 12,5; 6,25; 3,0 e 1,0 pmol L™

e (6) fen
MM = 180,3 g mol™
Prepararam-se as solugdes estoques nas seguintes concentracdes:
Solucdo 1: 1.098,7 pmol L™ Solucdo 2: 109,9 pmol L™
Da solucao 1, adicionou-se 27,0; 18,0; 9,0; 4,5 e 2,3 uL para as
respectivas concentragdes de 300,0; 200,0; 100,0; 50,0 e 25,0 pmol L™,
Da solugdo 2, adicionou-se 11,4; 5,7; 2,7 e 1,0 puL para as

respectivas concentragdes de 12,5; 6,25; 3,0 e 1,0 pmol L™.

Partindo das aliquotas das solucdes dos compostos citados acima,

os volumes de meio de cultura foram previamente calculados e adicionados em
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cada poco da placa de microcultivo (96 pocos), de forma que completassem um

volume final de 100,0 uL, com as concentragdes finais desejadas.

3.2.2 Ensaio colorimétrico in vitro

Os compostos de 1-9, cisplatina e os ligantes foram testados nas
diferentes linhagens celulares: V79 (ndo tumoral); U251, MCF-7, HelLa, HepG2
e B16-F10 (tumorais), utilizando a metodologia do ensaio in vitro do kit XTT
(ROCHE), de acordo com o fabricante; kit 1: reagente labilizante XTT, 2,3-
bis[2-metoxi-4-nitro-5sulfofenil]-2H-tetrazdlio-5-carboxanilida, 1,0 mg mL™
estéril sem vermelho de fenol; e kit 2: reagente acoplador de elétrons PMS
(metil sulfato de N-metil dibenzopirazina), 0,383 mg mL™ (1,25 mmol L™) em
solucdo tampao fosfato (PBS) estéril.

Para o ensaio foi realizada a contagem das células com auxilio da
camara de Neubauer, de tal forma que fosse possivel a pipetagem de
aproximadamente 10.000 células em 20,0 pL de suspensdo celular. As células
foram expostas a diferentes concentrages dos compostos em placa de 96 pocos
para microcultivo de tecido (estéril), de maneira que completassem um volume
final de 100,0 uL em cada poco. Os compostos foram adicionados em triplicatas
na placa de microcultivo de tecido em diferentes concentracbes, em seguida a
placa de microcultivo foi armazenada em estufa (37°C /5% CO,) por 24 horas.
Protocolo seguido de acordo com NG et al. (2006) e ASHIDI et al. (2010), com
modificacBes. Apds este periodo, 0 meio de cultura contendo os compostos foi
removido, onde adicionou-se 100,0 uL do meio HAM-F10 sem vermelho de
fenol e 50,0 pL de solucao do kit XTT (ROCHE, 2011). A placa de microcultivo
vai novamente para a estufa de B.O.D. (Marconi) permanecendo por um periodo
de 17 horas.
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Apos o periodo de 17 horas, uma solucdo formazan de cor laranja
foi formada, a qual foi espectrofotometricamente quantificada por absorbancia,
utilizando um leitor de multi-placas, (ELISA - Tecan - SW Magalhées vs 5,03
DST 2PC) no comprimento de onda de referéncia entre 450,0 a 620,0 nm. A
quantidade de produto soltvel formado (formazan) foi proporcional ao nimero
de células viaveis, FIGURA 3.1 (SHROTEROVA et al., 2009; BERRIDGE et
al., 2005). O grupo controle negativo foi considerado como 100,0%, de maneira
que os resultados foram expressos em relacdo a porcentagem do controle
negativo. Os resultados obtidos na forma de viabilidade celular foram calculados
para serem expressos em valores de ICs, (concentracdo da droga que €
necessaria para reduzir 50,0 % do crescimento celular), foram estimados
graficamente a partir da curva de dose-resposta de cada composto e do cisplatina
(controle positivo), utilizando o programa Graphpad Prism Software, versao 4,0
(GraphPad Inc., San Diego, CA, EUA). Os resultados foram avaliados levando
em consideracdo todos os controles, positivo (cisplatina e DMSO 25,0 %) e
negativo (controle sem tratamento), FIGURA 3.1. Para verificar o efeito do
solvente DMSO (dimetilsulfoxido), testes de controle de solvente foram
adicionados, uma vez que os compostos foram dissolvidos em uma solugdo <

1,0 % de DMSO.

Viabilidade celular (%) = (Op teste/Op controle) x 100,
onde: Op teste = densidade Gtica dos compostos testados e

Op controle = densidade 6tica do controle.

Valores de indice de seletividade (IS) foram adicionados, 0s quais
foram determinados pela razéo entre os valores de ICs das células ndo tumorais

em relacdo aos valores de 1Cg, das células tumorais:

IS = IC50(cé|u|as nao tumorais)/I C50(cé|u|as tumorais)
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FIGURA 3.1- Ensaio colorimétrico pela técnica XTT. A formacédo de formazan
é proporcional a quantidade de células viaveis, onde Al — A9: baixa viabilidade
celular; H1 — H9: Células viaveis; B10- B12: Controle negativo, celulas 100,0 %
viaveis; C10 — C12: Controle de solvente (DMSO 1,0 %), células 100,0 %
viaveis; D10 — D12: Controle positivo DMSO 25,0 %, baixa viabilidade celular.
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3.2.3 Estudos de interacdo com 0 DNA

Preparou-se uma solucdo de DNA com a adicdo de
aproximadamente 40,0 mg de DNAct (Deoxyribonucleic acid sodium salt from
calf thymus - Tipo 1, Sigma Aldrich) em 20,0 mL de tampéo trizma-HCI (4,5
mM de Trizma HCI, 0,5 mmol L™ de Trizma base e 50,0 mmol L™ de NaCl) a
um pH de 7,1. A concentragdo exata do DNAct foi determinada por
espectroscopia na regido do UV-vis. Em uma cubeta contendo apenas a solugao
tampé@o em um volume de 2.000,0 pL, foram adicionados 80,0 pL da solucdo de
DNAct e, na sequéncia foi realizada a medida. Sabe-se que a absortividade
molar do DNAct em 260,0 nm é 6.600,0 mol™ cm™ L. Desta modo, conhecendo-
se a absorbancia e a absortividade molar em 260,0 nm e o caminho éptico (b =
1,0 cm), determinou-se a concentracdo do DNAct por meio da lei de Lambert

Beer:

Aj60= €260 X b x C

As titulagdes foram realizadas utilizando-se duas cubetas: na cubeta
1 foi adicionado 1.800,0 pL de tampédo trizma e 200,0 pL de DMSO,
correspondendo ao branco e, na cubeta 2 foi adicionado 1.800,0 puL de tampéo
trizma e 200,0 pL da solucdo do composto (9) ct—[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs
previamente preparado em DMSO (concentracdo que nao ultrapasse a Lei de
Lambert-Beer; concentracdo encontrada: 100,0 pmol L™). Consequentemente,
foram feitas adi¢cOes sucessivas de 20,0 puL de DNAct em solugéo (concentragédo
de 4.280,0 pmol L™). As solucées foram homogeneizadas por cerca de 1 minuto,
e, em seguida, registrado 0 espectro por espectroscopia na regido do

ultravioleta/visivel.
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O DNAct em solucdo foi adicionado tanto no branco como na
amostra, com o propdsito de garantir que toda variacdo espectral observada
fosse oriunda da interacdo do complexo com o DNAct. Adicionalmente, o
DMSO foi acrescentado ao branco para descontar qualquer possivel interagdo
que este apresente com 0 DNAct. Na ordem de se obter quantitativamente as
afinidades intrinsecas de ligacdo, a constante K, foi calculada utilizando a
seguinte equacdo (RAMAN at al., 2010):

[DNA] - [DNA] . 1
(€a— &) (€n-%) Ky(ep - &)

Onde :

[DNA]: concentragdo de DNACt;

€, € €p: absortividade molar correspondente a Aqs/[complexo];

gr. absortividade molar final da titulagdo do composto com o
DNACct.

A constante Ky é encontrada plotando um grafico [DNA]/(g,-gf) VS.

[DNA], onde € encontrado pela relacéo entre a inclinacéo e a intersec¢éo da reta.

3.2.4 Estudos de interacédo com a BSA

O estudo de interacdo do  composto  (9) ct-
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]JPFs com a albumina bovina, BSA (Bovine Serum
Albumine, A2153, Sigma-Aldrich), foi realizado por meio da medida de
supressdo da fluorescéncia dos residuos triptofano. Para tanto, foi empregado
uma solucdo 2,5 umol L™ de BSA em tampdo trizma pH 7,4. A extincdo da
intensidade de emissdo dos residuos triptofano em 340,0 nm (comprimento de
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onda de excitacdo 280,0 nm) foi monitorada utilizando composto (9) ct-
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFe como supressor em diferentes concentracoes (1,56;
3,13; 6,25; 12,5; 25,0; 50,0; 100,0 e 200,0 pmol L™), solubilizados em DMSO.

Os experimentos foram realizados em triplicatas empregando uma
placa opaca para cultivo de tecido (96 pocos). Em cada poco foram adicionados
180,0 uL de BSA e 20,0 pL de solucdo do complexo, onde as diferentes
concentragcdes do composto foram avaliadas. As medidas foram efetuadas em
um fluorimetro SpectraMax M3 nas seguintes temperaturas: 295,15; 300,15;
305,15 e 310,15 K (22,0; 27,0; 32,0 e 37,0 °C).

Para o calculo da constante extingdo de Stern-Volmer, K, utilizou-

se a equacao de Stern-Volmer:

_FQ_ -1 + KSV[Q]
F

Onde:

Fo e F: fluorescéncia da BSA na auséncia e na presenca do
composto respectivamente;

[Q]: concentracdo do composto;

O valor de Ky, é obtido plotando um grafico Fo/F vs [Q].

Para a avaliacdo dos parametros de ligacdo e interagdo com a BSA

utilizou-se a equacéo de Scatchard:

Log (Fo —F) - log Ky + nlog[Q]
F

Onde:
Ky : constante de interacdo para a ligagcdo do complexo com a BSA,;

n: numero de sitios de ligacdo entre 0 composto e a BSA,;
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Fo e F: fluorescéncia da BSA na auséncia e na presenca do
composto respectivamente;

[Q]: é a concentracdo do composto;

O valor de K, foi obtido plotando um grafico log(Fy —F)/F vs
log[Q], calculando o antilogaritimo de n.

Com o proposito de se avaliar o tipo de interacdo, incluindo
interacdo hidrofdbica, varios parametros termodinamicos como energia livre de
Gibbs (AG®), variacdo de entalpia (AH®) e varia¢des de entropia (AS°) foram

calculados com base na equacao:
AG®=- RTInK =AH° - T AS°
Onde:
R = constante dos gases (8,314 J mol™* K™)
K = constante de interagdo com a BSA (K)
A variacdo da entalpia (AH®) e a variacdo da entropia (AS°) foram

obtidos a partir da inclinacdo e da interseccdo pelo fator de van't Hoff, plotando

um grafico com InK; vs 1/T:

InKp = - _AH® + _AS°
RT R
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3.2.5 Ensaio de Micronucleo In Vitro

No teste de micronicleo in vitro foi utilizado o composto (9) ct-
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFe, selecionado por apresentar boa reprodutibilidade
em sintese e por ter apresentado potencial atividade citotoxica in vitro em
diferentes linhagens tumorais. Neste experimento, este composto foi testado em
duas linhagens celulares: V79 (fibroblastos de pulmédo de hamster Chinés) e
HepG2 (hepatocarcinoma humano), com o proposito de se averiguar a
citotoxicidade e genotoxicidade in vitro frente as duas linhagens, uma linhagem
saudavel e outra tumoral. Neste sentido, diferentes concentracdes do composto
foram previamente determinadas por um teste piloto em células da linhagem
V79. Neste ensaio foram avaliadas concentracdes de 1,25; 2,5; 5,0 e 10,0 umol
L™ do composto, de modo que foram consideradas citotdxicas as concentragoes
> 2.5 umol L™, Para tanto, as concentracdes estabelecidas foram de 0,32; 0,63 e
1,25 pmol L™ para as duas linhagens celulares. A concentracdo do cisplatina foi
determinada por triagem nas concentracdes de 0,33 (0,1 pg mL™); 3,33 (1,0 ug
mL™?) e 33,33 pmol L* (10,0 ug mL™?). A concentracdo estabelecida de
cisplatina foi de 3,33 pmol L™, a qual foi genotéxica, porém com auséncia de
citotoxicidade. A concentracdo de MMS (metilmetanosulfonato), utilizada como
controle positivo foi baseada na literatura, de acordo com FRANKE et al.
(2005).

As concentracdes de 0,32; 0,62; 1,25 pmol L™ foram preparadas a
partir de uma solucéo estoque de 20,0 umol L™. O cisplatina, cis-[Pt(NH3).Cl]
(droga de referéncia), foi utilizada como controle positivo na concentracdo de
3,33 pmol L™, assim como 0 MMS (metilmetanosulfonato) em solugdo tampéo
fosfato na concentragdo de 400,0 umol L™ (FRANKE et al, 2005).
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3.2.5.1 Células V79

Para a realizag&o do ensaio do microndcleo in vitro, 500.000 células
foram previamente semeadas em frascos de cultivo de tecido e incubadas por 25
horas em estufa B.O.D. a 36,5°C anteriormente aos tratamentos. Passadas 25
horas, 0 meio de cultura completo foi retirado e entdo foram adicionados 5,0 mL
de meio de cultura sem soro bovino fetal. As culturas celulares foram
submetidas aos diferentes tratamentos: complexo em teste, controle positivo e
controle negativo, as quais foram incubadas por 3 horas a 36,5°C em estufa
B.O.D., segundo FENECH (2000).

Terminado o periodo de tratamento, as culturas celulares foram
lavadas com PBS. Apos o descarte do PBS foram adicionados aos frascos de
cultivo de tecido, 5,0 mL de meio de cultura completo e citocalasina B (Ctb: 3
ng mL™), substdncia que age inibindo a actina no final da divisdo celular,
bloqueando assim a citocinese. A citocalasina B impedird a separacdo das
células-filhas, resultando em células binucleadas para analise no experimento.
Apos as 17 horas de incubacéo, as preparacdes das células binucleadas para a
analise convencional de micronucleos foram obtidas e preparadas de acordo com

MENOLLI et al., 2001, segundo os procedimentos a seguir:

a) Transfere-se 0 meio de cultura para tubos de centrifuga
identificados e lava-se cada frasco de cultura com 5,0 mL de PBS,
descartando 0 mesmo apo0s a lavagem;

b) Adiciona-se 0,5 mL de uma solucéo 1 PBS:1 ATV em cada frasco
para desprender as células do frasco de cultivo;

¢) Coloca-se 5,0 mL do meio de cultura + PBS que estava no tubo de
centrifuga, no frasco de cultivo para inativacdo do ATV e logo
apos, o meio deve ser devolvido para seu respectivo tubo de

centrifuga;
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d) Centrifuga-se a 900 rpm por 5 minutos, despreza-se 0 sobrenadante
até restar 1,5 mL e desfaz-se o pellet;

e) Adiciona-se 1,5 mL de solucdo hipoténica (citrato de sodio) pela
parede do tubo, divulsionando suavemente;

f) Centrifuga-se novamente a 900 rpm por 5 minutos, descarta-se 0
sobrenadante e homogeneiza-se o sedimento;

g) Acrescenta-se 5,0 mL de fixador recem-preparado (3 metanol:1
acido acético) por 24 horas;

h) Apdés 24 horas, centrifuga-se a 900 rpm por 5 minutos;

1) Retira-se o sobrenadante utilizando uma pipeta Pasteur, deixando a
guantidade  suficiente para a confeccdo das laminas

(aproximadamente 0,5 a 0,3 mL).

As laminas de microscopia foram previamente limpas e imersas em
agua destilada gelada. Duas a trés gotas da suspensao celular foram gotejadas na
lamina inclinada. Ap6s um periodo para a secagem das laminas, a temperatura
ambiente, foi procedida a colora¢do das mesmas em solucéo de Giemsa a 3,0 %
diluida em tampéo fosfato (pH 6,8) por 5 minutos, lavadas na sequéncia com
agua destiladas e secas ao ar. A analise das células foi feita por microscopia

Optica sob objetiva de imersdo (aumento:1000 X).
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3.2.5.2 Células HepG2

Para a realizacdo do ensaio do micronucleo em células HepG2,
500.000 células foram previamente semeadas em frascos de cultivo de tecido e
incubadas por 24 horas em estufa de CO, (5,0 %) a 37 °C e 96,0 % de umidade
relativa, anteriormente aos tratamentos. Apds 24 horas, o0 meio de cultura
completo foi retirado. Em seguida, foram adicionados 5,0 mL de meio de
cultura, onde as culturas celulares foram submetidas aos diferentes tratamentos;
estas foram novamente colocadas em estufa a 37°C com 5,0 % de CO, por mais
24 horas. Terminado o periodo de tratamento, as culturas celulares foram
lavadas com PBS e, em seguida, foram adicionados aos frascos de cultivo
celular 5,0 mL de meio de cultura completo e 50,0 pL da solugéo de citocalasina
B (Ctb: 3,0 ug mL™), substancia que age inibindo a actina no final da divisdo
celular, bloqueando assim a citocinese. Passadas mais 24 horas, as preparacdes
das células binucleadas para a analise convencional de micronucleos foram
obtidas e preparadas segundo MENOLI et al. (2001), os procedimentos de
preparacao das laminas foram os mesmos realizados para a linhagem V79.

Para proceder com a coloracdo, uma solucédo trabalho de Acridina
Orange foi preparada na concentragdo de 40,0 pg mL™?, diluida em é&gua
destilada. Para a leitura da lamina, aplicou-se aproximadamente 2,0 mL desta
solucdo trabalho na lamina (com pipeta Pasteur) no momento da leitura,
deixando por 2 minutos. Com a lamina ainda molhada, uma laminula foi
colocada sobre a mesma, onde a parte superior foi limpa. Em seguida foi
procedida a leitura em microscopia de fluorescéncia, combinando luz azul
(488,0 nm) e filtro amarelo (575,0 nm).
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3.2.5.3 Analise das laminas

Nas diferentes concentragdes do complexo (9) ct-
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PF¢ testadas em células das linhagens V79 e HepG2,
foram analisadas as frequéncias de micronicleos em células binucleadas
(CBNMN’s) e o Indice de Divisdo Nuclear (IDN) em microscopio.

Para a analise da genotoxicidade em celulas V79 e HepG2, foram
contabilizadas 1.000 células binucleadas para cada cultura a um total de 3.000
células por tratamento. A frequéncia de células binucleadas micronucleadas
(CBNMNs) foi distribuida de acordo com a quantidade de micronucleos, 0, 1, 2
e 3 ou mais micronucleos (FENECH, 2000).

A citotoxicidade foi mensurada pelo indice de divisdo nuclear
(IDN), calculado de acordo com EASTMOND e TUCKER (1989) utilizando a

seguinte formula:

IDN = [M1 + 2(M2) + 3(M3) + 4(M4)]
N

Onde:
M1 — M4 é o nimero de células com 1, 2, 3 e 4 ndcleos,
respectivamente;

N é o nimero total de células contabilizadas.
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FIGURA 3.2- Fotomicrografia dptica de uma célula V79 (fibroblasto de pulméo
de hamster Chinés) binucleada, contendo um micronucleo (Giemsa; aumento:

1000 x. Fonte: Acervo do Laboratorio de Mutagénese e Antimutagénese).

Nicleos
’ Micronucleo

FIGURA 3.3- Fotomicrografia optica de uma célula HepG2 (hepat6cito tumoral

humano) binucleada, contendo um micronucleo (Acridina Orange; aumento:
1000 x).

