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1. INTRODUCAO

O cancer ¢ uma das doengas mais comuns e graves vistas na medicina clinica (JEMAL
et al., 2004). Dados epidemiologicos demonstram que o cancer, de alguma forma, ataca mais
que um terco da populacdo mundial, sendo responsavel por mais de 20% de todas as mortes,
e, em paises desenvolvidos, chegando a ser responsavel por mais de 10% do custo total em
cuidados médicos (THOMPSON et al., 2002).

No Brasil, estimativas para o ano de 2010 apontavam que ocorreriam cerca de meio
milhdo de novos casos de cancer. Os tipos mais incidentes seriam os de prostata e pulmao
para o sexo masculino e mama e colo Utero para o sexo feminino. Em Goids, acredita-se que
neste mesmo ano, a incidéncia para novos casos seria de 16.130 para cada 100.000 habitantes
(INCA/MS, 2010).

Assim, o cancer torna-se o terceiro grupo de causas de mortalidade, superado apenas
por doengas cardiovasculares e por morte acidental - tanto acidentes de transito quanto
violéncia urbana — e consolidando-se como um problema de saude publica (INCA/MS 2010).

Existem trés abordagens principais para o tratamento do cancer: excisdo cirtrgica,
irradiacdo e quimioterapia, dependendo do tipo de tumor e do seu estigio de
desenvolvimento. E de grande conhecimento a importancia da compreensio da cinética do
ciclo celular para o uso apropriado da atual geragdo de drogas antineopldsicas na

quimioterapia. Muitos dos mais potentes agentes citotoxicos atuam em fases especificas do
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ciclo celular e, portanto, tém atividade apenas em células que estdo em processo de divisao.
Nos estudos in vitro da acdo citotoxica das drogas antineoplasicas, verifica-se que ha
distarbios do ciclo celular e, posteriormente, morte celular, embora cada droga possa
apresentar mecanismos de agdo especificos. A morte celular pode ocorrer de duas formas: por
necrose ou por apoptose (MORAES et al., 2007).

A apoptose ¢ definida como uma morte celular programada. Nesse mecanismo, células
indesejaveis sdo eliminadas devido a ativacdo de uma série coordenada de eventos executados
por um conjunto exclusivo de proteinas (BRABEC & NOVAKOVA, 2006). Defeitos na
regulacdo dos mecanismos apoptoticos podem causar a deficiéncia dessa morte celular
programada. A auséncia de apoptose pode levar a anormalidades corporais, doengas auto-
imunes, neoplasias e ao cancer (DELHALLE et al., 2003).

As caracteristicas morfologicas e bioquimicas da apoptose tém sido descritas
principalmente como contracdo celular, condensagdo da cromatina, formacdo de corpo
apoptotico e degradagdo de DNA. Tais propriedades se distinguem significativamente das
caracteristicas expressas por morte celular acidental ou necrotica (BORTNER et al., 1995).

A fragmentacdo do DNA tem sido o principal critério bioquimico usado para
distinguir os motivos da morte celular (BORTNER et al, 1995). Sdo formados
oligonucleossomos de aproximadamente 180 pares de bases, formando assim um padrao em
forma de escada no gel de eletroforese (VOLTARELLI et al., 2008).

Pesquisas realizadas desde a década de 1990 tém demonstrado que a morte celular
provocada pelas drogas quimioterapicas ocorre principalmente por inducao de apoptose. Esta
classe de drogas tem o potencial de restabelecer a apoptose celular, processo que se encontra
alterado em células cancerigenas (HUSCHTSCHA et al., 1998; HUANG & OLIFF, 2001;
FESIK et al., 2005; MORAES et al., 2007).

Compostos baseados em Ruténio tém sido estudados como agentes antitumorais e
antimetastaticos potenciais (MENEZES et al., 2007). Os testes mostram que esses compostos
apresentam toxicidade bem inferior as principais metalodrogas atualmente usadas no
tratamento do cancer como, por exemplo, a cisplatina [cis-diaminodicloroplatina(I)]. Os
compostos a base de cisplatina apresentam um conjunto limitado de tumores afetados e o
desenvolvimento de resisténcia a droga (PEREIRA et al.,, 2009). O Ruténio apresenta
mecanismos de a¢cdo independentes do material genético, pois sua similaridade quimica com o
Ferro permite sua ligacdo com proteinas Transferrinas. Apesar disso, 0 DNA tem sido

encarado como o principal alvo da droga (SILVEIRA-LACERDA, 2010b).
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Estudos mostram que uma das propriedades antitumorais do Ruténio ¢ a indugdo de
apoptose nas células cancerigenas (SILVEIRA-LACERDA et al., 2010a). Assim, estudos
sobre o mecanismo de acdo destes complexos de ruténio se tornam importantes, para que se
possa definir seu real potencial clinico, contribuindo para o desenvolvimento de uma nova
possivel droga antitumoral, com propriedades complementares aquelas exibidas pelos

farmacos utilizados na clinica atual.