3.2.5.4 Analise estatistica

Em todos os experimentos de genotoxicidade in vitro, os resultados
obtidos foram analisados estatisticamente por analise de variancia para
experimentos inteiramente aleatorizados, com o célculo da estatistica F e de seu
respectivo “p-value”. Nos casos em que p < 0,05, as medias de tratamentos
foram comparadas pelo método de Tukey, com o calculo da diferenca minima

significativa para o = 0,05.
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3.3. SISTEMA-TESTE IN VIVO

3.3.1 Animais

Para realizacdo dos experimentos, foram utilizados camundongos
machos Swiss mus musculus e camundongos C57BL/6 com aproximadamente
25 g p.c. (peso corpdreo), provenientes do biotério do Campus de Ribeirdo Preto
da Universidade de S&o Paulo. Os animais foram mantidos em caixas plasticas
em uma sala experimental, sob condi¢bes controladas de temperatura (23 + 2
°C), umidade (50 + 10 %), em ciclo claro-escuro de 12 horas e com acesso ad
libitum a racdo e agua. Os protocolos de tratamentos em animais realizados
neste trabalho foram submetidos & Comissdo de Etica em Uso de Animais
(CEUA) da Universidade de Franca (UNIFRAN), estando de acordo com a Lei
Federal n® 11.794 de 08/10/2008 e com as resolu¢bes do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), processo n® 001/11 e processo
n® 023/13.

3.3.2 Tratamento dos Animais

Os ensaios de micronucleo em sangue periférico e medula 6ssea e
cometa em hepatdcitos foram realizados com camundongos machos Swiss, onde
foi avaliado o composto (9) ct—[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs. As diferentes doses
deste composto foram determinadas por um ensaio piloto de micronucleo em
sangue periférico, onde foram utilizados diferentes grupos de tratamento
contendo 2 animais por grupo. A via de administracdo foi intraperitoneal (i.p.)
(0,3 mL/animal), nas doses de 7,5; 15,0; 30,0 e 60,0 mg kg" p.c. (peso
corpéreo) e o cisplatina na dose de 6,0 mg kg™ p.c (a definir como controle

positivo) e agua (controle negativo).
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Para o0 ensaio de microndcleo em medula 6ssea e de cometa em
hepatocitos, os animais foram divididos em grupos de tratamentos contendo 6
animais, onde as diferentes doses do composto (9) ct-
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs, (0,625; 1,25; 2,5 e 5,0 mg kg™ p.c.), dos grupos
controles negativo (4gua) e positivo (cisplatina, 1,5 mg kg* p.c.
metilmetanosulfonato 40,0 mg kg™) foram incluidas. A dose do cisplatina foi
definida por meio de uma triagem, a fim de que se encontrasse uma dose que
demonstrasse efeito genotoxico, porem com auséncia de citotoxicidade.

O experimento antitumoral in vivo foi realizado com camundongos
C57BL/6, onde o composto (9) ct—[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs foi avaliado.
Para este experimento os animais foram divididos em grupos de tratamentos

contendo 6 animais, onde os grupos de tratamento utilizados foram:

a) controle negativo (sem implante tumoral, sem tratamento);

b) controle solvente (com implante tumoral, tratamento com solucdo de
DMSO a 1,0 %,)

c) composto (9) ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs nas dose de 5,0 mg kg™
p.c. (com implante tumoral e tratamento com o complexo diluido em
DMSO a 1,0 %);

3.3.3 Ensaio de Micronucleo In Vivo

O teste de micronucleo foi realizado de acordo com a OECD 474 de
1997 e HAYASHI et al., (2000). Para tanto, foram utilizados os sistemas-teste
em amostras de sangue periférico e medula 6ssea de camundongos Swiss hum
ensaio agudo, extraidas 24 h apds a administracdo da droga, com posterior

analise das laminas em microscopio. A diluicho do complexo (9) ct—
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[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PF¢ foi feita em agua destilada, na forma de diluicédo
seriada nas diferentes doses utilizadas (0,625; 1,25; 2,5 e 5,0 mg kg™ p.c.).

3.3.3.1 Sangue periférico

Para obtencdo de PCEMNSs, FIGURA 3.4, utilizou-se a técnica de
MACGREGOR et al. (1980), a qual consiste nos seguintes procedimentos:
a) Corta-se a ponta da cauda dos animais e goteja-se 0 sangue
diretamente sobre as laminas secas;
b) Faz-se o esfregaco do material;
c) Apos a secagem do material, fixa-se em metanol por cinco minutos;
d) Apds 24 h, cora-se com Giemsa diluido em solucdo tampéo fosfato

pH 6,8 na propor¢cdo de 1:10 por vinte minutos.

FIGURA 3.4 — Eritrdcito policromatico micronucleado (A), sem micronucleo
(B) e eritrocito normocromatico sem micronucleo (C) de sangue periférico
(aumento: 1000 x; Giemsa. Fonte: Acervo do Laboratorio de Mutagénese e

Antimutagénese).
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3.3.3.2 Medula 6ssea

Para obtencdo de eritrocito policromatico micronucleado
(PCEMNSs; FIGURA 3.5) foi utilizada a técnica de MACGREGOR et al. (1987),

cujos procedimentos séo:

a) Ap6s a eutanasia dos animais por Tiopental sédio (0,84 g kg™ p.c.),
retira-se os fémures, limpa-se com gazes e corta-se as epifises;

b) Introduz-se a agulha da seringa contendo 0,5 ml de soro bovino
fetal no canal medular, onde lava-se dentro de um tubo de
centrifuga contendo 2,0 ml de soro. Homogeiniza-se o material;

¢) Centrifugar-se a 900 rpm por 5 minutos, despreza-se o sobrenadante
e divulciona-se o “pellet” com uma pipeta Pasteur;

d) Coloca-se uma gota de material sobre as laminas secas;

e) Realiza-se o esfregaco com uma laminula;

f) Seca-se e se fixa em metanol por cinco minutos;

g) Apos 24 h, cora-se com Giemsa diluido em tampao fosfato pH 6,8

na proporc¢éo 1:30 por cinco minutos.
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FIGURA 3.5 - Eritrocito policromatico micronucleado (A), eritrécito

policromatico (B) e eritrécito normocromatico (C) de medula o6ssea (aumento:
1000 x; Giemsa).

3.3.3.3 Analise das laminas

As frequéncias de Eritrécitos Policroméaticos Micronucleados —
PCEMNSs, foram obtidas por meio da analise de 2000 Eritrdcitos Policromaticos
- PCEs por animal, nas amostras de medula déssea coletadas 24 h ap0s o0s
tratamentos, em microscopia de luz sob imerséo (HAYASHI et al., 2000).

A citotoxicidade foi calculada pela analise de 400 eritrocitos por
animal conforme descrito a sequir (MERSCH-SUNDERMANN et al., 2004).

PCE /( PCE + NCE)

Nas analises de micronicleo 2000 células (Eritrocitos
Policromaticos- PCEs) foram analisadas por animal, destas 2000 células
contabilizou-se quantas apresentaram microndcleo. Como foram utilizados 6

animais por grupo de tratamento, como requerem os guidelines (HAYASHI et
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al., 2000; KIRSCH-VOLDERS et al., 2011), foram analisadas 12.000 células

por tratamento.

3.3.4 Ensaio Cometa

A obtencéo dos hepatdcitos de camundongos Swiss para a analise
de danos no DNA, foi realizada de acordo com protocolo proposto por SINGH

et al. (1988), cujos procedimentos séo:

a) Ap6s a eutanasia dos animais por Tiopental sédio (0,84 g kg™ p.c.),
retira-se o figado;

b) Picotam-se aproximadamente 0,4 g de tecido em 1800 uL de
solucdo de Hanks (mistura de sais enriquecida com aminoacidos,
vitaminas e outros componentes) + 200 uL de DMSO;

c) Filtra-se através de gase e recolhe-se o filtrado;

d) Preparam-se as laminas.

As laminas com agarose normal 1,5% (CAS:9012-36-6, Invitrogen)
sdo previamente preparadas para sua utilizagdo no experimento. Transferiu-se
20,0 uL do material homogeneizado para um microtubo; misturou-se com 120,0
uL de agarose 0,5 % (CAS:9012-36-6, Invitrogen) de baixo ponto de fusdo
(LMP); cobriu-se com laminulas onde foram mantidas em geladeira durante 20
minutos. Apos este periodo, as laminulas foram retiradas e as laminas foram
colocadas em cuba horizontal com solucéo de lise (2,5 mol L™ NaCl, 100,0 mM
EDTA, 10,0 mmol L™ Tris, 1% Lauril sarcosinato de sédio, 4gua deionizada, 1,0
mL Triton X-100, 10 mL DMSQ) por 24 h, na geladeira.

Apos este periodo, as ldaminas da solucédo de lise foram retiradas e

transferidas para a cuba de eletroforese. Adicionou-se tampdo de eletroforese
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(300,0 mmol.L™ NaOH, 1mmol.L™ EDTA, 4gua deionizada), onde as laminas
permaneceram descansando por 20 minutos permitindo o desenrolamento do
DNA, em seguida uma corrente foi aplicada (300,0 mA e 25,0 V); por 20
minutos permitindo a migracdo dos fragmentos de DNA. Apos este tempo as
laminas foram retiradas da cuba e mergulhadas em tampé&o de neutraliza¢ao (0,4
mmol.L™ Tris, 4gua deionizada) por 15 minutos. Apds secar ao ar, procedeu-se a
fixagcdo em etanol absoluto por 10 minutos.

A anélise das laminas foi feita apds coloragdo com Syber green
(20,0 pL.mL™), em microscopio de epi-fluorescéncia Zeiss (Germany), usando
um filtro de excitacdo de 515,0 — 560,0 nm e um filtro de emissdo de 590,0 nme
objetiva de 40 X sob imersdo. Foram capturadas aleatoriamente 50 imagens de
nucleodides integros e em forma de cometa, FIGURA 3.6. As imagens foram
analisadas pelo programa Comet Imager 2.2. Os parametros considerados foram:
a porcentagem de DNA na cauda do cometa (% DNA), o Tail Moment (TM), e
Tail Length (TL).

® Comet Imager 2.2

Exp.: DEMOCOMET Dose. Repetition: 1

Cnl/Rej en niensity Tail Length:
Total: Tail Moment:
4 Tail Moment Olive: 16,22
Tai 5 : %DNA

FIGURA 3.6 - Imagem cometa do programa Comet Imager, demonstrando 0s
parametros analisados pelo programa: porcentagem de DNA (% DNA), o Talil
Moment (TM) e Tail Length (TL).
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Dos parametros Tail Moment (TM) e Tail Length (TL)
mencionados na FIGURA 3.6, calculados pelo programa Comet Imager 2.2,

foram feitas as seguintes correlacGes para cada nucledide de cada hepatdcito:

- Tail Moment (TM) = Intensidade da cauda x Comprimento da cauda
Intensidade total

- Tail Length (TL) = (Posicéo final da cauda — Posicéo final da cabeca).

3.3.5 Ensaio antitumoral in vivo em modelo de

transplante singénico

Para o0 desenvolvimento deste trabalho foi utilizada a linhagem
celular de melanoma murino (B16-F10), gentilmente cedida pelo Prof. Dr.
Claudio Costa Neto do Departamento de Bioquimica da Faculdade de Medicina

da Universidade de Sdo Paulo (USP), Ribeirdo Preto. As células encontram-se

estocadas em nitrogénio liquido (-195°C), em aliquotas de 1,0 10° células mL™
em uma solucdo de congelamento composta de 50,0 % de meio de cultura (Ham
F10 + DMEM, na proporcéo 1:1, Sigma-Aldrich), 40,0 % de soro bovino fetal
(Nutricell) e 10% de DMSO (Sigma-Aldrich).

Para a realizacdo dos experimentos as células foram descongeladas
e colocadas em cultivo em meio de cultura (Ham F10 + DMEM, na propor¢éo
1:1, Sigma-Aldrich), suplementado com 10,0 % de soro bovino fetal (Nutricell),
1,2 g mL" de bicarbonato de sddio (Sigma-Aldrich), 0,1 g mL™ de
estreptomicina (Sigma-Aldrich) e 0,06 g mL™ penicilina (Sigma-Aldrich).
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As células foram cultivadas em monocamada em 10 mL de meio de

cultura utilizando-se frascos descartaveis de 25,0 cm’ de érea (Corning) a 36,5°C
em estufa de B.O.D. (Fanem). A cada dois ou trés dias, as células foram sub-
cultivadas, usando-se PBS (Phosphate Buffered Saline) para lava-las e ATV
(solucdo de tripsina 0,2 % mais versene 0,02 %, Instituto Adolfo Lutz) na
proporcdo de 1 ATV: 1 PBS, para desprender as células da superficie interna do
frasco de cultura. Apds o desprendimento das células, aproximadamente 1,5 mL
de meio de cultura completo (10,0 % de soro bovino fetal) foi adicionado ao
frasco, como proposito de inativar o0 ATV e em seguida a solugdo contendo as

células é homogeneizada.

3.2.5.1 Avaliacao de viabilidade celular

Anteriormente ao implante das celulas tumorais B16-F10, foi
realizada a avaliacdo da viabilidade celular. Para tanto, 0 metodo de exclusao
por Trypan blue foi utilizado. As celulas B16-F10 foram lavadas com PBS e
tripsinizadas das garrafas por acdo da solucdo ATV, mantidas entdo por 3
minutos a 37,0 °C, e em seguida, a solucéo foi neutralizada com meio de cultura
(Ham F10 + DMEM, na propor¢do 1:1, Sigma-Aldrich). Em seguida, foram
utilizados 10,0 pL de uma solucdo recém-preparada de corante Trypan blue
diluido em agua destilada (0,4 %). Esta solucdo foi misturada com 10,0 pL da
suspenséo de células B16-F10 sobre uma lamina de microscopia, na sequéncia a
mistura foi recoberta com uma laminula. As células ndo-viaveis ficaram coradas
em azul e as vidveis permaneceram transllcidas. Para serem consideradas
viaveis, as amostras celulares utilizadas nos implantes tiveram que apresentar
uma viabilidade celular > 85,0 % (TSUBQY et al., 2007).
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3.3.5.2 Implante e avaliacdo tumoral

Para inducdo do tumor, aproximadamente 1,0 10° de células foram
suspensas em 100,0 uL de meio de cultura foram implantadas, aplicadas via
subcutanea (s.b.) no dorso lateral direito dos camundongos C57BL/6. Para tanto,
os camundongos foram depilados previamente na regido do dorso, de forma que
foi possivel acompanhar o desenvolvimento tumoral no local onde as celulas
foram implantadas (WORKMAN et al.,, 2010). Quando o tumor atingiu
aproximadamente 100,0 mm®, que ocorreu cerca de 20 dias apés o implante
celular, os animais receberam os diferentes tratamentos em um volume de 100,0
pL/animal a 1,0 cm do tumor, durante cinco dias consecutivos, uma vez ao dia.
A dose do complexo (9) ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs utilizada neste
experimento, foi escolhida por meio dos ensaios de micronucleo em medula
0ssea e cometa em hepatocitos de camundongos Swiss.

O peso corporeo, consumo de agua e tamanho do tumor dos animais
foram avaliados diariamente, durante todo o experimento. Para medir o tamanho
do tumor foi utilizado um paquimetro, FIGURA 3.7. O volume do tumor (mm?)

foi calculado de acordo com a seguinte equacdo (MORINAGA et al., 2002):

V (mm®= [comprimento (mm) x largura (mm)?]
2
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FIGURA 3.7- Camundongo C57BL/6 macho com desenvolvimento de
melanoma. Na foto observa-se um tumor solido resultado da inducdo tumoral

por implante de células tumorais de melanoma murino B16-F10.

Para a entanasia foi utilizado Tiopental sédico (0,84 g kg™ p.c.) 24
h ap6s o ultimo tratamento. Realizada a eutanasia, tumor, rins, baco, figado e o
cérebro de cada animal foram coletados, pesados e encaminhados para o setor de
histologia da Universidade de Franca para a preparacdo das laminas dos tecidos.
A anélise histopatologica foi realizada pela Profé. Dr2 Geodrgia Modé
Magalh&es. Para a analise histopatoldgica, os tecidos foram colhidos, fixados em
formol tamponado e, posteriormente, adicionados em solucdo de alcool a 70,0
%, clarificados em xilol e incluidas em parafina. Foram utilizados cortes de 5,0
pum de espessura corados com hematoxilina e eosina e tricomico de Gomori para
proceder as andlises das laminas (BANCROFT e COOK, 1994). As laminas
foram analisadas qualitativamente e as estruturas dos tecidos quantificadas
através de estereologia.

De cada tecido foram retirados cinco cortes com 5,0 um de
espessura de diferentes partes, analisando cinco campos aleatorios em aumento

de 40x, perfazendo um total de 25 areas analisadas nos tecidos de cada grupo
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(OLIVEIRA et al., 2007). Foram consideradas células necrosadas, pleomorficas,
hipercromaticas, exibindo bi-nucleacdo, anisocariose, areas de necrose e areas
com coagulacdo (PAULA et al., 2008).

3.3.6 Analise estatistica

Em todos os experimentos de genotoxicidade in vivo e ensaio
antitumoral in vivo, os resultados obtidos foram analisados estatisticamente por
analise de variancia para experimentos inteiramente aleatorizados, com o célculo
da estatistica F e de seu respectivo “p-value”. Nos casos em que p < 0,05, as
médias de tratamentos foram comparadas pelo método de Tukey, com o calculo

da diferenga minima significativa para o = 0,05.
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4. Resultados e discussées

Parte 1
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Parte 1- Ensaio colorimétrico in vitro

A avaliacdo dos compostos de ruténio em experimentos de
citotoxicidade em linhagens tumorais de glioblastoma (U251 e MO59)),
carcinoma cervical de colo uterino (HelLa), adenocarcinoma mamario humano
(MCF7), hepatocarcinoma (HepG2), e melanoma murino (B16-F10), e ndo
tumoral fibroblasto de pulméo de Hamster Chinés (V79), consistiu na primeira
etapa experimental deste trabalho de doutorado. Desta maneira, 0s critérios da
atividade destes complexos foram estabelecidos considerando os resultados
promissores para a triagem, aqueles que em menores concentracdes pudessem
inibir 50,0 % da viabilidade celular (ICso) em linhagens tumorais disponiveis e,
consequentemente, que exercessem menor efeito citotoxico em células néo
tumorais V79 (exibindo um valor de ICs, inferior aos obtidos nas linhagens
tumorais). Os resultados obtidos para todos os complexos de ruténio foram
avaliados primeiramente em celulas tumorais U251, HeLa e MCF7 e ndo
tumoral V79. Assim, de acordo com os resultados obtidos nas trés primeiras
linhagens tumorais, foi dado seguimento aos experimentos nas demais linhagens
disponiveis. Os resultados obtidos para todos os complexos foram comparados
em relacdo ao cisplatina, uma vez que o cisplatina é um quimioterapico
inorganico de referéncia no tratamento do cancer. Adicionalmente, valores de
indice de seletividade (IS) foram analisados.

Os compostos de ruténio (1) [Ru(SpymMe,-N,S),(dppb)] e (2)
[RuCI(SpymMe,-N,S),NQ], passaram por avaliacdo do potencial citotoxico pelo
método XTT em linhagens celulares tumorais U251, HeLa e MCF7 e ndo
tumoral VV79. Na TABELA 4.1 os resultados estdo representados por valores de
ICso e de indice de seletividade (IS). Na FIGURA 4.1, os gréaficos ilustram a

viabilidade celular em relacdo as concentra¢es dos compostos avaliadas.
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TABELA 4.1 - Valores de ICs, obtidos dos compostos (1) [Ru(SpymMe,-
N,S),(dppb)] e (2) [RuCI(SpymMe;-N,S),NO] em células V79, HelLa, U251 e
MCF7

ICso (umol L™ + Erro padrao) (IS)

Compostos V79 U251 HelLa MCF7
SpymMe,-N,S >200,00 > 200,00 > 200,00 >200,00
dppb >200,00 > 200,00 > 200,00 >200,00
1 75,0 £0,00 > 200,00(-) > 200,00 (-) 91,65 + 0,64 (0,8)
2 22,35+0,28 >200,00(-) 18,73+0,38 (1,2)  5,20+0,72 (4,3)
Cisplatina 10,40 +0,08 2551 +159(0,4) 31,43+0,35(0,3) 79,19 +0,23 (0,1)

ICso: concentracdo da droga que inibe 50 % a viabilidade celular; SpymMe,-N,S:4,6-dimetil-
2-mercaptopirimidina; Cisplatina: cis-[Pt(NHs).Cl,]; SEM: Média + erro padréo;

IS = IC50(células nao tumorais)llCSO(células tumorais);

Periodo de incubagéo: 24 h.
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FIGURA 4.1- Efeito dos compostos 1 e 2 sobre a viabilidade celular das
linhagens V79 , U251 e Hela, onde as viabilidades estdo representadas por
média e desvio padrdo (Média £ DP); (A): (1) [Ru(SpymMe,-N,S),(dppb)] e
(B): (2)[RuCIl(SpymMe,-N,S),NO].
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Como pode ser observado na TABELA 4.1, FIGURA 4.1, o
composto (1) [Ru(SpymMe,-N,S),(dppb)] ndo exibiu citotoxicidade em células
tumorais U251 e Hela, porém foi citotoxico em células ndo tumorais V79. Em
relacdo ao ligante SpymMe,-N,S, este ndo mostrou citotoxicidade nas células
tumorais avaliadas. O composto (1) [Ru(SpymMe,-N,S),(dppb)] exibiu maior
atividade na linhagem MCF7 em relacdo ao seu ligante e as outras linhagens
célulares, ndo mostrando um indice de seletividade expressivo em relacdo as
células V79. O cisplatina apresentou valores de 1Cso menores quando comparado
a este composto, porém os valores de indice de seletividade em relagdo as
ceélulas V79 ndo foram expressivos.

No que se refere aos resultados do composto (2) [RuCl(SpymMe,-
N,S),NO] que contétm o mesmo ligante (SpymMe,-N,S) que o composto (1)
[Ru(SpymMe;-N,S),(dppb)], mas acrescido de NO em sua esfera de
coordenacdo, observou-se que 0 mesmo apresenta maior citotoxicidade em
células HeLa e MCF-7, com valores de ICs, de 18,73 e 5,20 pmol Lt
respectivamente. Estes valores de ICsy foram menores em relacdo a linhagem
ndo tumoral V79 (1Cso de 22,35 pmol L™). Os valores de indice de seletividade
apresentados pelo composto (2) [RuCl(SpymMe,-N,S),NQO] indicaram que o
mesmo apresentou citotoxicidade seletiva em células HeLa e MCF7, com IS =
1,2 e 4,3 respectivamente, exibindo vantagens em relacdo ao cisplatina. O
cisplatina exibiu maior citotoxicidade em células saudaveis V79 (ICso = 10,40
umol L™) comparada as células tumorais HeLa e MCF-7 (ICs de 31,43 e 79,19
umol L™ respectivamente), onde os valores de IS em células tumorais ndo foram
expressivos.

Estes resultados podem estar em concordancia com o que tem sido
descrito na literatura, que complexos de ruténio sdo menos toxicos em tecidos

nao tumorais que as drogas a base de platina, apresentando boa atividade em
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células tumorais (BERGAMO et al., 2012; JAKUPEC et al., 2008; YAW et al.,
2005). Um complexo de ruténio contendo NO como ligante, o [RuCI,NO(BPA)]
reportado pelo grupo LERCI em outro trabalho, mostrou interacdo com a
molécula de DNA de células tumorais, levando a fragmentagdo do DNA e
posterior apoptose destas células (HEINRICH et al., 2011). Outra série de
complexos contendo NO foi avaliada pelo grupo de pesquisa LERCI, mostrando
resultados promissores em células de adenocarcinoma de mama de outra
linhagem, a MDA-MB-231, onde se acredita que estes complexos podem ligar-
se ao DNA por intercalagcdo ou, podem causar a apoptose das celulas tumorais
guando o grupo NO é liberado do complexo (GOLFETO et al.,, 2010), vide
TABELA 4.2.

TABELA 4.2 - Valores de 1Csy de alguns compostos de ruténio (l1) contendo
NO como ligante em celulas MDA-MB-231 (GOLFETO et al., 2010)

COMPOSTOS ICso (umol L™ + Erro padrao)
cis-[RUCIl,(NO)(dppp)(py)]PFs 19,00 + 3,00
cis-[RUCIl,(NO)(dppp)(4-Mepy)]PFs 7,40 £ 3,70
cis-[RUuCIl,(NO)(dppp)(4-Phpy)]PFs 7,10+ 1,20
cis-[RUCIl,(NO)(dppp)(dmso)]PFs 12,10 £ 1,40
Cisplatina 63,00 + 5,00

ICso: concentracdo da droga que inibe 50 % a viabilidade celular;
MDA-MB-231: adenocarcinoma de mama; py:piridina; 4-mepy: 4-metilpiridina; 4-Phpy: 4-
fen“pil’idina; CiSp|atinai CiS-[Pt(NH3)2C|2]. IS = ICSO(céIuIas ndo tumorais)“CSO(células tumorais);

Em relacdo as celulas tumorais U251 (glioblastoma), estas néo
apresentaram sensibilidade aos compostos. Esta linhagem de tumor cerebral é
considerada muito resistente, considerando que a maioria dos tumores cerebrais

é insensivel a tratamentos como quimioterapia e radioterapia (MILANO et al.,
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2009). Em publicacgéo recente foi reportado que as células cerebrais ndo fazem
divisdo e expressam apenas pequenas quantidades de receptores de proteinas
(KRATZ e ELSADEK, 2012). LI et al. (2009) publicaram um composto
avaliado em células U251 que induziu a autofagia, além da apoptose, e esta
autofagia ndo exercia efeitos citotdxicos, mas sim efeito neuroprotetor nestas
células.

O composto (3) [Ru(pic),(dppb)] também foi avaliado quanto ao
seu potencial citotoxico in vitro em linhagens tumorais U251, HeLa e MCF7 e
ndo tumoral V79, os resultados estdo representados na TABELA 4.3 por valores
de 1Cso e indice de seletividade (IS), e na FIGURA 4.2 por grafico de

viabilidade celular em relacdo as concentrac6es avaliadas.

TABELA 4.3 - Valores de ICs, obtidos do composto (3) [Ru(pic)2(dppb)] em
celulas V79, U251, HeLa e MCF7

ICso (umol L™ + Erro padrao) (I1S)

COMPOSTOS V79 U251 Hela MCF7
HPic 102,0 3,72 >200,00 >200,00 >200,00
dppb >200,00 >200,00 >200,00 >200,00

3 21,16 +0,52 170,00+ 0,10 (-) 20,04+0,34 (1,0) 4,79 £0,12 (4,4)

Cisplatina 10,40 £0,08 2551+ 1,59 (0,4) 31,43+0,35(0,3) 79,19+ 0,24 (0,1)

ICso: concentracdo da droga que inibe 50 % a viabilidade celular;
Hpic: &cido picolinico; Cisplatina: cis-[Pt(NHz3).Cl,];

IS = IC50(cé|u|as ndo tumorais)/|C50(céIuIas tumorais);

Periodo de incubacdo: 24 h.
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FIGURA 4.2 — Efeito do composto (3) [Ru(Pic),(dppb)] sobre a viabilidade
celular das linhagens V79, U251, HeLa e MCF7, onde as viabilidades estéo

representadas por média e desvio padrédo (Média + DP).

Pode-se observar na TABELA 4.3 e FIGURA 4.2 que 0 composto
(3) [Ru(pic).(dppb)] mostrou efeito citotéxico promissor em células tumorais
MCF7, onde o valor de 1Cs, = 4,79 umol L™ foi significativamente menor que
para a linhagem de células ndo tumorais V79 (ICsy = 21,16 pmol L™),
mostrando um valor de indice de seletividade bastante expressivo, IS = 4,4 .
Estes resultados mostraram vantagens em relacdo ao cisplatina, visto que o
composto (3) [Ru(pic),(dppb)] foi mais ativo em células MCF7 do que o
cisplatina. Este composto também mostrou efeito citotdxico nas linhagens V79 e
HeLa, onde os valores de 1Csq nestas duas linhagens foram bem préximos, 21,16
e 20,04 pmol L™ respectivamente, ndo mostrando seletividade significativa.

Nas células tumorais U251, o composto (3) [Ru(pic).(dppb)]
apresentou um valor de ICsy menor que de seu respectivo ligante, porém este
valor ndo foi expressivo em relacgéo ao cisplatina. O valor de ICso= 170,00 umol
L™ apresentado pelo composto foi maior do que o exibido pelo cisplatina, 1Csg

de 25,51 pmol L™, contudo o cisplatina ndo mostrou seletividade em células
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tumorais. Nestes experimentos, espera-se obter um baixo valor de ICsq em
células tumorais, menor que em células ndo tumorais.

O composto (3) [Ru(pic),(dppb)] foi avaliado em outro trabalho do
grupo, juntamente com outros compostos contendo o anion picolinato como
ligante. Estes compostos mostraram atividade citotoxica promissora em células
tumorais de mama da linhagem MDA-MB-231, TABELA 4.4. (LIMA, 2010;
SOUZAet al., 2007; VON POELHSITZ et al., 2007).

TABELA 4.4 — Valores de 1Cs de alguns compostos de ruténio (I1) contendo

anion picolinato como ligante em células MDA-MB-231

ICso (umol L™) + Erro padréo

COMPOSTOS MDA-MB-231

Hpic >200,00°
(3) [Ru(Pic)2(dppb)] 2,5+1,40
[Ru(pic)(bipy)(dppf)]PFs 0,40+0,102
[Ru(pic)(bipy)(dppp)]PFs 3,30 £0,20°
[Ru(pic)(bipy)(dppe)]PFs 7,60 +0,10°
[Ru(pic)(bipy)(dppm)]PFs 14,58 + 4,47°
[Ru(pic)(bipy)(dppb)]PFs 420+1,50°"
[Ru(pic)(Me-bipy)(dppb)]PFs 1,20 +0,10°"
[Ru(pic)(Cl-bipy)(dppb)]PFs 4,40+ 0,60 "
cis- [Ru(pic)(dppm),]PFs 0,48 +0,13°
cis- [Ru(pic)(dppe).]PFs 0,53+0,16°
Cisplatina 87,50 +12,60°

ICso: concentracdo da droga que inibe 50 % a viabilidade celular; MDA-MB-231.:
adenocarcinoma de mama; pic:anion picolinato; Cisplatina: cis-[Pt(NHs).Cl,]; Periodo de
incubacdo: 48h; *LIMA, 2010; "SOUZA et al., 2007; “VON POELHSITZ et al., 2007.
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Como pode ser observado na TABELA 4.4, os compostos nela
apresentados mostraram potencial atividade citotdxica in vitro para a linhagem
tumoral de mama, MDA-MB-231, novamente exibindo vantagens em relacdo ao
cisplatina, assim como o composto (3) [Ru(pic).(dppb)] mostrou-se ativo em
células MCF7. Esta citotoxicidade seletiva em células tumorais de mama pode
ser explorada em experimentos futuros, no que se refere a atividade destes
complexos sobre a expressdo de proteinas e genes especificos destas células, no
campo da biologia molecular.

Um composto semelhante ao composto (3) [Ru(pic).(dppb)], o
composto [Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs representado na TABELA 4.4, foi
investigado pelo grupo LERCI e colaboradores em outro trabalho. Foram
realizados experimentos de interacdo com o DNA, explorado pelas técnicas de
dicroismo circular (FIGURA 4.3), microscopia de forca atomica (AFM)
(FIGURA 4.4) e medidas de viscosidade, reportado por PAVAN et al., (2011).
De acordo com o que foi descrito, o DNA foi incubado com o complexo durante
24 h, a 37 °C, onde foi observado alteracGes na elipticidade molar do DNA e no
comprimento de onda, indicando que houveram alteragcbes na estrutura
secundaria do DNA, hipotéticamente em consequéncia de interacdes fracas deste
complexo com a molécula do DNA, interacOes estas que podem ocorrer por
ligacdo de hidrogénio. Quanto as medidas de viscosidade, o resultado mostrou
um decrescimo na viscosidade, significando que ndo houve interacéo por ligacéo
covalente entre o complexo e os pares de bases do DNA, como acontece com 0
cisplatina, confirmando a hipotese de interagdes fracas, sejam por ligacdo de

hidrogénio ou por interacdes eletrostaticas.
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FIGURA 4.3 — Espectro de dicroismo circular do plasmideo de DNA pBR322
livie e o plasmideo de DNA pBR322 incubado com o complexo
[Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs por 24 h, a 37,0 °C nas razdes molares 0,1; 0,3 e 0,5
((PAVAN et al., 2011).

FIGURA 4.4 — Imagem de microscopia de forca atbmica (AFM), onde (a):
plasmideo de DNA  pBR322 incubado com o  complexo
[Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs por 24 h, a 37,0 °C e (b): plasmideo de DNA pBR322
livre (PAVAN etal., 2011).
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Pode-se dizer que complexos contendo ligante picolinato e fosfinico
como o composto (3) [Ru(pic)x(dppb)], podem interagir com o DNA por
interacdes fracas. Mesmo assim, ndo se descarta a possibilidade de intercalacéo
com o DNA por interacbes desta ordem, ja que para constatar isso,
experimentos complementares e mais especificos devem ser realizados. Segundo
a literatura é descrito que existem trés tipos principais de interacdo com o DNA:
intercalacdo (insercdo entre as hélices da dupla fita do DNA) (SATHYARAJ et
al.,, 2010; ZHAO et al.,, 2012), ligacdo covalente (como se prople para o
cisplatina) (PIZARRO e SADLER, 2009) e interacdo eletrostatica (como
acontece com complexos catidnicos) (HADJILIADIS e SLETTEN, 2009).
Sendo assim, dependendo das caracteristicas dos ligantes na esfera de
coordenacéo do ruténio e de seu potencial redox, a capacidade de interagir com
0 DNA ¢ alterada, bem como a atividade em células de origem e/ou tecidos
diferentes (BERGAMO et al., 2012).

Os compostos (4) [Ru(Gly)(dppb)(4,4’-mebipy)]PFs;  (5)
Ru(Gly)(dppb)(fen)]PFe;  (6)  [Ru(Tyr)(dppb)(4,4’-mebipy)]PFe;  (7)
[Ru(Tyr)(dppb)(fen)]PFs; (8) [Ru(Trp)(dppb)(fen)]PFs contendo aminoacidos
como ligantes, passaram por avaliacdo de seus potenciais citotoxicos em
linhagens tumorais MCF-7 e HelLa e ndo tumoral V79, onde os resultados estdo
representados na Tabela 4.5 por valores de 1Csqo e de indice de seletividade (IS)
e na FIGURA 4.5, por graficos de viabilidade celular em relacdo as

concentracdes avaliadas.
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TABELA 4.5 - Valores de 1Cs, obtidos dos compostos (4) [Ru(Gly)(dppb)(4.,4°-
mebipy)]PFs;  (5)  Ru(Gly)(dppb)(fen)]PFs;  (6)  [Ru(Tyr)(dppb)(4,4’-
mebipy)]PFe; (7) [Ru(Tyr)(dppb)(fen)]PFe; (8) [Ru(Trp)(dppb)(fen)]PFs nas
linhagens celulares V79, MCF-7 e HelLa

ICso (umol L™ + Erro padréo) (IS)

COMPOSTOS V79 HelLa MCF-7
fen >200,00 > 200,00 > 200,00
4,4’-mebipy >200,00 > 200,00 > 200,00
4 17,20 £ 1,43 150,00 (-) 6,14 + 0,36 (2,8)
5 ~100,00 >200,00 (-) >150,00 (-)
6 44,11 £159 33,14+£0,72(1,3) 13,78 +0,41(3,2)
7 22,31+£0,37 66,30 +2,08(0,3) 33,41+0,77 (0,6)
8 30,62 5,79 83,17+1,24(0,4) 14,01 £0,51(2,2)

Cisplatina 10,40 +0,08 31,43+0,35(0,3) 79,19%0,24 (0,1)

ICso: concentracdo da droga que inibe 50 % a viabilidade celular;
Ci5p|atinai CiS-[Pt(N HS)ZCIZ]; IS = IC50(cé|ulas nao tumorais)/ICSO(céIulas tumorais);
Periodo de incubacéo: 24 h.

92



2001 200+
5 150- & 1507
2 3
[0
O O
> 100 ° 100
g <
S 2
g 504 E 50
> 2 2
O T T T T 0 1 T T 1
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Concentragéo (umol.L%) Concentragéo (umol.L™Y)
A B
125
—©—\V79 .
£100 —+—MCF-7 £
3 —»—Hela =
< 75 T
g 5}
® 3
3 50 S
© =
= o
g 25 S
.S A
C L] L] L] L] O T L] L] T
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200

x 1
Concentrag3o (pmol.LY) Concentragdo (pmol.L™)

Cc

100
75

504

254

Viabilidade Celular (%)

0 50 100 150 200
Concentragéo (pmol.L?)

E
FIGURA 4.5 — Efeito dos compostos 4, 5, 6, 7 e 8 sobre as viabilidades
celulares das linhagens V79, U251 e Hela, representadas por média e desvio
padrdo (Média + DP), onde (A): (4) [Ru(Gly)(dppb)(4,4’-mebipy)]PFs; (B): (5)
Ru (Gly) (dppb) (fen)]PFe; (C): (6) [Ru(Tyr)(dppb)(4,4'-mebipy)]PFe; (D): (7)
[Ru(Tyr)(dppb)(fen)]PF; € (E): (8) [Ru(Trp)(dppb)(fen)]PFs.
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Como pode ser observado na TABELA 4.5 e nos graficos da
FIGURA 4.5, as células tumorais MCF-7 se mostraram mais sensiveis aos
compostos (4) [Ru(Gly)(dppb)(4,4’-mebipy)]PFs; (6) [Ru(Tyr)(dppb)(4,4’-
mebipy)]PFs; e (8) [Ru(Trp)(dppb)(fen)]PFes, do que as células ndo tumorais
V79. Isso significa que estes compostos foram mais citotoxicos para a linhagem
tumoral do que para a linhagem ndo tumoral, mostrando seletividade para
células MCF7, IS = 2,8; 3,2 e 2,2 respectivamente. Os valores de indice de
seletividade foram bastante expressivos, exibindo vantagem em relacdo ao
cisplatina. Sendo assim, estes compostos se mostraram promissores nas
condigOes avaliadas neste experimento.

Para a linhagem tumoral Hela, o0s compostos (6)
[Ru(Tyr)(dppb)(4,4’-mebipy)]PFs;  (7)  [Ru(Tyr)(dppb)(fen)]PFs e  (8)
[Ru(Trp)(dppb)(fen)]PFs foram mais ativos (TABELA 4.5, Gréficos C, D e E da
FIGURA 4.5). Contudo, o composto (6) [Ru(Tyr)(dppb)(4,4’-mebipy)]PFs
apresentou expressiva seletividade, onde o valor de ICs para a linhagem tumoral
HelLa (33,14 umol L) foi menor do que para a linhagem nio tumoral V79
(44,11 pmol L™, respectivamente, indicando um resultado promissor de IS =
3,2. O valor de IS para este composto, nesta linhagem tumoral, mostrou
vantagem em relacé@o ao obtido para o cisplatina (IS = 0,1).

Pode-se considerar que os valores de ICsq do cisplatina para as
linhagens tumorais sdo baixos, e, que isso € desejado quando avaliamos a
citotoxicidade nestas células. Porém, quando comparamos estes valores com 0s
valores de ICsy na linhagem ndo tumoral V79, observou-se que o cisplatina foi
muito citotoxico (ICso de 10,40 umol L™), de modo que os valores de 1S ndo
foram significativos em células tumorais HeLa e MCF-7, IS = 0,3 e 0,1
respectivamente.

Sabe-se que os aminoacidos sdo moléculas organicas disponiveis
em nosso organismo. No entanto, as células tumorais exibem um aumento na

procura de uma variedade de nutrientes, devido ao seu rapido crescimento.
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Desta maneira, 0s aminoacidos sdo particularmente importantes para algumas
vias de sinallizacdo de nutrientes destas células que estdo hiperativas
(CHRISTIE et al., 2002). Assim, os aminoacidos sdo capazes de permear as
membranas celulares, por meio de transporte ativo, podendo atuar como
transportadores de fons metalicos. E descrito na literatura, que as células
saudaveis podem suportar quantidades de aminoacidos maiores que a
nescessaria, porém sdo capazes de utiliza-los ou retira-los a fim de evitar a
introducdo de substancias estranhas no sistema biologico, diferentes das células
tumorais (LAU e SARCKAR, 1971). Considerando o exposto, pode-se inferir
qgue os diferentes aminoacidos complexados ao centro metalico de ruténio,
podem desempenhar o papel de carreadores do complexo para o interior das
células tumorais, transformando-os em espécies citotoxicas, podendo ser
reconhecido por bases de DNA, levando assim a apoptose destas células.

Dos cinco complexos  testados, o0s complexos ()
Ru(Gly)(dppb)(fen)]PFs; (7) [Ru(Tyr)(dppb)(fen)]PFe e (8)
[Ru(Trp)(dppb)(fen)]PFs possuem fenantrolina como ligante, este ligante
confere boa planaridade e pode oferecer uma caracteristica de interacao
intercalante no ‘“groove” da dupla hélice do DNA a estes complexos
(HADJILIADIS e SLETTEN, 2009; NAVARRO et al.,, 2006; THORP e
PECORARO, 1995).

NAKABAYASHI et al. (2004), reportaram que complexos
contendo aminoécidos como ligantes, do tipo [Ru(AA)(phen,)]”, podem interagir
por intercalacdo nas bases pares do DNA, de maneira que a intercalagcdo do
DNA pode ocorrer devido a boa planaridade do ligante orgéanico 1,10-
fenatrolina, mesmo que parcialmente, induzindo a morte celular por apoptose.
De acordo com a literatura citada, complexos de ruténio contendo aminoacidos
podem interagir com o DNA via interacdes eletrostaticas ou por intercalacdo via
hidrogénio do grupo amina do aminoacido e o oxigénio da guanina atraves de
ligacdo de hidrogénio (NAKABAYASHI et al, 2004), estas caracteristicas
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também dependem da natureza dos demais ligantes no complexo. Estes aspectos
indicam que complexos de ruténio contendo aminoacidos, apresentam um
mecanismo de acdo diferente do cisplatina, com a vantagem de serem menos
citotoxicos em tecidos saudaveis, j& que 0s aminoacidos utilizados como
ligantes, ndo sdo estruturas estranhas ao organismo.

Em outro estudo realizado pelo grupo, TABELA 4.6, complexos de
ruténio contendo aminoacidos foram avaliados, onde foram encontrados valores
promissores para a linhagem tumoral de mama MDA-MB231 (ALMEIDA,
2009).

TABELA 4.6 — Valores de I1Cs, de alguns compostos de ruténio (I1) contendo
aminoacidos como ligantes em células MDA-MB-231 (ALMEIDA, 2009)

ICso (umol L™ + Erro padrio)

COMPOSTOS MDA-MB-231
[Ru(L-Met)(bipy)(dppb)]PFs 5015
[Ru(L-Leu)(bipy)(dppb)]PFs 7,1+0,6
[Ru(L-Gly)(bipy)(dppb)]PFs 145+ 0,4
[Ru(L-Lis)(bipy)(dppb)]PFs 16,2+ 1,6
[Ru(L-Try)(bipy)(dppb)]PFs 21,3+25
[Ru(L-Ser)(bipy)(dppb)]PFs 24,1 £ 3,6
[Ru(L-Val)(bipy)(dppb)]PFs 26,2+ 4,0
[Ru(L-Trp)(bipy)(dppb)]PFs 28,2 £1,5
[Ru(L-Ala)(bipy)(dppb)]PFs 28,5+5,.2
Cisplatina 875+12,6

MDA-MB-231: adenocarcinoma de mama; Cislatina: cis-[Pt(NH3),Cl,]; L-Met: L-Metionina;
L-Leu: L-Leucina; L-Gly: L-Glicina; L-Lis: L-Lisina; L-Try: L-Tirosina; L-Ser: L-Serina; L-
Val: L-Valina; L-Trp: Triptofano; L-Ala: L-Alanina. Periodo de incubacéo: 48 h.
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Dos compostos avaliados nos experimentos de citotoxicidade in
vitro neste trabalho, foi possivel observar que 0s compostos (2)
[RuCI(SpymMe2-N,S);:NO], (3) [Ru(pic)z(dppb)], (4) [Ru(Gly)(dppb)(4.4’-
meDipy)]PFs; (6) [Ru(Tyr)(dppb)(4,4’-mebipy)]PFe e (8)
[Ru(Trp)(dppb)(fen)]PFs mostraram seletividade para células tumorais de mama
MCF7. Como foi abordado anteriormente, a seletividade para células tumorais
de mama pode ser explorada em outros experimentos especificos, referente a
atividade destes complexos em relagdo a expressdo de proteinas e genes
especificos destas células no campo da biologia molecular. E descrito na
literatura, que ceélulas tumorais sofrem mutacdes, e, consequentemente nelas
ocorrem a amplificacdo ou inibicdo de genes especificos, assim como a
expressdo ou inibicdo de determinadas proteinas (LACROIX et al., 2006). No
caso de células de cancer de mama, o estrogénio causa fendmenos distintos no
desenvolvimento da impressédo gendmica e dos genes, resultando em alteracdes
persistentes na expressao génica (MCLACHLAN et al, 2001; SPINK).
Oncogenes especificos tém sido identificados em tumores esporadicos, ou seja,
numerosos genes que codificam proteinas envolvidas na regulacdo do ciclo
celular sdo amplificados, superexpressos ou ativados, como c-MYc, ciclina D1,
MDM2, HER-2, como reportado por LACROIX et al. (2006). Desta maneira,
existe a possibilidade destes compostos interferirem na expressao ou inibi¢do de
algum(s) gene(s) especifico(s), que podem ser investigados em outros ensaios.

Outro composto foi avaliado neste trabalho, o composto ct—
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs, um complexo de ruténio que possui CO como
ligante. Este composto foi avaliado quanto a sua atividade citotoxica em células
tumorais MCF7, HelLa, HepG2, B16-F10 e ndo tumoral V79. Os resultados
estdo demonstrados na TABELA 4.7 por valores de 1Csq e indice de seletividade
(IS), e na FIGURA 4.6, por graficos de viabilidade celular em relacdo as

concentracdes avaliadas.
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TABELA 4.7 — Valores de 1Cso obtidos do composto (9) ct—
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs em células V79, MCF7, HelLa, HepG2, MO59J e
B16-F10

ICso (umol L™+ Erro padrao) (1S)

Linhagens celulares "

dppb bipy  Composto 9 Cisplatina
V79 >200 >200 6,74+ 1,06 10,40 £ 0,008
HeLa >200 >200 4,78+0,39(1,4) 31,43 +0,35(0,3)
MCF7 >200 >200 6,50+1,12(1,0) 79,19 + 0,20 (0,1)
HepG2 >200 >200 3,93+1,74(1,7) 10,11 £ 0,71 (1,0)
MO59J >200 >200 4,34+0,13(1,5) 19,67 0,65 (0,5)
B16-F10 >200 >200 2,84+0,64(2,4) 26,51 +0,64(0,4)

ICso: concentracdo da droga que inibe 50 % a viabilidade celular; Cisplatina: cis-
[Pt(NH3)2CL]; IS = ICso(celutas nao tumorais)/ I Cso(celulas tumorais); Periodo de incubagéo: 24 h.
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FIGURA 4.6 — Efeito do composto (9) ct—[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs sobre as
viabilidades celulares das linhagens HepG2, B16-F10, MO59J), MCF7 e Hela,

representadas por meédia e erro padrdo (Media + Erro Padrdo) em relacdo ao

©
o

logaritmo das concentra¢Ges em uma sigmoide de dose-resposta.
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Como pode ser observado na TABELA 4.7 e FIGURA 4.6, o
composto (9) ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs mostrou-se muito ativo em todas
as linhagens tumorais, exibindo baixos valores de ICso com vantagens em
relacdo aos resultados obtidos para o cisplatina, quimioterdpico inorgéanico de
referéncia. Este composto mostrou seletividade para as células tumorais Hela,
HepG2, MO59J e B16-F10, com valores de ICs, de 5,11; 3,93; 4,34; 2,84 umol
L respectivamente, os quais foram menores que o valor de 1Cs, obtido para a
linhagem nédo tumoral V79. Os valores de indice de seletividade em células
tumorais mostraram-se expressivos para as linhagens HelLa, HepG2, MO59] e
B16-F10, onde os mesmos foram superiores aos encontrados para o cisplatina. O
maior indice de seletividade apresentado pelo composto (9) ct-
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFe foi em relacdo as células de melanoma, B16-F10,
onde IS = 2,4. Estes resultados mostraram vantagens em relacéo ao cisplatina, o
qual ndo mostrou valores de indice de seletividade expressivos.

RAJA et al. (2012) reportaram resultados da atividade antitumoral
in vitro para HeLa, onde obtiveram o resultado de 1Cs, = 31,6 pmol L™ para o
complexo [RuCI(CO)(PPh3)L] (onde, L= base de Schiff tridentada monobasica)
em um periodo de incubacéo de 48 h. Se compararmos os resultados para HelLa
da literatura citada com os resultados apresentados neste trabalho, podemos
dizer que o composto (9) ct—[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs apresentou melhor
atividade para esta linhagem celular com um valor de 1Cs, = 5,11 pmol L™,
significativamente menor num periodo de 24 h. Isso pode estar relacionado a
natureza dos ligantes na esfera de coordenacdo do composto que sdo diferentes,
de forma que estas caracteristicas podem contribuir para uma melhor atividade
citotdxica do composto frente as células tumorais.

Em outro trabalho do grupo LERCI, compostos com estruturas
semelhantes a do composto (9) ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs, passaram por
avaliacdo do potencial citotdxico in vitro para a linhagem tumoral MDA-MB-
231, como pode ser observado na TABELA 4.8.
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TABELA 4.8 - Valores de 1Csode alguns compostos de ruténio (I1) contendo CO
como ligante em células MDA-MB-231 (BARBOSA, 2007)

COMPLEXOS MDA-MB-231
ICso (umol L™ + Erro padrao)
tc-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs 2,50
cc-[ RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs 1,90
[RuCI(CO)(dcpe)(Me-bipy)]PFs 0,70
[RuCI(CO)(dcpe)(fen)]PF¢ 0,25
* cis-[RuCl,(dppb)(bipy) 31,30
Cisplatina 63,00

MDA-MB-231: adenocarcinoma de mama; bipy: bipiridina; dcpe: diciclohexilfosfinaetano;
Cisplatina: cis-[Pt(NHs).Cl,]; *Precursor do complexo carbonilico de ruténio;

Periodo de incubacéo: 48 h.

Na TABELA 4.8 pode-se notar que os complexos carbonilicos de
ruténio sdo bem mais ativos do que o seu precursor (sem o CO como ligante) e 0
cisplatina. Sugere-se que o monoxido de carbono como ligante no complexo,
contribui para uma melhor atividade antitumoral em relacdo a outros complexos
gue ndo o possuem coordenado ao ruténio. Os complexos [RuCI(CO)(dcpe)(Me-
bipy)]PFs [RUCI(CO)(dcpe)(fen)]PFs do trabalho citado (BARBOSA, 2007),
apresentam valores de ICso menores que os demais avaliados, os quais podem
estar relacionados a natureza da fosfina, como a dcpe que apresenta maior
basicidade que a dppb (pKagep = 4 € pKagee = 10) (VON POELHSITZ, 2005).

Muitos estudos vém relatando na literatura a respeito de complexos
carbonilicos de metais de transicdo como o [Ru(CO);Cl-glicinato], que podem
liberar o CO em condicdes fisioldgicas (FORESTI et al., 2004; MOTTERLINI
et al., 2003). O uso de monoxido de carbono (CO) como um agente terapéutico

ja foi testado em ensaios clinicos em humanos. A administracdo pré-clinica de
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gas de CO, provou beneficio em modelos animais sobre varias doencas
humanas. No entanto, a utilizacdo de CO gasoso enfrenta sérios obstaculos,
como a sua conhecida toxicidade. A possibilidade da utilizacdo de CO como um
agente terapéutico é a chave para encontrar novas vias para entrega do CO em
tecidos doentes que necessitam de tratamento, sem a formagéo concomitante de
carboxihemoglobina (COHb) em elevados niveis toxicos no sangue. Moléculas
do tipo CO-RMs (CO coordenado a um metal) tém o potencial para tratamentos
seguros, se a liberacdo de CO in vivo puder ser controlada de um modo espacial
e temporal. Varios experimentos com moléculas CO-RMs confirmaram o0s
efeitos benéficos frente a liberacdo do gas CO em diferentes modelos animais
em diferentes doencas, imitando os efeitos terapéuticos do CO gasoso. Ao
demonstrar o principio do tratamento com CO-RMs, estes compostos de
primeira geracdo ainda ndo sdo adequados para 0 uso humano. A utilizagdo de
moléculas (CO-RMs) que liberam CO, como pro-drogas capazes de fornecer CO
para células e tecidos in vivo, constituem uma estratégia valida para reconhecer
0 potencial terapéutico do mesmo. O comportamento bioldgico e quimico de CO
liberado destas moléculas (CO-RM), tem sido motivo de extensas investigacoes,
no sentido de avaliar se moléculas causam efeitos toxicos secundarios apés a sua
administracdo (ROMAO et al., 2012; FORESTI et al., 2004).

Em face do exposto, o interesse na investigacdo de complexos
como o composto (9) ct—-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs, tem o propdsito de
esclarecer alguns aspectos de sua estrutura/atividade em diferentes condicOes
experimentais. Neste sentido, os resultados obtidos para este composto foram
considerados promissores, pois para todas as linhagens tumorais 0 composto
mostrou-se muito ativo, de maneira que o mesmo foi selecionado para a
avaliacdo em outros experimentos in vitro e in vivo descritos a seguir neste

trabalho.
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4.2 Resultados e discussoes

Parte 2
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4.2 Estudo in vitro e in vivo do composto (9) ct-
[RUCI(CO)(dppb)(bipy)]PFe

4.2.1 Estudos de interacdo com o DNA

O composto (9) ct—[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PF¢ foi avaliado quanto
a sua interacdo com o DNA (100,0 pmol L") com a solucdo de DNAct
(Deoxyribonucleic acid sodium salt from calf thymus - Tipo 1, Sigma Aldrich).
A TABELA 4.9 mostra as propriedades do espectro de absorcdo da interagéo
entre 0 composto e o DNAct, assim como a constante K,, porcentagem de
hipocromismo em relagdo a solugdo do composto sem DNAct € 0 Amax
(comprimento de onda utilizado nos calculos de absortividade molar, ¢, € ). A
FIGURA 4.7 representa o espetro UV-Vis da titulagdo do composto em estudo
com o DNAct, onde foi calculada a constante de interacdo K,, plotando um
grafico de [DNA]/(eqs-€f) Vvs. [DNA].

TABELA 4.9 — Propriedades do espectro de absorcdo da interagdo entre o
composto (9) ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs e 0 DNAct, onde os valores estdo

representados por média desvio padréo para Ky e hipocromismo

Composto Ky, (10* L mol™) Hipocromismo (%6) Amax (NM)

ct-[RUCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs 3,78 + 0,36 26,91 + 1,99 322,00

Amax = comprimento de onda utilizado para medir a absorbancia durante a titulacéo.
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FIGURA 4.7 — (A): Espectro de absorcdo do composto (9) ct—
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PF¢ na presenca de adigbGes sucessivas da solucdo de
DNAct. (B): Representacdo da constante K, por meio da plotagem de
[DNAJ/(ea-€r) vs. [DNA].
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Pode ser observado na TABELA 4.9 e na FIGURA 4.7, que 0s
resultados encontrados mostram que o acréscimo da solucdo de DNAct resultou
na diminuicdo da absorbancia em 322,0 nm, exibindo uma caracteristica de
hipocromismo com um valor de 26,91 % em relacdo a titulacdo do composto
com a solugdo tampdo sem o DNAct em solucdo. Sugere-se que 0 composto
interage com o DNAct por interacdes fracas do tipo eletrostaticas, pois €
descrito na literatura que valores de hipocromismo inferiores a 37,0 %
correspondem a este tipo de interacdo. Sendo assim, o percentual de
hipocromismo € comumente associado a forca de ligacdo da interacdo entre o
complexo e 0 DNAct (GANESHPANDIAN et al., 2014; RAJENDIRAN et al.,
2008a; RAJENDIRAN et al., 2008b).

No sentido de comparar quantitativamente as afinidades de ligacéo
com o0 DNA, a constante de ligacdo (Ky) foi calculada. O valor de K, encontrado
para 0 composto (9) ct—[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs foi de 3,78.10" L mol™,
indicando que 0 mesmo interage por interacdes fracas com o DNAct, sugerindo
interacbes do tipo eletrostaticas com o DNAct. Considera-se uma interacdo
forte, quando a constante de interacdo (K,) é da ordem de 10° a 10’, como
reportado na literatura GANESHPANDIAN et al. (2014) e CHAUHAN e
ARJMAND (2007) respectivamente, reforcando o resultado encontrado de
hipocromismo na hipdétese de interacdes eletrostaticas.

Varios complexos metalicos de ruténio foram reportados na
literatura quanto as suas possiveis interagdes com o DNA. Os areno complexos
de Ru(ll), compostos de férmula geral [(n®-areno)Ru(X)(Y)(Z)] tém sido
extensivamente investigados quanto as suas intera¢cbes com o DNA, mas estas
interacbes normalmente apresentam carater monofuncional, onde a base de
coordenacdo do Ru(ll) com a molécula de DNA, pode acontecer no N7 da
guanina, ou por ligacdo de hidrogénio entre uma amina se tiver etilenodiamina
quelada ao ruténio ( LIU et al., 2006).
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RAJA et al. (2012) reportaram as interacdes com o DNA de uma
série de complexos contendo CO como ligante, os complexos de férmula geral
[RuCI(CO)(B)L] (onde, B= PPh; ou AsPh; ou py; L= base de Schiff tridentada
monobasica), onde observaram que 0S mesmos apresentaram interacdes
envolvendo os fosfatos do DNA via atracdes eletrostaticas. No estudo citado,
apenas o complexo [RuCI(CO)(PPhs)L] (onde L= base de Schiff tridentada
monobasica, derivada de 4-aminoantipirina e salicilaldeido) apresentou maior
afinidade com o DNA, mesmo assim, os autores relataram que a interagdo com o
DNAct no experimento apresentou valor de K, = 2,47 10* L mol™, um valor
menor que a constante de ligagdo de 10’ encontrada para o brometo de etideo,
um intercalador classico (CHAUHAN e ARIMAND, 2007).

Considerando que o composto (9) ct—[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs &
um complexo carbonilico de ruténio com estrutura similar a dos compostos
citados, sugere-se que este pode interagir por interaces fracas com o DNA do
tipo eletrostaticas, dado os valores de hipocromismo de 26,91 % e de constante

de interagdo, K, = 3,78 10° L mol™, encontrados.

4.2.2 Estudos de interacdo com a BSA

O composto (9) ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs foi avaliado quanto
a sua interacdo com a albumina bovina, BSA (Bovine Serum Albumine, A2153,
Sigma-Aldrich). Com o propésito de determinar a afinidade de ligacdo do
composto com a BSA em solugdo tamp&o (2,5 pmol L™), o composto foi
avaliado em diferentes concentracdes (1,56 a 200,0 pmol L™ em DMSO), em
relacdo as medidas de supressdo da fluorescéncia dos residuos triptofano. A
FIGURA 4.8 representa o decréscimo da fluorescéncia com o aumento da
concentracdo do composto (9) ct— [RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs. Na FIGURA
4.9, o gréfico ilustra dados da supressao da fluorescéncia, plotando a relagédo de
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intensidade de fluorescéncia pela concentragdo do composto, Fo/F vs

[composto], determinados pela equacdo de Stern VVolmer.
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FIGURA 4.8 — Espectro da supressdo da fluorescéncia em diferentes

concentragdes do composto (9) ct— [RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFe, a temperatura

de 310,15K (37,0 °C).
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FIGURA 49 - Curva de Stern Volmer para o composto (9) ct-
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs com a BSA nas temperaturas de 295,15; 300,15;

305,15 e 310,15 K (22,0;

27,0; 32,0 e 37,0 °C).
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Na TABELA 4.10 estdo representados os valores da constante K,
Ky, e de n obtidos neste experimento de interacdo do composto (9) ct—
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs com a BSA em diferentes temperaturas. A constante
Ks representa a constante extingdo de Stern-Volmer, a constante Ky representa a
constante de interacdo para a ligagdo do composto com a BSA e n representa o

numero de sitios de ligagdo entre 0 composto e a BSA.

TABELA 4.10 — Pardmetros de interacdo e de ligagdo do composto (9) ct—
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs com o0 BSA em diferentes temperaturas

Composto T Ky Ky n

(K) (10° L mol™) (10°)

295,15 1,00 0,00 4,67+£196 0,94
300,15 1,67+0,00 18,30 +1,40 1,02
305,15 2,00 = 0,50 981+185 0,97
310,15 2,00 = 0,00 23,3 +6,40 1,03

(9) ct— [RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs

Na TABELA 4.10 os valores de Ksv representam a relativa
afinidade do composto (9) ct— [RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs com o BSA.
Observa-se que os valores de Ksv obtidos, aumentaram com 0 aumento
temperatura, indicando que houve um processo dindmico. NO processo
dindmico, o namero de colisbes entre o supressor e o fluor6foro no estado
excitado, aumentam com o acréscimo da temperatura, levando a um aumento na
extingdo da fluorescéncia (ASADI et al., 2014). Os valores de K, apresentam
certa variabillidade, porém, observa-se que estes valores aumentaram apenas nas
temperaturas de 300,15 e 310,15 K. Como o valor de n se manteve constante,

esta caracteristica pode indicar a existéncia de interacdo molecular entre o

108



composto (9) ct— [RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs e a BSA, de acordo com a
estequiometria 1:1, formando um complexo estdvel (ASADI et al., 2014;
TABASSUM et al., 2012). Os valores de n mostram que o sitio de ligacdo na
BSA é Unico, e que o ambiente hidrofobico do residuo triptofano esta facilmente
acessivel para o composto (GANESHPANDIAN et al., 2014).

A TABELA 4.11 mostra os diferentes parametros termodinamicos
AG®, AH® e AS° da interacdo do composto (9) ct— [RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs
com a BSA nas temperaturas, 295,15; 300,15; 305,15 e 310,15 K (22,0; 27,0;
32,0 e 37,0 °C).

TABELA 4.11 — Parametros termodinamicos da interacdo do composto (9) ct—
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs com o0 BSA em diferentes temperaturas

AG° AH° AS°
Composto
(k I mol™) (kJImol™) (I mol™)
T, T, Ts Ty
9 -31,71 -3361 -3550 -37,40 79,92 378,23

T1-295,15K; T, = 300,15 K; T3 = 305,15 K; T, = 310,15K

Na TABELA 4.11 pode ser observado que os valores de AH® e AS°
obtidos para o composto (9) ct— [RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs, 0s quais foram
AH® = 79,92 kJmol™ e AS°= 378,22 k J mol™, mostrando valores positivos,
AH® > 0 e AS° > 0. Resultados positivos correspondem ao envolvimento de
forcas hidrofobicas na interacio com a proteina (ASADI et al., 2014;
TABASSUM et al., 2012). Por outro lado, 0 AG® apresentou valores negativos, -
31,71; - 33,61; - 35,50 e - 37,40 k J mol™ nas diferentes temperaturas, AG° < 0.

Estes resultados confirmam a espontaneidade da ligagcdo do composto (9) ct—
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[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs com a BSA, onde o equilibrio do sistema favorece
0s produtos (GANESHPANDIAN et al., 2014; TIEDEMAN, 2014).

GANESHPANDIAN et al. (2014) reportaram compostos de
formula geral [Ru(n6-benzene)(L)CI]" (onde, areno = benzene ou p-cymene e L
= N-methylhomopiperazine ou 1-(anthracen-10-ylmethyl)-4-
methylhomopiperazine), dos quais obtiveram parametros de interagdo com a
BSA (K, Ky e n) e pardmetros termodinamicos (AG®°, AH® e AS°®) similares aos
encontrados neste trabalho, TABELA 4.12.

TABELA 4.12 — Parametros relativos as interagfes e a termodinamica entre
complexos de Ru (I1) com a BSA nas temperaturas de 298,0 e 308,0 K (24,85 e
34,85 °C) obtidos por GANESHPANDIAN et al. (2014)

T Ky n AG® AH® AS°
Compostos (K) (10" dm® mol™) (kI mol®) (kJImol®) (I mol)
[Ru(n6-benzene)(L)CII® 298 1,70 120 24,13 333,12 75,14
308 1,46 111 -24,55 323,66
[Ru(n6-benzene)(L,)CII* 298 3,72 1,09  -26,07 336,71 74,27
308 2,77 1,06  -26,19 326,16
[Ru(n6-p-cymene)(L1)CI]* 298 2,14 1,02 -24,70 334,32 74,93
308 1,78 101 -25,06 324,64
[Ru(n6-p-cymene)(L)CI]* 298 4,48 118  -26,53 341,30 75,18
308 3,79 1,16  -26,99 331,17

A albumina € a proteina mais abundante e altamente soltvel no
plasma sanguineo do sistema circulatério em mamiferos (CARTER e HO, 1994;
KRAGH-HANSEN, 1990). E capaz de se ligar & varios compostos
transportando-os, como os acidos graxos, bilirrubina, triptofano, esteroides e

muitos medicamentos (HE et al., 2005). A albumina desempenha um importante

110



papel no transporte de metabolitos e farmacos, atraveés do sistema vascular,
como também, na manutencdo do pH e da pressdo osmotica no plasma
(IKEGUCHI et al., 1992). Neste sentido, os complexos de ruténio (1) chamam a
atencéo, pois a promissora atividade como antitumorais, pode estar relacionada
a interacdo do composto de Ru(ll) com proteinas, como a albumina e outras
biomoléculas, podendo facilitar seu transporte para dentro das células tumorais
(BERGAMO et al, 2012; BABU et al.,, 2014; KAPITZA et al., 2005a;
SATHYADEVI et al., 2012; YAW et al., 2005;). Assim, experimentos como a
interacdo do composto com a albumina BSA s&o bastante relevantes, no sentido
de atribuir e esclarecer alguns aspectos do mecanismo de acdo dos compostos

de ruténio sintetizados pelo grupo LERCI.
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4.2.3 Ensaio de Micronucleo In Vitro

Neste experimento, o composto (9) ct—[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs
foi avaliado quanto aos seu potencial citotoxico e genotoxico pelo teste de
microndcleo in vitro. Este composto foi selecionado por ter apresentado
promissora atividade citotoxica em vaérias linhagens de células tumorais como
MCF7, HelLa, HepG2, MO59] e B16-F10, em experimentos de citotoxicidade in
vitro. No ensaio do microndcleo in vitro, o composto (9) ct-
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs foi avaliado em células ndo tumorais V79
(fibroblastos de pulmdo de hamster Chinés) e tumorais HepG2
(hepatocarcinoma), com o propésito de averiguar se 0 composto exibe
seletividade em tecidos tumorais, em condic¢es diferentes dos experimentos

anteriores.

4.2.3.1 Micronucleo em V79

As frequéncias de micronucleos (CBMNs) e indice de divisdo
nuclear (IDN) obtidos das culturas de células da linhagem V79, tratadas nas
concentragbes de 0,321; 0,625 e 1,25 pumol L™ do composto (9) ct-
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFe, estdo representados na TABELA 4.13 por médias
e desvio padrdo para cada tratamento. A FIGURA 4.10 ilustra as CBNMNs
obtidas em culturas de celulas V79 tratadas nas diferentes concentraces do

composto avaliado e seus respectivos controles.
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TABELA 4.13 - Frequéncias medias de CBNMNSs e IDN obtidas nas culturas de
células V79 tratadas em diferentes concentracdes do composto (9) ct-

[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PF¢ e seus respectivos controles

Tratamentos CBNMNs ? IDN °
(umol L™ (Média + D.P.) (Média + D.P.)

Controle 4,67 £1,53 1,75+£0,11
Controle Solvente (DMSO) 1,67 + 0,58 1,76 £ 0,15
0,321 3,33+0,58 1,71+ 0,14
0,625 7,67+1,15 1,66 £ 0,07
1,25 8,33 +3,79 1,67 £ 0,05
Cisplatina 19,67 +£6,03 ° 1,77 £ 0,14
MMS 41,33 +3,79°¢ 1,75+ 0,05

CBNMNSs: Células Binucleadas Micronucleadas; MN: Microntcleos; IDN: Indice de Divis&o
Nuclear; D.P.: Desvio Padrdo; DMSO: dimetilsulfoxido; Cisplatina: cis-[Pt(NH3),Cl,] (3,33
umol L™); MMS: metil metanosulfonato (400,0 pumol L™); #1000 células binucleadas
analisadas por cultura a um total de 3000 células por tratamento; "500 células analisadas por
cultura a um total de 1500 células por tratamento; “Significativamente diferente do grupo

controle negativo (p < 0,05).
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FIGURA 4.10- Frequéncias médias de células binucleadas micronucleadas
(CBNMNSs) obtidas nas culturas de células V79 tratadas nas diferentes
concentracbes do composto (9) ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs e seus
respectivos controles. *Significativamente diferente do grupo controle negativo

(p < 0,05), comparado pelo teste de Turkey.

Os resultados obtidos mostram que o0s grupos tratados com as
diferentes concentra¢des do composto (9) ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs, assim
como o grupo controle solvente, apresentaram frequéncias de CBNMNSs que nao
diferiram estatisticamente do grupo controle negativo (p > 0,05) em células V79.
Esses dados indicaram auséncia de genotoxicidade do composto nas diferentes
concentracdes avaliadas (TABELA 4.13). O MMS (400,0 pumol L™), utilizado
como controle positivo, demonstra sensibilidade ao ensaio, produzindo efeito
genotoxico. O cislatina (3,33 pmol L™), também utilizado como controle
positivo, exibiu genotoxicidade, apresentando frequéncias de CBNMNs que
diferiram significativamente do grupo controle negativo (p < 0,05). O aumento
gradual da concentracdo do composto (9) ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs nédo
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resultou em um aumento proporcional de CBNMNs estatisticamente
significativo. Um aumento estatisticamente significativo nas frequéncias de
CBNMNSs ¢ indicativo de genotoxicidade.

Os resultados de IDN para o0 composto (9) ct-
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]JPFs¢  mostraram  valores que ndo diferiram
estatisticamente em relagdo ao grupo controle negativo (p > 0,05), indicando a
auséncia de citotoxicidade nos diferentes tratamentos, nas condicdes
experimentais avaliadas em células V79 (TABELA 4.13). Na TABELA 4.13 ¢
FIGURA 4.10, pode ser observado que ndo houve um aumento na frequéncia de

CBNMNSs, ndo resultando em variagGes significativas em todos os tratamentos.

4.2.3.2 Micronucleo em HepG2

As frequéncias de micronucleos (CBNMNSs) e indice de divisdo
nuclear (IDN) obtidos das culturas de células da linhagem HepG2, tratadas nas
concentrages de 0,321; 0,625 e 1,25 pumol L™ do composto (9) ct-
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFe, estdo representados na TABELA 4.14 por médias
e desvio padrdo para cada tratamento. A FIGURA 4.11 ilustra as CBNMNSs
obtidas em culturas de células HepG2 tratadas nas diferentes concentracdes do

composto avaliado e seus respectivos controles.
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TABELA 4.14 - Frequéncias medias de CBNMNSs e IDN obtidas nas culturas de
células HepG2 tratadas em diferentes concentracdes do composto (9) ct-

[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PF¢ e seus respectivos controles

Tratamentos CBNMNs ? IDN °

(pmol L) (Média + D.P.) (Média + D.P.)
Controle 4,00+1,73 1,77 £ 0,05
Controle Solvente (DMSO) 2,67 +£0,58 1,56 0,30
0,321 7,00 £ 2,64 1,58 + 0,32
0,625 2,33+1,53 1,65+ 0,23
1,25 10,67 + 1,53° 1,62 £ 0,07
Cisplatina 26,33 +1,53° 1,41 £ 0,04
MMS 22,67+252° 1,69 £ 0,07

CBNMNSs: Celulas Binucleadas cotendo Micronucleadas; MN: Micronucleos;
IDN: indice de Divisdo Nuclear; DP: Desvio Padrdo; DMSO: dimetilsulfoxido;
Cisplatina: cis-[Pt(NH;),Cl,] (3,33 pmol L™); MMS: metil metanosulfonato
(400,0 pmol L™); 21000 células binucleadas analisadas por cultura a um total de
3000 células por tratamento; 500 células analisadas por cultura a um total de
1500 células por tratamento. “Significativamente diferente do grupo controle

negativo (p < 0,05), comparado pelo teste de Turkey.
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FIGURA 4.11 - Frequéncias meédias de células binucleadas micronucleadas
(CBNMNSs) obtidas nas culturas de células HepG2 tratadas nas diferentes
concentracbes do composto (9) ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs e seus
respectivos controles. *Significativamente diferente do grupo controle negativo

(p < 0,05), comparado pelo teste de Turkey.

Os resultados obtidos mostram que 0s grupos tratados nas
concentragbes de 0,321; 0,625 upmol L' do composto (9) ct-
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs, assim como o grupo controle solvente,
apresentaram frequéncias de CBNMNs que nédo diferiram estatisticamente do
grupo controle negativo (p > 0,05). Esses dados indicaram auséncia de
genotoxicidade do complexo, nas concentraces de 0,321; 0,625 pumol L™ em
células HepG2, TABELA 4.14. Em contrapartida, a concentracdo de 1,25 pmol
L' exibiu um aumento na frequéncia de CBNMNs que diferiram
estatisticamente do grupo controle negativo (p < 0,05), indicando a presenca de
genotoxicidade na maior concentracdo testada em células HepG2 (TABELA
4.14, FIGURA 4.11).
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O MMS (400,0 pmol L™), usado como controle positivo, demonstra
a sensibilidade ao ensaio, produzindo efeito genotdxico. O cislatina (3,33 umol
LY, também utilizado como controle positivo, mostrou genotoxicidade,
apresentando frequéncias de CBNMNs que diferiram significativamente do
grupo controle negativo (p < 0,05). O aumento da concentragdo do composto (9)
ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs resultou em um aumento na frequéncia de
CBNMNs na maior dose avaliada em células HepG2. Este resultado indica a
presenca de uma relacdo dose-resposta, uma vez que o composto mostrou efeito
genotoxico em células tumorais HepG2.

Os resultados de IDN mostraram valores que ndo diferiram
estatisticamente em relacdo ao grupo controle negativo em todos os tratamentos,
indicando auséncia de citotoxicidade nos diferentes tratamentos neste
experimento em células HepG2 (TABELA 4.14). Neste sentido, pode ser
observado que um aumento na frequéncia de CBNMNs néo resultou em
variacgdes significativas nos valores de IDN em todos os tratamentos.

Os resultados de microndcleo in vitro mostraram que 0 composto
(9) ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs ndo exibiu efeito genotdxico em células nao
tumorais V79 e, no entanto, mostrou-se genotoxico na maior concentracdo
avaliada em células tumorais HepG2 (hepatocarcinoma). Estes resultados
mostraram que, 0 composto em estudo mostrou efeito genotdxico em células
tumorais de maneira seletiva, interagindo com material genético das células
tumorais e consequentemente com o DNA, de forma mais intensa do que em
celulas de tecidos saudaveis, células ndo tumorais V79.

A linhagem de células HepG2 possui uma morfologia semelhante
ao epitélio e ao parénquima hepético, além de conservar a capacidade de
sintetizar e secretar a maioria das proteinas plasmaticas, caracteristicas das
células normais do figado humano (KNASMULLER et al., 1998). Essas células
mantém as atividades das enzimas de fase I, tais como as do citocromo P450
CYP1Al, CYP1A2, CYP2B e CYP2E1, assim como as enzimas de fase I,
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incluindo glutationa-S-transferases, sulfotransferases, N-acetiltransferases e
glucuranosiltransferases, estando essas enzimas envolvidas no metabolismo de
carcindgenos reativos de DNA (MAIJER et al., 1999; UHL et al., 1999).

O metabolismo de drogas e outros xenobioGticos é realizado
principalmente no figado, por enzimas classificadas como enzimas de fase | e de
fase II. A fase | inclui reacbes de oxidacdo, reducdo e hidrolise mediadas por
enzimas do citocromo P450 ou monooxigenases CYPs (NELSON et al., 1993),
as quais catalisam de 70 a 80% das reacOes. Por meio dessas reacOes sédo
produzidos metabolitos eletrofilicos altamente reativos, os quais podem ser
mutagénicos ou carcinogénicos, alem de interagirem com proteinas ou DNA,
formando adutos. Sendo assim, a toxicidade de um farmaco pode ser causada
ndo sé pela molécula-mée, mas também por seus metabolitos. De maneira que o
metabolismo pode resultar no fenbmeno de bioativagcdo. Inimeros farmacos,
com diferentes estruturas e mecanismos de agéo, tém sido desenvolvidos para
sofrer ativagdo metabdlica pelas enzimas de metabolizacdo (TOLOSA et al.,
2011).

No presente trabalho, utilizou-se uma linhagem celular (HepG2)
possuidora de sistema enzimatico capaz de metabolizar compostos xenobidticos,
assim como utillizou-se outra linhagem que nédo apresenta esse sistema de
biotransformacdo (V79). Neste sentido, observou-se que a maior concentracdo
utilizada do composto (1,25 pmol L™) desencadeou efeito genotéxico em células
HepG2, sendo que o mesmo efeito ndo foi observado em celulas V79, quando
essas foram submetidas a mesma concentracdo do composto (9) ct-
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFes. A partir destes resultados, pode-se sugerir que o
complexo carbonilico de ruténio exerce uma agdo genotoxica, onde 0 mesmo
pode ser biotransformado por enzimas de metabolizacdo das células hepaticas.
Assim, podem ser os metabolitos formados nessas células os responsaveis pela
genotoxicidade resultante. Essa sugestdo pode ser reforcada pela teoria de UHL
et al. (2000) e VALENTIN-SEVERIN et al. (2003) onde afirmam que os ensaios
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com células HepG2, refletem mais adequadamente os danos causados por
mutagenos que os testes in vitro feitos com bactérias ou outras células de
mamiferos, os quais requerem a adicdo de misturas de ativacdo exdgenas para
mimetizar o metabolismo de compostos de acéo indireta.

Considerando que o composto de ruténio utilizado no presente
trabalho possui CO como ligante, ressalta-se que muitos estudos tém investigado
sobre a sua producdo endogena em funcdes fisiologicas nas ultimas décadas
(DAVIDGE et al.,, 2009). Alguns estudos, relataram que o CO possui
seletividade para interagdo com proteinas estruturais e funcionais, a qual é
exemplificada pela interacdo do CO com o ferro e proteinas heme-dependentes
(TENHUNEM et al. 1968; WILKINSON et al., 2011). Entretanto, sistemas
contendo metais de transicdo podem vir a potencializar preferencialmente a
molécula de CO (FORESTI et al., 2004).
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4.2.4 Sistema teste in vivo

4.2.4.1 Ensaio do micronucleo in vivo

4.2.4.1.1 Sangue periférico

Os resultados de microndcleo em amostras de sangue periférico de

camundongos Swiss foram obtidos nas doses de 7,5; 15,0; 30,0 e 60,0 mg kg™ p.c
do composto (9) ct—[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs; na dose de 6,0 mg kg™ p.c para

o cisplatina (a definir como controle positivo) e agua (controle negativo). Estas

doses foram utitlizadas como um ensaio piloto na avaliagdo da citotoxicidade e

genotoxicidade, como representado no grafico da FIGURA 4.12.
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FIGURA 4.12 — Médias da razdo PCE/(PCE+NCE) obtidas em amostras de

sangue periférico (2 animais por grupo de tratamento), apos os tratamentos com o
composto (9) ct—[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs e cisplatina (6 mg.kg™ p.c) obtida

no ensaio piloto. *Doses consideradas citotoxicas
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As doses do composto (9) ct—[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs e do
cisplatina, avaliadas neste ensaio piloto, onde foram consideradas muito
citotdxicas. Desta maneira, doses menores foram estabelecidas para o teste de
micronlcleo em medula éssea, a fim de que pudesse ser averiguada uma dose
segura, com auséncia de citotoxicidade e o possivel aparecimento de efeito
genotoxico nas mesmas. Quanto a dose do cisplatina foi estabelecida numa
triagem para que mostrasse genotoxicidade, porém com auséncia de

citotoxicidade, como abordado na parte experimental.

4.2.4.1.2 Medula éssea

Para 0 experimento de micronucleo em amostras de medula 6ssea
de camundongos Swiss, utilizou-se o sistema teste em amostras extraidas 24h
apos a administracdo da droga, com posterior analise das laminas em
microscopio.

Os resultados obtidos por meio da analise da frequéncia de PCEMNSs
e da citotoxicidade pela razdo PCE/(PCE + NCE) em medula Ossea de
camundongos Swiss, submetidos aos tratamentos nas doses de 0,625; 1,25; 2,5 e
5,0 mg kg™ p.c. do composto (9) ct—[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs, como também
dos seus respectivos controles: MMS (40,0 mg kg™ p.c., controle positivo);
cisplatina (1,5 mg kg™ p.c., controle positivo) e 4gua (controle negativo), para a
avaliacdo do potencial citotoxico e genotoxico, estdo representados na TABELA
4.15 e FIGURA 4.13 por médias e desvio padréo.
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TABELA 4.15 - Frequéncias médias de PCEMNSs e a razdo PCE/( PCE + NCE)
obtidas em amostras de medula dssea de camundongos Swiss ap0s 0S
tratamentos em diferentes concentragbes do composto (9) ct—
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PF¢ e respectivos controles

Tratamentos PCEMNs® PCE /( PCE + NCE)"
(mg kg™ p. c.) (Média + D.P.) (Média + D.P.)
Controle 2,67 +0,52 0,67 +0,0
0,625 4,67 +1,75 0,54 + 0,10

1,25 3,00+ 1,26 0,59 + 0,08

2,5 3,83+ 1,47 0,57 + 0,08

5,0 4,50 + 2,07 0,61 +0,11
Cisplatina 59,50 + 9,18° 0,52 + 0,08
MMS 29,33 * 3,83° 0,55 + 0,09

Cisplatina: cis-[Pt(NH3),Cl,] (1,5mg kg~p.c.); MMS: metilmetanosulfonato (40,0 mg kg™
p.c.); PCEMN’s: Eritrdcitos Policromaticos Micronucleados (total de microntcleos); #2000
eritrocitos analisados por animal a um total de 12.000 células por tratamento; °400 eritrcitos
por animal a um total de 1.200 eritrocitos por tratamento. “Significativamente diferente do
grupo controle (p < 0,05).
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FIGURA 4.13 - Frequéncias médias de PCEMNs em medula Ossea de
camundongos Swiss apos os tratamentos com diferentes doses do composto (9)
ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs, cisplatina e MMS. *Significativamente
diferente do grupo controle negativo (p < 0,05), comparado pelo teste de

Turkey.

Os resultados obtidos por meio da frequéncia de PCEMNs em
medula éssea de camundongos Swiss, submetidos ao tratamento nas diferentes
doses do composto (9) ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs estdo representados na
TABELA 4.15 e FIGURA 4.13. Estes resultados mostraram que 0S grupos
tratados com as diferentes doses do composto em estudo, ndo apresentaram
aumento nas frequéncias de PCEMNSs, ou seja, ndo diferiram estatisticamente do
grupo controle negativo (p > 0,05). Esses dados indicaram a auséncia de
genotoxicidade nas doses diferentes doses avaliadas do complexo (TABELA 4.15,
FIGURA 4.13).

O MMS (40,0 mg kg' p.c.), usado como controle positivo,
apresentou efeito genotoxico. O cisplatina (1,5 mg kg™ p.c.), também utilizado
como controle positivo, apresentou genotoxicidade, exibindo frequéncias de
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PCEMNSs que diferiram estatisticamente do grupo controle negativo (p < 0,05). O
aumento gradual da concentracao do composto €)] ct—
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs nédo resultou em um aumento proporcional de
PCEMNSs estatisticamente significativo.

Os resultados de (PCE/(PCE + NCE) representando a citotoxicidade
dos grupos tratados nas diferentes doses do composto (9) ct—
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]JPFs (TABELAS 4.15), ndo apresentaram valores
estatisticamente significativos, quando comparados ao grupo controle negativo (p
> 0,05).

O cisplatina utilizado como controle positivo neste experimento, um
quimioterépico largamente utilizado no tratamento de tumores solidos com bons
resultados, apresenta diversos efeitos colaterais como a nefrotoxicidade,
ototoxicidade, supressdao medular e a neuropatia periférica (SALEH et al., 2005;
SCHWEITZER, 1993). Neste contexto, o cisplatina avaliado neste experimento
de microndcleo em medula 6ssea, exibiu um aumento nas frequéncias de
microndcleos estatisticamente significativo em relacdo ao controle negativo,
indicando uma expressiva atividade genotdxica, com uma dose bastante inferior
as utilizadas pelo composto (9) ct—[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFe.

De acordo com a literatura, alguns complexos de ruténio
demonstraram ter um efeito antitumoral como as drogas a base de platina (I1),
entretanto, apresentaram menor toxicidade (BRABEC e NOVAKOVA, 2006).
Isso se deve ao fato, dos complexos de ruténio apresentarem alta seletividade por
células cancerigenas (CARBALLO et al., 1997). Também € descrito, que o estudo
da coordenacdo de CO em complexos metalicos e a traducdo de sua funcdo
citoprotéica, podem ser a oportunidade para iniciar terapias baseadas na entrada
de CO no interior de tecidos especificos (ROCHA-FILHO, 1999). Por este
motivo, complexos carbonilicos de metais de transi¢cdo vém surgindo como uma
classe importante de compostos, com propriedades quimicas que podem ser

cuidadosamente exploradas na elaboragdo de novos farmacos, o0s quais podem ser
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utilizados terapeuticamente (ROMAO et al. 2012). Neste sentido, a avaliacdo de
aspectos referentes a genética toxicoldgica sdo extrema impostancia para um
candidato a farmaco.

Os microndcleos, um ou varios por células, resultam de fragmentos
CcromossOmicos acéntricos ou Cromossomos que se atrasam em relacdo aos
demais em sua migracdo para os pollos da célula durante a anafase. Os
micronulcleos aparecem nas células filhas em decorréncia de danos induzidos
nas células parentais (HAYASHI et al., 2000; YAMAMOTO e KIKUCHI,
1980). Inumeras hipéteses abordam os caminhos que levam a formagdo do
micronudcleo, um deles € a indugdo de estresse oxidativo. A inducdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS - Reative Oxygen Species) foi encontrada em uma
grande parcela de células expostas a metais pesados e/ou semimetais toxicos,
como arsénio, cadmio, cobre, chumbo, manganés, mercurio, niquel e zinco, em
células de mamiferos e seres humanos (KNASMULLER et al., 1998a;
KNASMULLER et al., 1998b; KNASMULLER et al., 2008; STEINKELLNER
et al., 1998) citado por (PEREIRA et al., 2009). ROS atacam as bases purinicas
e pirimidinicas, assim como o acgucar desoxirribose, que levam as rupturas no
filamento de DNA, aumentando a probabilidade de fragmentacéo
cromossomica, amplificando assim a taxa de formacdo de micronucleo (Y1 et
al., 2007). Fendmenos celulares também podem dar origem aos micronucleos,
como consequéncia da instabilidade de genes que controlam o ciclo celular e
eventos de hipometilacdo de sequéncias repetidas no DNA centromérico e
pericentromérico (FENECH et al., 2005). Dessa maneira, a formacdo do
microndcleo também pode acontecer de forma expontanea, como mecanismo de
defesa celular (FENECH et al., 2011).

Tem sido descrito que o conhecido composto de Ru(lll), o KP1019-
trans-[RuCl,(Ind),]IndH (Ind = indazole) sofre ativacdo in vivo por meio da
reducdo de Ru(lll) para Ru(ll), a reducdo promove interacdes com biomoléculas

ap6s a aquacdo da ligacdo Ru'"-Cl e a labilizacdo da ligacdo Ru'"-Cl
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(PIZZARRO e SADLER, 2009), permitindo a interagdo com o DNA, induzindo
consequentemente a apoptose da célula pelo caminho mitocondrial. Este
mecanismo gera citotoxicidade por ROS, estas interacdes tém sido investigadas
mas ndo estdo totalmente esclarecidas (BERGAMO et al., 2009; JAKUPEC et
al., 2008; KAPITZA et al., 2005a).

Os testes referentes a genética toxicologica, como o teste do
microndcleo, s&o um componente basico para a avaliagdo da seguranca pré-
clinica de compostos candidatos a drogas, tendo como proposito identificar
substancias que possuem um potencial de risco de induzir mutacOes e
carcinogénicidade (WITTE et al., 2007). O teste do micronucleo proporciona
relevancia toxicologica, uma vez que apresenta capacidade de mostrar danos no
material genético causados por agentes clastogénicos (promovem quebras nos
cromossomos, consequentemente no DNA) ou aneugénico (lesbes nas proteinas
do fuso mitotico) (KIRSCH-VOLDERS et al., 2011). No roedor, a medula
Ossea atua como um Orgdo base da eritropoiese (processo relacionado a
formacéo dos eritrocitos conhecidos como hemacias ou globulos brancos) com
diferentes estagios de proliferacdo e maturacdo (JAGETIA e NAYAK, 1996).
Durante a proliferacdo, as celulas continuam a se dividir, de modo que ao
administrar um determinado agente teste, este pode causar danos cromossémicos
como quebras e trocas, ou agir sobre a tubulina provocando perda
cromossdmica. Durante a maturacdo, o eritroblasto se desenvolve em um
eritrocito policroméatico (PCE), que por ser eritrocito jovem, ainda contém RNA,
sendo facilmente corado de azul com Giemsa. Estes eritrocitos tém um tempo de
vida curto, de modo que qualquer micronucleo que ele apresente pode ser
gerado como resultado de danos cromossdmios induzidos recentemente. Como 0
nucleo principal € expulso neste processo, a visualizacdo de qualquer
microndcleo no citoplasma é facilitada. Os PCEs com o tempo perdem RNA e
tornam-se eritrocitos normocromaticos (NCEs) (KRISHNA e HAYASHI,
2000).
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O teste de micronicleo em roedores € internacionalmente aceito
como parte da bateria de testes recomendada para se estabelecer a avaliacdo e o
registro de novos produtos quimicos e farmacéuticos que entram anualmente no
mercado (RIBEIRO e SALVADORI, 2003). A Conferéncia Internacional em
Harmonizacdo (International Conference in Harmonization, 1999) recomendou o
teste de micronucleo e forneceu as diretrizes de analise genotoxica in vivo, de
maneira que ndo deve ser descartada a necessidade do controle positivo
(HAYASHI et al.,, 1989). O composto (9) ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs
avaliado neste experimento de micronucleo em medula ¢ssea de camundongos
Swiss, apresentou auséncia de citotoxicidade e genotoxicidade nas doses
avaliadas. Diferente do resultado obtido para o cisplatina que mostrou efeito
genotoxico, confirmando o que vem sendo descrito na literatura, que complexos
de ruténio apresentam menores efeitos toxicos que o cisplatina, utilizado
atualmente como quimioterapico no tratamento do cancer, possivelmente porque
interagem com o DNA de maneira diferente do cisplatina (PIZZARRO e
SADLER, 2009; VAN RIJT e SADLER, 2009). Com base no exposto, pode-se
inferir que os resultados obtidos neste experimento sdo relevantes para dar
sequéncia a outros experimentos como 0 ensaio cometa e, na invetigacdo do seu

efeito como antitumoral in vivo em doses seguras.
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4.2.4.2 Ensaio cometa

No atual trabalho foram analisadas células do figado, por meio do
ensaio cometa, coletadas 24 h apds os tratamentos, a fim de se obter a taxa
maxima de danos no DNA em animais tratados com a substancia-teste
(FENECH, 2000; GARRY et al, 2003).

Os resultados obtidos no ensaio cometa em hepatocitos de
camundongos Swiss avaliados nas doses de 0,625; 1,25; 2,5; 5,0 e mg kg™ p.c. do
composto (9) ct—[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs, como também dos respectivos
controles: MMS (40,0 mg kg™ p.c. controle positivo); cisplatina (1,5 mg kg™ p.c.
controle positivo) e agua (controle negativo), na avaliagdo do potencial
genotoxico, estdo representados na TABELA 4.16 e FIGURA 4.14 por médias e
desvio padrdo. As diferentes doses do complexo e dos controles foram
administradas via intraperitonial nos animais.

As analises dos nucleoides foram realizadas em microscopio com o
auxilio do programa Comet Imager 2.2, onde foram considerados os seguintes
parametros: a porcentagem de DNA na cauda do cometa (% DNA); o Tail
Moment (TM) — momento de cauda = (Intensidade da cauda/Intensidade total) x
comprimento de cauda; e Tail Length (TL) - comprimento da cauda = Posicéo

final da cauda — Posicéo final da cabeca.
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TABELA 4.16- Frequéncias médias de danos no DNA obtidos nos diferentes

parametros obtidos em hepatocitos de camundongos Swiss, tratados em diferentes
doses do composto (9) ct—[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs

Tratamentos % DNA ™ TL
(mg kg™ p.c.) (Média+D.P.) (MédiaxD.P.) (MédiaxD.P.)
Controle Negativo 19,69 + 3,29 2,38 + 0,69 8,81 +2,01
0,625 19,86 £ 4,32 2,76 1,01 9,63+241
1,25 21,82 + 3,59 3,23+0,77 9,89 + 2,58
2,50 20,53 + 3,00 3,29 + 1,47 10,63 + 1,79
5,00 28,21 +5,13%* 7,01 £3,15* 15,80 + 5,51°*
Cisplatina 39,28 + 4,52° 12,09 + 2,74° 23,47 + 3,86°
MMS 41,01 + 3,42° 14,30 + 4,41° 27,09 + 5,99°

% DNA: porcentagem de DNA na cauda do cometa; Tail Moment (TM): momento de cauda;
Tail Length (TL): comprimento da cauda; Cisplatina: cis-[Pt(NH3),Cl,] (1,5 mg kg™ p.c.);
MMS: metil metanosulfonato (40,0 mg kg™ p.c.). Os valores est&o representados por media e
desvio padrdo. Foram analisados 300 cometas por tratamento. © Significativamente diferente
do grupo controle negativo (p < 0,05). *Significativamente diferente do grupo controle

positivo, cisplatina e MMS (p < 0,05).
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FIGURA 4.14 - Gréficos ilustrando, (A): porcentagem e DNA (% DNA); (B):
momento de cauda Tail Moment (Tail intensity/Total intensity x Tail Length); e
(C):  comprimento de cauda Tail Lenght do composto (9) ct-
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PF¢ e dos grupo controle. *Significativamente diferente
do grupo controle (p < 0,05); #Significativamente diferente do grupo controle

positivo, cisplatina e MMS (p < 0,05) comparado pelo teste de Turkey.
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As extensBes dos danos ao DNA em hepatdcitos de camundongos
Swiss tratados com o composto (9) ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs estdo
demonstrados na TABELA 4.16 e FIGURA 4.14. Os resultados mostraram que
para as doses de 0,625; 1,25;: 25 mg kg* p.c. ndo houveram diferencas
estatisticamente significativas em relacdo ao controle negativo (p > 0,05) nos
trés parametros analisados (% DNA, TM e TL). Para dose 5,0 mg kg™ p.c. do
composto, os resultados apresentaram um aumento na frequéncia de danos no
DNA estatisticamente significativa em relacdo ao controle negativo (p < 0,05)
nos parametros avaliados. Estes resultados indicaram que houve um aumento
nas taxas de migracdo de fragmentos do DNA, sugerindo quebras nas fitas do
mesmao.

Como era esperado, 0s animais tratados com MMS (40,0 mg kg™
p.c.) e cisplatina (1,5 mg kg™ p.c.) exibiram um aumento frequéncias de danos
no DNA, significativamente maiores quando comparados ao controle negativo
(p < 0,05), indicando que houve um aumento nas taxas de migracdo de
fragmentos do DNA, sugerindo quebras nas fitas do mesmao.

O cisplatina é um agente antineoplasico que interage com 0 DNA
produzindo adutos monofuncionais, ligacdes cruzadas intrafita e interfitas do
tipo DNA-DNA e DNA-PROTEINA com o fragmento “Pt(NHs),”, ligado
covalentemente na posi¢cdo N7 da guanina ou adenina (MONNERET, 2011).

O MMS é um agente alquilante que causa danos no DNA,
facilitando a formacdo de monoadutos e ligagbes cruzadas no mesmo, onde séo
expressas mutagoes de substituicdo das bases. O MMS apresenta alta reatividade
SN2, causando N-alquilacdo nas purinas (N7-metilguanosina e N3-
metiladenina). Isto sugere que os eventos N-metilacdo sdo responsaveis pelos
efeitos clastogénicos causados pelo MMS (KAINA, 2004).

Segundo TICE et al. (2000), a versao alcalina do ensaio cometa (pH

> 13), (versdo utilizada neste trabalho) é capaz de detectar uma vasta extensdo
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de danos no material genético como quebras simples e duplas, sitios alcali-
labeis, ligacdes cruzadas entre DNA-DNA e DNA-proteina. As ligaches
cruzadas ou pontes, como as ligacdes cruzadas DNA-proteina e DNA-DNA, ao
contrdrio das alteracBes ocorridas neste experimento, podem diminuir a
migracdo do DNA, sendo detectadas quando ha uma diminui¢do na migracdo em
relagdo ao controle negativo. Neste experimento, houveram aumentos nas taxas
de migracdo do DNA em relacdo ao controle negativo, sugerindo quebras de fita
e/ou sitios alcali labeis, ALS (BURRLISSON et al., 2007; MERK e SPEIT,
1999). As lesdes visualizadas pelo ensaio cometa, como quebras de fitas ttm um
Importante papel, como as modificagbes das bases do DNA abrangendo sitios
apurinicos e/ou apirimidimicos. Contudo, essas lesdes sdo consideradas
primarias e passiveis de reparo, podendo néo resultar na formacéo de mutacdes
génicas ou cromossomicas (BRENDLER-SHAWAAB et al., 2005).

E importante salientar que apenas a maior dose testada para o
composto (9) ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs apresentou efeito genotoxico,
entretanto, numa proporcdo significativamente menor que a encontrada para
cisplatina e 0 MMS. Os resultados obtidos neste experimento em relacdo ao
composto em estudo pode estar relacionado a interacbes moderadas, confirmado
pelos resultados obtidos nos estudos de interacdo entre o composto e 0 DNAct
abordado anteriormente, onde a constante de interagdo da ordem 3,78 10* L mol’
! indicou interaces fracas. Uma constante de interacdo considerada forte entre o
composto e 0 DNA seria da ordem de 10° a 10, como reportada na literatura
para 0 brometo de etideo, um intercalador classico (CHAUHAN e ARJIMAND,
2007).

Com base no exposto, experimentos como 0 ensaio cometa se
fazem necessarios para a avaliacdo de possiveis candidatos a farmacos, no
sentido de avaliar com maior sensibilidade os possiveis danos no material
genético das células. Dependendo da extensdo destes danos, 0s mesmos podem
trazer danos futuros (BRENDLER-SCHWAAB et al., 2005; SINGH et al.,
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1988). As lesdes detectadas pelo ensaio cometa para o composto (9) ct-
[RUCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs na dose de 50 mg kg™, foram consideradas
menores que o0s danos encontrados pelo cisplatina e MMS. Adicionalmente,
pode-se constatar que diferente das mutagdes, os danos no DNA encontrados
neste experimento sdo passiveis de reparo, isso € confirmado pelo teste de
microndcleo que ndo mostrou genotoxicidade na dose de 5,0 mg.kg™ p.c.,
considerando que danos no DNA ocorrem frequentemente em células de tecido
especificos, hepatdcitos no caso deste experimento. Esta metodologia permite a
deteccdo de danos em uma Unica celula, e consequentemente, em determinada
sub-populagdo celular, sendo de extrema relevancia para a avaliacdo de
compostos genotdxicos (GONTIJO et al., 2003).

Neste sentido, as agéncias reguladoras e os comités cientificos tais
como a Comissdo de Mutagenicidade de Produtos Quimicos em Alimentos,
Produtos para o Consumidor e Meio Ambiente (COM), a Food and Drug
Administration Center dos EUA para a Avaliacdo e Pesquisa de Drogas
(CDER), a Autoridade Europeia para a Seguranga dos Alimentos (AFSA), a
Conferéncia Internacional sobre Harmonizacdo dos Requisitos Tecnicos para
Registro de Produtos Farmacéuticos para Uso Humano (ICH), e a Agéncia
Europeia de Medicamentos (EMEA) tém recomendado o uso do ensaio cometa
in vivo, para desenvolver a importancia da evidéncia na avaliacdo dos resultados
de ensaios in vitro ou em ensaios in vivo de genotoxicidade (VASQUEZ, 2012).

A versdo in vivo do teste do cometa tem sido amplamente utilizada
em testes de genotoxicidade, analise de pacientes com cancer, antes e depois da
quimioterapia para verificar os danos no DNA, assim como no
biomonitoramento de pessoas expostas ocupacionalmente ou acidentalmente a
algum tipo de agente genotoxico, como a exposicdo a radiacdo, agentes
quimicos, etc (ANDERSON e PLEWA, 1998; ALBERTINI et al., 2001).

As vantagens da realizacdo deste experimento em animais incluem

a aplicabilidade de vérios tecidos, ou seja, é possivel a verificacdo de possiveis
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danos no DNA em diferentes 6rgaos do animal, sendo sensivel a deteccdo de
niveis baixos de lesdes. No ensaio cometa avaliado em nosso estudo, utilizou-se
células do figado, hepatécitos. Os hepatdcitos sdo os tipos celulares mais
abundantes, os quais desempenham muitas atividades, incluindo o metabolismo
de xenobidticos (BANDELE et al, 2012). Geralmente o0s ensaios de
genotoxicidade in vivo, como o cometa, se concentram no figado para a detec¢éo
dos efeitos genotoxicos, uma vez que € o principal o0rgdo para a ativagao
metabdlica de substancias apos a exposicéo sistémica (ROTHFUSS et al. 2010).

Pode-se inferir que o resultado de genotoxicidade na maior dose
testada, indicou que houve a metabolizacgdo do composto (9) ct-
[RUCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs na dose de de 5,0 mg kg* por hepatdcitos de
camundongos Swiss, pois o figado ¢ um oOrgdo de metabolizacdo. Como
abordado anteriormente, a toxicidade de farmacos pode ser causada tanto pela
molécula-mée, como por seus metabolitos. De fato, o0 metabolismo pode resultar
em um fendmeno chamado de bioativacdo. Neste sentido, diversos farmacos
com variadas estruturas e mecanismos de acdo, tém sido desenvolvidos para
sofrer ativacdo metabdlica por enzimas de metabolizacdo (TOLOSA et al.,
2011). Assim, pode ser verificada futuramente, a possibilidade de avaliar
atividade dos metabdlitos secundarios deste composto.

Muitos pesquisadores tém investigado a obtencdo de complexos que
apresentem atividades antitumorais com outros metais de transicdo (CLARKE et
al., 1999), que possam trazer vantagens em relacdo aos compostos de platina,
entre elas, a efetividade no tratamento do cancer com menores ou de nenhum
efeito toxico e/ou genotoxico. Neste sentido, o composto (9) ct—
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PF¢ avaliado em nossos estudos, em doses maiores que
o cisplatina, apresentou genotoxicidade apenas na dose de 5,0 mg kg™ p.c.,
mostrando valores de frequéncias de danos significativamente menores em
relacdo ao cisplatina (1,5 mg kg™ p.c.) e MMS (40,0 mg kg™ p.c.) nas condicdes

experimentais avaliadas.
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4.3 Resultados e discussoes
Parte 3
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4.3 — Parte 3 - Atividade antitumoral do composto (9) ct—
[RUCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs

4.3.1 Ensaio antitumoral Iin vivo em modelo de

transplante singénico

O ensaio antitumoral in vivo em modelo de transplante singénico foi
realizado com o composto (9) ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs. Destaca-se que
este composto foi muito ativo em ensaios de citotoxicidade em células tumorais,
especificamente em celulas B16-F10, exibindo um valor de I1Cso= 2,84 umol L?
e de IS = 2,4, mostrando vantagens em relacdo ao cisplatina (ICso = 26,51 pmol
Ltel1S=0,4).

O experimento de atividade antitumoral in vivo, foi realizada
injetando-se uma dose de 50 mg kg' p.c. do composto (9) ct-
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFe, a uma distancia de 1,0 cm do tumor, durante cinco
5 dias, quando o tumor passou a apresentar um volume de aproximadamente
100,0 mm?®. O mesmo procedimento foi realizado no grupo controle (DMSO 1,0
%), porem sem o composto em estudo. A FIGURA 4.15 (A, B e C) ilustra o
efeito dos diferentes tratamentos no desenvolvimento tumoral de melanoma em
camundongos C57BL/6.
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FIGURA 4.15 — Efeito do composto (9) ct—[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs sobre o
desenvolvimento tumoral de melanoma em camundongos C57BL/6 nos
diferentes grupos de tratamento, controle (DMSO a 1,0 %) e o composto (9) ct—
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs (5,0 mg kg™ p.c.), obtidos em 6 animais por grupo
de tratamento, durante 5 dias, onde (A): Desenvolvimento tumoral apds o
implante; (B): Volume médio tumoral durante o periodo de tratamento; (C):
Peso médio tumoral apds a eutanasia. Os resultados estdo representados por
Média + Desvio Padrdo. *Significativamente diferente do grupo controle (p <

0,05), comparado pelo teste de Turkey.
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Os resultados apresentados nos graficos A, B e C da FIGURA 4.15,
mostram claramente que o composto (9) ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs foi
eficiente como antitumoral. O composto de ruténio avaliado neste experimento,
inibiu significativamente o desenvolvimento tumoral de melanoma (B16F10) em
camundongos C57BL/6, quando comparado ao grupo controle (DMSO 1,0 %),
durante a avaliagéo diaria de volume tumoral. Ao verificar os pesos dos tumores
apos eutanasia, que aconteceu 24 h apos o 5° dia de tratamento, a inibicdo do
crescimento tumoral pelo composto é confirmada, mostrando um peso
significativamente menor em relacdo ao controle que ndo recebeu tratamento
com o composto em estudo.

Observando o grafico B da FIGURA 4.15, nota-se que 0 grupo que
recebeu o tratamento com o composto (9) ct—[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFe,
apresentou uma reducdo do volume tumoral do 4° para o 5° dia de tratamento.
Sugere-se que poderia haver uma maior reducdo do volume tumoral, ou até
mesmo 0 seu desaparecimento se a eutanasia dos animais ndo ocorresse 24 h
apos o 5° dia de tratamento.

Na TABELA 4.17 estdo representados alguns aspectos
toxicoldgicos e danos observados macroscopicamente em 0rgéos e tecidos, apos
a eutanasia dos camundongos C57BL/6 com implante de melanoma (B16F10).
Estes dados estdo apresentados em relacéo aos dois grupos de tratamento, grupo
controle (DMSO 1,0%) e composto (9) ct—[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFes.
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TABELA 4.17 — Aspectos toxicoldgicos e danos observados em 0Orgdos e
tecidos de camundongos C57BL/6 com implante de melanoma (B16F10), no s
grupos de tratamento: composto (9) ct—[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs e controle
(DMSO 1,0%)

TRATAMENTOS OBSERVAC}OES GERAIS

- Tumor vascularizado;

Controle

- Figado apatico com rugosidade;
(DMSO 1,0 %)

- Intestino amarelado.

- Tumor n&o vascularizado ou pouco
Composto 9 vascularizado;
- Figado e rins levemente palidos.

Observa-se na TABELA 4.17 que os animais do grupo controle
(DMSO 1,0 %), apresentaram vascularizacdo tumoral, figado apatico e indicios
de processo inflamatorio nos intestinos. No entanto, os animais que receberam o
tratamento com o composto (9) ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs, exibiram pouca
ou nenhuma vascularizacdo tumoral, assim como ndo perderam peso
(APENDICE 1V), apenas apresentaram rins e figado levemente apaticos, que
podem estar relacionados ao tumor induzido.

Sugere-se que o composto (9) ct—[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs pode
inibir a vascularizagdo tumoral, ou seja, que este composto pode inibir
angiogénese tumoral. A angiogénese € o processo pelo qual os tumores
desenvolvem novos vasos capilares sanguineos. Este processo é fundamental
para que haja progressao do tumor, estando fortemente relacionado a formacéao
de metastases. De acordo com a literatura, a inibicdo da angiogénese é uma
estratégia potencial no desenvolvimento de farmacos antitumorais (GALEANO
et al.,, 1992; BERGER et al., 1989). Neste sentido, tem sido reportado que o
composto de  Ru(lll) conhecido por NAMI-A, [ImH]{trans-
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[RuCls(Im)(DMSQO)], foi o primeiro complexo de ruténio a entrar em testes
clinicos. Este composto apresenta baixa toxicidade, mostrando efeito
antimestastico que afetar a mobilidade das células cancerosas para outros tecidos
(BERGAMO et al., 2002; SAVA et al., 1999; SAVA e BERGAMO, 2000; SIJA
et al., 2014). Considera-se que a atividade antimetastatica ocorre devido a
capacidade do NAMI-A controlar a angiogénese (VACCA et al.,, 2002),
possivelmente regulada pelo metabolismo do Oxido Nitrico Sintase (NOS), uma
vez que h& aumento dos niveis de NO correlato ao crescimento do tumor e seu
espalhamento, como observado em diferentes tipos de canceres humanos e
experimentais (MORBIDELLI et al., 2003).

A TABELA 4.18 mostra as analises histopatologicas dos tumores
implantados em camundongos C57BL/6, onde estdo descritas as frequéncias de

células pleomorficas, binucleagbes, mitoses, necroses e hemorragias.

TABELA 4.18 — Analises histopatoldgicas em tumores de melanoma (B16F10)
implantados em camundongos C57BL/6 nos grupos de tratamentos: controle
(DMSO 1,0 %) e composto (9) ct—[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs

Tumor Animais Pleomorfismo Binucleacdo Mitoses Necrose Hemorragia
1 +++ +++ 39 ++ ++
2 ++ + 46 +++ ++
Controle 3 +++ ++ 26 4+ 4+
(DMSO 1%) 4 +++ ++ 25 +++ +++
5 +++ ++ 36 +++ +++
6 +++ ++ 43 +++ +++
1 +++ ++ 6 ++ ++
2 ++ + 10 ++ ++
Composto 9 3 ++ + 17 +++ +++
4 ++ 0 6 +++ +++
S5 ++ ++ 21 ++ ++
6 +++ ++ 18 +++ ++
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Na TABELA 4.18, pode ser observado que as frequéncias de
pleomorfismo, binucleacdo e necrose (caracteristicas mostradas também nas
FIGURAS de 4.17 - 4.20) néo apresentaram variabilidade significativa nos dois
grupos de tratamentos, avaliados em tumores do tipo melanoma (B16F10) em
camundongos C57BL/6. No que diz respeito ao numero de mitoses, verificou-se
que 0 gQrupo que recebeu a administragdo do composto (9) ct-
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFe, apresentou numero de mitoses estatisticamente
inferior ao grupo controle (DMSO 1,0 %), mostrando que 0 composto em estudo
inibiu 0 processo de mitose no tecido tumoral de melanoma em camundongos

avaliados neste experimento, FIGURA 4.16 e 4.17.

E=E3 Controle
&5 ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)IPF¢

50

n° de mitoses

Composto
Tratamentos
FIGURA 4.16 — Representacdo do numero de mitoses analisados em melanoma
(B16F10) implantados em camundongos C57BL/6 nos diferentes tratamentos:
controle (DMSO 1,0 %) e composto (9) ct—[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs (5,0 mg
kg™ p.c.), obtidos em 6 animais por grupo de tratamento. Os resultados est&o
representados por média e desvio padrdo (Média = DP). *Significativamente

diferente do grupo controle (p < 0,05), comparado pelo teste de Turkey.
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A FIGURA 4.17 (A) e (B) exibe duas fotomicrografias de tecido
tumoral de melanoma (B16F10) em camundongos C57BL/6, resultado da
histopatologia tumoral, onde uma amostra € respectiva ao grupo controle
(DMSO 1,0%) e a outra, respectiva ao tumor que recebeu tratamento com o
composto (9) ct—[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs.

FIGURA 4.17 — Fotomicrografia das amostras do tecido tumoral de melanoma
(B16F10) em camundongos C57BL/6 nos dois grupos de tratamentos, (A):
controle (DMSO 1,0 %); e (B): composto (9) ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs.
Notar area de necrose (*), células em mitose (seta) e pleomorfismo em A e B

(aumento: 40 x; Hematoxilina, Eosina e Tricomico de Gomori).

Com base nestes resultados, sugere-se que 0 composto em estudo
atua na inibicéo da divisao celular de melanoma murino (B16F10), uma vez que
0s numeros de mitoses sdo significativamente menores nos tumores dos animais
tratados com o composto (9) ct—[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFes. Sabendo que os
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canceres sdo resultado da divisdo celular descontrolada, pode-se inferir que o
composto mostra toxicidade in vivo nas células tumorais em divisdo, reduzindo
0 numero de mitoses e consequentemente da divisdo celular em tecidos tumorais
de melanoma (B16F10) em camundongos C57BL/6. Esse argumento é reforcado
pelos resultados obtidos nos ensaio de citotoxicidade pela técnica XTT e
microndcleo in vitro, onde este composto atuou seletivamente em células
tumorais B16F10, e exerceu efeito genotdxico em células tumorais HepG2, néo
exercendo efeito genotoxico em células de tecidos saudaveis V79.

Nas analises histopatologicas dos tumores de camundongos
C57BL/6, implantados via subcutdnea com células de melanoma (B16F10),
foram observadas varias caracteristicas tumorais. As laminas analisadas por
microscopia mostraram a presenca de uma massa composta por células
neoplasicas iniciando apos o tecido adiposo, delimitada por uma fina camada de
tecido conjuntivo. As células se distribuem em um manto, inseridas em um
estroma pre-existente. A morfologia das células varia de redondas a ovaladas e
pleomorficas (FIGURA 4.18), medindo aproximadamente quatro vezes o
tamanho de uma hemacia. Os nucleos sédo pleomorficos em localizagdo central
no citoplasma. Os nucléolos sdo de tamanhos variados, bem evidentes e
numerosos. O citoplasma € eosinofilico, bem delimitado, com presenca de
granulos amarronzados em algumas células (FIGURA 4.19). Observa-se um

grande numero de figuras de mitoses (FIGURA 4.20).
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FIGURA 4.18 - Fotomicrografia do tecido tumoral de melanoma do tipo B16-

F10 em camundongos C57BL/6 com pleomorfismo celular, tamanhos variados

de ndcleos em uma neoplasia (aumento: 40 x; Hematoxilina, Eosina e Tricomico

de Gomori).

FIGURA 4.19 - Fotomicrografia do tecido tumoral de melanoma do tipo B16-
F10 em camundongos C57BL/6 com grénulos intracitoplasméticos (aumento: 40

X; Hematoxilina , Eosina e Tricomico de Gomori).
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FIGURA 4.20- Fotomicrografia do tecido tumoral de melanoma do tipo B16-
F10 em camundongos C57BL/6 com figuras de mitoses (aumento: 40 X;

Hematoxilina, Eosina e Tricbmico de Gomori).

Adicionalmente, sugere-se que o0 composto (9) ct-
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs apresenta atividade antitumoral in vivo em uma
dose segura, atuando seletivamente em tecidos tumorais, ndo causando efeitos
toxicos, citotdxicos e genotdxicos em tecidos saudaveis, como apresentado
anteriormente nos resultados de micronucleo em medula 0ssea e cometa em
hepatocitos de camundongos Swiss.

Neste contexto, PEREIRA et al. (2009) reportou estudos de indice
mitdtico para um composto de ruténio de formula geral cis-
[Ru(C,0,)(NH3)4]2(S20¢), sobre as células do bulbo Allium cepa. Este composto
mostrou notavel capacidade de inibir a mitose, que pode ser atribuida a inibicéo
da sintese de DNA ou bloqueio na fase G2 do ciclo celular. Adicionalmente, o
composto apontado neste estudo ndo induziu efeitos toxicos semelhantes as

drogas antitumorais a base de metal, como o cisplatina.
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Atualmente, complexos de ruténio tém atraido a atencdo de
pesquisadores, de maneira que tém sido descrito na literatura, que a atividade
destes complexos em tecidos tumorais pode estar relacionada ao fato do ruténio
interagir com varias biomoléculas como albumina e outras proteinas, podendo
facilitar seu transporte para dentro das células tumorais (KAPITZA et al.,
2005a). Sabe-se que celulas tumorais exibem intenso metabolismo para a sua
rapida proliferacéo e necessitam de mais nutrientes que as células saudaveis, o
que causaria a superexpressdo de receptores de proteinas e enzimas
(HARTINGER et al., 2008; KAPITZA et al., 2005b). Desta maneira, infere-se
que o elevado transporte e distribuicdo de complexos de ruténio em tecidos
tumorais, podem ocorrer pela manutencdo de biomoléculas, como as proteinas
(BABU et al., 2014; BARRY e SADLER, 2013; SATHYADEVI et al., 2012).
Em nossos estudos, realizou-se o experimento de interacdo do composto (9) ct-
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs com a albumina (BSA), onde foi observada a
afinidade do composto pela BSA, indicando um processo dindmico, sugerindo,
uma interagdo do composto com a BSA de acordo com a estequiometria 1:1,
formando um complexo estavel. Este experimento indicou que o ambiente
hidrofébico da proteina (residuo triptofano) estd facilmente acessivel para o
composto. Os resultados termodinamicos deste experimento, reforcaram que a
interacdo do composto com a BSA, ocorre por forgas hidrofébicas (AH® > 0 e
AS° > 0) na interacdo com a proteina, de maneira espontanea (AG° <0) .

Salienta-se aqui, que 0 composto 9) ct—
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs apresenta varios ligantes que exibem efeito
antitumoral quando coordenados a um centro metalico, como a dppb
(difenilfosfinabutano) e a bipy (bipiridina). No caso de complexos fosfinicos,
MIRABELLI et al. (1986) investigou extensivamente a relagéo
estrutura/atividade de compostos contendo fosfina como ligantes. Os resultados
mostraram que, variagdes nos ligantes na esfera de coordenacdo do centro

metalico eram capazes de promover mudangas expressivas no potencial
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citotoxico e na atividade antitumoral dos compostos. Como foi o caso da
remocdo do grupamento trietilfosfina, PEt, do complexo auranofina. O
composto estudado sem fosfina, [AuSGIlu(Ac),], apresentou reducdo do
potencial citotoxico em aproximadamente 150 vezes, indicando que a potencial
citotoxicidade in vitro e a atividade antitumoral in vivo, estavam relacionadas a
presenca do ligante fosfinico no complexo auranofina.

No caso dos ligantes N-heterociclicos como a bipiridina, € descrito
na literatura que apresentam a caracteristica de mimetizar estruturas de
moléculas biologicas, como acidos nucleicos, proteinas, enzimas, entre outras
que apresentam propriedades particulares no metabolismo humano
(SANTIAGO, 2004). Estes ligantes apresentam propriedades quimicas e fisicas
semelhante as fosfinas (CUNHA et al.,, 1999; MEYER e MCCLEVERTY,
2003).

Complexos carbonilicos de metal de transicdo, como 0 composto
(9) ct—[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs, tém sido investigados quanto a sua atuacao
no meio biolégico. Sabe-se que a molecula de CO ¢ produzida endogenamente,
sendo gerada durante a degradacdo do grupo heme, pelas enzimas heme
oxigenase (HO-2) e (HO-1) (MAINES, 1998; ROMAO et al. 2012). A partir da
descoberta da producdo endogena do monoxido de carbono, varios estudos
foram efetuados baseando-se na utilizacdo do CO em aplicacdes terapéuticas
(WANG, 1998). Como é o caso da utilizacdo de moléculas do tipo CO-RMs,
que liberam CO como pré-drogas, capazes de fornecer CO em tecidos
especificos in vivo, constituindo uma estratégia valida para reconhecer o
potencial terapéutico destas moléculas. Sendo assim, 0 comportamento
biolégico e quimico do CO liberado de moléculas do tipo CO-RMs, tem sido
motivo de extensas investigacdes, no sentido de avaliar se estas moléculas
causam efeitos toxicos secundarios apds a sua administracdo (ROMAO et al.,

2012; FORESTI et al., 2004). Desta maneira, investigar a atuacdo do complexo
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carbonilico de ruténio no meio bioldgico, confere perspectivas para aplicacbes
terapéuticas (WU e WANG, 2005; FORESTI et al., 2004).

Neste trabalho ndo foi investigada a liberacdo do CO do composto
(9) ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs, mas a sua atuacdo em diversos ensaios
bioldgicos in vitro e in vivo. Em nossos estudos, foram investigados diversos
aspectos toxicoldgicos, além da atividade antitumoral in vitro e in vivo deste
composto, como um candidato a quimioterapico no tratamento do cancer. Os
resultados obtidos neste trabalho podem indicar a realizacdo de novos
experimentos complementares, com o propoésito de se averiguar outros aspectos
do mecanismo de agdo deste composto, inclusive mesmo se ha a liberagdo do
CO em tecidos especificos.

Em face do exposto, pode-se dizer que o composto (9) ct-
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs se mostra um potencial candidato como agente
antitumoral no tratamento de cancer do tipo melanoma, onde apresentou
atividade antitumoral bastante significativa nas condigdes experimentais
avaliadas, mostrando baixa toxicidade em tecidos ndo tumorais e,

significativamente ativo em tecidos tumorais.
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5. CONCLUSOES

Todos os compostos avaliados neste trabalho passaram por uma
triagem em experimentos de atividade citotdxica pela metodologia XTT. O
composto (1) [Ru(SpyMe,),(dppb)] ndo mostrou atividade citotdxica nas
linhagens tumorais avaliadas. Os compostos (2) [RuCl(SpyMe,),NO] e (3)
[Ru(Pic).(dppb)] mostraram citotoxicidade seletiva em células tumorais HelLa e
MCF7. Os compostos contendo aminoacidos como ligantes (4)
[Ru(Gly)(dppb)(4,4’-mebipy)]PFe; (6) [Ru(Tyr)(dppb)(4.4’-mebipy)]PFs; (8)
[Ru(Trp)(dppb)(fen)]PFs, apresentaram efeito citotoxico em células MCF7,
mostrando baixa citotoxicidade em células V79, sendo que os compostos (6)
[Ru(Tyr)(dppb)(4,4’-mebipy)]PFs e (7) [Ru(Tyr)(dppb)(fen)]PFs mostraram-se
mais citotoxicos para HeLa. O composto (9) ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs
mostrou citotoxicidade em todas as células tumorais avaliadas. Observou-se que
0os compostos (2) Ru(SpyMey) (dppb)]; (3) [RuCIl(SpyMe;),NO]; (4)
[Ru(Gly)(dppb)(4,4’-mebipy)]PFs; (6) [Ru(Tyr)(dppb)(4,4’-mebipy)]PFs e (8)
[Ru(Trp)(dppb)(fen)]PFs mostraram atividade seletiva em células tumorais
MCF7, comparado as células ndo tumorais (V79), mostrando vantagens em
relacéo ao cisplatina.

O composto (9) ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs foi avaliado quanto
as interagbes com o DNA. Os resultados de interacdo com o DNA mostraram
gue este composto interage por interacdes fracas, exibindo hipocromismo com o
acréscimo da solucdo de DNA na amostra.

Em relacdo aos estudos de interagdo com a BSA, a constante K,
que representa a relativa afinidade do composto (9) ct-
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs com a proteina (BSA), mostrou que houve um
processo dindmico com o aumento da temperatura. Quanto aos parametros
termodinamicos avaliados AG®°, AH® e AS®, a interacdo do composto (9) ct—

[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs com a BSA nas diferentes temperaturas, indicou
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que o composto interage por forcas hidrofobicas na interacdo com a proteina,
onde a interacdo do composto com a proteina acontece de forma espontanea.

Na avaliacdo citotoxica e genotoxica in vitro em testes de
micronacleo em células V79 e HepG2, o composto (9) ct-
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFes, mostrou auséncia de citoxicidade e genotoxicidade
em células V79 nas diferentes concentragfes avaliadas. Quando este composto
foi avaliado frente as células HepG2, o mesmo apresentou auséncia de
citotoxicidade nas concentracdes de 0,312 e 0,625 pumol L™, porém mostrou
efeito genotdxico na concentracdo de 1,25 pmol L™.

Na avaliacdo citotoxica e genotdxica in vivo, o composto (9) ct-
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PF¢ foi avaliado em ensaios de micronucleo em medula
0ssea e cometa em hepatédcitos de camundongos Swiss. Os resultados de
microntcleo em medula éssea mostraram que o0 composto (9) ct-
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFe¢ ndo foi citotoxico e nem genotdxico nas diferentes
doses avaliadas. No ensaio cometa em hepatocitos 0 composto mostrou aumento
nas frequéncias de danos do DNA na maior dose avaliada, 5,0 mg kg™ p.c. Neste
sentido, infere-se que os danos no DNA apresentados na maior dose avaliada
foram reparados, quando foram observados os resultados encontrados no ensaio
de microndcleo em medula 6ssea.

No ensaio antitumoral in vivo em modelo de transplante singénico,
onde camundongos C57BL/6 receberam implante tumoral de melanoma (B16-
F10), o composto (9) c:t-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PF6 mostrou atividade

antitumoral inibindo o desenvolvimento tumoral significativamente em relacao
ao controle sem tratamento. Sugere-se que o composto também foi capaz de
inibir o processo de angiogénese, pois foi observada indicios de inibicdo da
vascularizacdo tumoral em analise macroscépica. Esta inibicdo deve ser
investigada mais detalhadamente em experimentos mais espeficos futuramente.
Nos resultados das analises histopatoldgicas, observou-se a inibicédo
das mitoses em células dos tumores de melanoma (B16F10) tratados com o

152



composto (9) ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFG, exibindo valores de mitoses

significamente inferiores em relagdo ao grupo controle (DMSO 1,0%).

Os resultados obtidos neste trabalho foram bastante promissores,
uma vez que a maioria dos compostos avaliados apresentou algum tipo de
atividade in vitro em células tumorais, principalmente em células tumorais de
mama, MCF7. O composto (9) ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFG, avaliado em

experimentos in vitro e in vivo, mostrou-se um promissor candidato a
guimioterapico, apresentando resultados encorajadores, uma vez que foi ativo in
vitro em todas células tumorais avaliada e, in vivo apresentou atividade
antitumoral em camundongos C57BL/6 com implante de melanoma (B16F10),
porém com baixa toxicidade em tecidos saudaveis. Haja vista os resultados
encontrados para este composto nos ensaios de microndcleo em medula éssea e

cometa em hepatdcitos em camundongos Swiss.
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APENDICE |

TABELA 1 - Frequéncias de células binucleadas micronucleadas (CBNMNS) e
valores de indices de divisdo nuclear (IDN) obtidos nas culturas de células V79
tratadas com as diferentes concentragdbes do composto (9) ct-

[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PF¢ e seus respectivos controles

Tratamentos CBNMNs Total de IDN
(umol L™ Micronucleos
IMN 2MN 3MN 4MN

Controle 5 0 0 0 5 1,65
6 0 0 0 6 1,73

3 0 0 0 3 1,87

Controle solvente 2 0 0 0 2 1,67
(DMSO) 2 0 0 0 2 1,68
1 0 0 0 1 1,93

0,321 3 0 0 0 3 1,68
3 0 0 0 3 1,59

4 0 0 0 4 1,87

0,625 7 0 0 0 7 1,68
7 0 0 0 7 1,61

9 0 0 0 9 1,74

1,25 4 0 0 0 4 1,61
8 1 0 0 10 1,68

9 1 0 0 11 1,71

Cisplatina 9 1 1 0 15 1,60
17 1 0 0 19 1,85

24 1 0 0 26 1,85

MMS 42 1 0 0 44 1,75
27 2 4 0 43 1,69

37 0 0 0 37 1,80

CBNMNSs: Células Binucleadas cotendo Micronucleadas; MN: Microntcleos; IDN: Indice de
Divisdo Nuclear; IDN = [M1 + 2(M2) + 3(M3) + 4(M4)]/N, onde N = n° de células
contabilizadas; DMSO: dimetilsulfoxido (0,1%); Cisplatina: cis-[Pt(NH3).Cl;] (3,33 pumol L
; MMS: metilmetanosulfonato (400,0 pmol L™); Foram analisadas 1000 células
binucleadas/cultura para a obtencdo das frequéncias de CBNMNSs e 1.500 células/cultura para

obtencdo dos valores de IDN
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APENDICE I1

TABELA 2 - Frequéncias de células binucleadas micronucleadas (CBNMNS) e
valores de indices de divisdo nuclear (IDN) obtidos nas culturas de células
HepG2 tratadas com as diferentes concentracbes do complexo (9) ct-

[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PF¢ e seus respectivos controles

Tratamento CBNMNs Total de IDN
(umol L™ Micronucleos
IMN 2MN 3MN 4MN

Controle 2 0 0 0 2 1,78
5 0 0 0 5 1,71

5 0 0 0 5 1,81

Controle solvente 3 0 0 0 3 1,90
(DMSO) 2 0 0 0 2 1,36
3 0 0 0 3 1,43

0,321 7 1 0 0 9 1,44
6 1 0 0 8 1,35

4 0 0 0 4 1,94

0,625 1 0 0 0 1 1,91
4 0 0 0 4 1,53

2 0 0 0 2 1,50

1,25 7 1 1 0 12 1,69
7 2 0 0 11 1,61

7 1 0 0 9 1,56

Cisplatina 24 2 0 0 28 1,43
20 3 0 0 26 1,44

12 5 1 0 25 1,37

MMS 17 3 0 0 23 1,61
15 1 1 0 20 1,73

23 1 0 0 25 1,73

CBNMNSs: Células Binucleadas cotendo Micronucleadas; MN: Microntcleos; IDN: Indice de
Divisdo Nuclear; DP: Desvio Padrdao; DMSO: dimetilsulfoxido; Cisplatina: cis-[Pt(NH3),Cl.]
(3,33 pumol L™); MMS: metil metanosulfonato (400,0 umol L™); 1000 células binucleadas
analisadas por cultura a um total de 3000 células por tratamento; "500 células analisadas por
cultura a um total de 1500 células por tratamento. “Significativamente diferente do grupo

controle negativo (P< 0,05).
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APENDICE 111

TABELA 3- Frequéncias de PCEMNSs e valores de PCE /( PCE + NCE) obtidos
em medula 6ssea de camundongos Swiss tratados com diferente doses do
complexo (9) ct—[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs e seus respectivos controles

Tratarr;entos PCEMNS PCE /( PCE + NCE)
mg kg’

0,690
0,737
0,583
0,730
0,750
0,590

0,610
0,477
0,595
0,652
0,366
0,527

Controle

0,625

0,467
0,632
0,680
0,670
0,500
0,620

0,552
0,595
0,462
0,505
0,647
0,660

0,602
0,482
0,512
0,750
0,587
0,705

1,25

2,5

5,0

DONNOWW GWNRWOO AP WRDN NN NOWWNWW

72 0,477

. . 57 0,567
Cisplatina 44 0,525
59 0,650

62 0,422

63 0,510

25 0,610

25 0.621
MMS 29 0.567

33 0,571
30 0,572
34 0,483

Cisplatina: cis-[Pt(NH3).Cl,] (1,5 mg kg™ p.c.) ; MMS: metilmetanosulfonato (40,0 mg kg™
p.c.); Foram analisados 400 eritrécitos/animal para a obtencdo da Citotoxicidade e 2000
eritrécitos/animal para a obtengdo da frequiéncia de micronucleos (PCEMNS).
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APENDICE IV

TABELA 4 - Frequéncias de danos no DNA obtidos em hepatdcitos de
camundongos Swiss apds os tratamentos com as diferentes doses do composto
(9) ct—[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs

Tratamentos % DNA Tail Moment Tail Lenght
(mg kg™ p.c.)
Controle Negativo 18,73 2,11 8,37
17,88 2,80 10,25
15,88 2,01 10,10
19,29 1,65 5,67
25,52 3,56 11,00
20,85 2,16 7,50
13,18 1,17 6,22
19,85 1,88 7,66
0,625 20,25 3,69 13,15
17,18 3,00 10,40
23,84 3,24 10,04
24,89 3,58 10,32
1,25 21,7 2,79 8,97
27,28 4,43 12,73
20,21 2,10 6,11
18,60 3,29 8,65
24,84 3,25 10,05
18,29 3,52 12,84
2,50 21,65 3,24 10,22
22,67 3,86 11,82
19,02 2,60 10,58
19,03 2,30 9,98
24,57 5,93 13,26
16,25 1,83 7,95
5,00 27,50 8,93 16,95
33,73 10,32 22,25
20,47 2,35 7,46
24,79 6,81 17,04
33,49 9,39 19,87
29,26 4,25 11,21
Cisplatina 32,82 10,25 21,96
40,79 16,98 30,55
37,54 10,04 20,6
46,46 13,25 24,34
37,70 9,89 19,84
40,37 12,14 23,55
MMS 37,35 9,59 21,54
46,81 21,20 35,08
44,44 16,90 31,64
39,30 13,23 24,52
42,01 9,90 20,01
41,20 14,98 29,80

% DNA: porcentagem de DNA na cauda do cometa; Tail Moment: momento de cauda; Tail Length:
comprimento da cauda; Cisplatina: cis-[Pt(NHs),Cl,] (1,5 mg kg™ p.c.); MMS: metilmetanosulfonato (40,0 mg
kg™ p.c.).Foram analisados 300 cometas por tratamento.

195



APENDICE V

TABELA 5 — VVolumes tumorais apresentados no ensaio antitumoral in vivo para
0s dois grupos de tratamentos controle solvente e para o Composto (9) ct-
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PF6

Volume tumoral (mm®)
1°dia 2°dia 3°dia 4°dia 5°dia

TRATAMNENTOS | ANIMAIS

1 1715 1960 2880 5500 8640

2 1260 1715 1960 2560 2880

Controle 3 108,0 126,0 1715 2880 32034

(DMSO 1,0 %) 4 75,0 1260 1715 2560  500,0

5 62,5 75,0 1715 2880 4050

6 105875 1260 1960 3645 5500

1 90 1470 1715 196, 148,1

2 62,5 1080 1715 1960 1960

Composto 9 3 108 1080 1170 1789 196,
(5,0 mg kg™)

4 50 62,5 1080 2560  196,0

5 126 1260 1960 1960 1620

6 126 1260 1715 1715 1479
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APENDICE VI

TABELA 6 — Peso dos 6rgdos e tumor dos animais no dia do sacrificio para os
diferentes tratamentos, 24 horas ap6s o Gltimo tratamento com o composto (9)
ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PF,

Tratamentos Animais Orgéos (9) Tumor
Cérebro Coragdo Pulmdo Figado Bago Rim (@
1 0,4861 0,2638 0,1634 13750 00710 0,3624 -
2 0,4725 0,2224 0,547 173650 0,0780 0,3643 -
Controle Negativo 3 04838 01530 02058 14861 00655 04098 | -
4 0,4920 0,1135 0,090 12400 0,1040 0,3940 -
5 0,4780 0,1354 0,1882 12240 0,140 0,3090 -
6 0,5375 0,0476 0,349 16834 00422 03732 -
1 0,4880 0,0960 0,1320 12150 0,1290 0,3560 | 0,9520
2 0,4920 0,2700 0,1720 1,080  0,2600 0,3360 | 0,7380
Controle 3 0,4700 0,1320 0,1970 1,532  0,0970 0,3810 | 0,4860
(DMSO 1,0%) 4 04480 01730 01710 1,608 0,1450 0,4080 | 1,1560
5 0,4510 0,2050 0,157 1436  0,0450 0,3120 | 0,7500
6 0,3853 0,2448 0,280 17283 04609 0,3310 | 1,1859
1 0,4980 0,1680 02420 14830 01340 0,3770 | 0,9320
2 0,3830 0,1740 0,1970 12210 00042 0,2985 | 0,2169
Composto 9 3 0,4570 0,031 0,2250 1633 0,133 0,356 | 0,5440
(50 mg kg™) 4 0,4200 0150 00810 1421 0064 0,388 | 04480
5 0,4647 0,1168 0,516 14379 01237 0,2812 | 0,7653
6 0,2331 0,0749 0,183 1,069 00384 03136 | 13128
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