2. OBJETIVOS

Com base no que foi apresentado, fez-se necessaria a investigagdo da atividade
apoptotica de compostos de Ruténio (III) sobre células tumorais K-562 e S-180, de forma a se
favorecer seus possiveis efeitos farmacologicos e possiveis efeitos toxicos, além disso, os
tratamentos atuais para os diversos tipos de canceres ndo sdo considerados satisfatorios, os
estudos com novos compostos antitumorais baseados em metais representam um novo
caminho para sintese de medicamentos menos agressivos ao organismo € mais efetivos nas
células tumorais.

Avaliar a capacidade de diferentes compostos de ruténio em desencadear o processo

de apoptose em células tumorais S180 e K-562.

3. METODOLOGIA
3.1. Delineamento experimental

A presente pesquisa foi desenvolvida com o apoio da equipe do Laboratorio de
Genética Molecular e Citogenética do Instituto de Ciéncias Biologicas. Duas diferentes
linhagens celulares tumorais, cultivadas in vitro, foram submetidas ao tratamento com agentes
antitumorais baseados em Ruténio (III). Foram empregadas diferentes concentragdes em cada
um dos tratamentos. Apos os tratamentos foi realizada uma avaliagdo do perfil apoptdtico dos

agentes antitumorais estudados sobre as linhagens celulares tumorais.

3.2. Cultura celular

Neste estudo foram utilizadas duas linhagens de células tumorais, uma de leucemia
mieloide cronica humana (K-562) (ATCC nimero CCL-243™) obtida do Banco de Células
Norte-americano (American Type Culture Collection - ATCC, Rockville, MD, USA) e tumor
Ascistico Murino Sarcoma 180, fornecida pelo Laboratério de Imunologia da Universidade
Federal de Uberlandia. As células foram cultivadas em garrafas de cultura segundo protocolo

estabelecido pela ATCC (ATCC, Rockville, MD, EUA, 2009) e mantidas em estufa
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(REVCO, Thermo Fisher Sci. Inc., Waltham, MA, EUA) a 37 °C contendo 95% de ar e 5%
de CO, até o momento do ensaio experimental. Para a realizacdo dos ensaios foram utilizadas

células que apresentavam viabilidade superior a 90%.

3.3. Compostos de Ruténio

Os compostos de ruténio foram sintetizados pelo Laboratério de Quimica
Supramolecular do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos e pelo
Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goids. Para os ensaios bioldgicos, os
compostos de ruténio liofilizados foram pesados e dissolvidos em dimetil sulféxido (DMSO)

0,1%. A cisplatina foi utilizada como fAirmaco controle.

3.4. Ensaios in vitro

Para a realizagdo dos ensaios de in vitro sobre as células tumorais, as linhagens K-562
e Sarcoma 180 foram centrifugadas por 10 minutos a 2.000 RPM e o sobrenadante
descartado. O pellet celular foi ressuspenso em ImL de meio de cultura RPMI-1640
suplementado com 10% de soro fetal bovino (ambos da GIBCO, Grand Island, NY, EUA) e
antibidticos 100 Ul/mL (estreptomicina e penicilina) (CULTILAB, Campinas, SP, Brasil).
Em seguida, realizou-se a contagem das células viaveis em azul de tripano (VETEC, Duque
de Caxias, RJ, Brasil) para o ajuste da concentragio em 5x10° células/mL para a posterior

realizacdo dos ensaios de citotoxicidade.

3.5. Avaliacao da viabilidade celular pelo método de exclusdo do Azul de Tripano

A avaliacdo da viabilidade da célula na presenca dos compostos de ruténio (III) foi
realizada segundo o método de exclusdo de azul de tripano em células K-562 e S-180. Esse
método permite detectar células invidveis, cuja membrana, por apresentar danos, permite a
incorporagdo do corante e coram-se em azul; enquanto que as células viaveis , por
apresentarem membrana integra, bloqueiam a passagem do corante, ficando transparente
(MCATEER & DAVIS, 1994 apud RIBEIRO et al., 2003). O ntimero total de células (células
vivas e mortas) foi calculado segundo GORJAO (2005).

3.4. Ensaio da viabilidade celular pelo método de redugdo do MTT

Para avaliar a viabilidade celular apds tratamento com os compostos de ruténio foi

utilizado o método colorimétrico do MTT. O principio deste método descrito por Mosman
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(1983) consiste em medir a viabilidade celular pela atividade enzimatica mitocondrial das
células vivas. Para o teste do MTT, 1 x 10° de células tumorais K-562 ou S-180 foram
semeadas em microplacas de 96 pogos na auséncia ou presenga dos compostos Ru (0,2 a 200
uM.L™") ou cisplatina (0,2 a 200 pM.L™") e incubadas em estufa a 37°C com atmosfera
contendo 5% de CO,. Ao final do periodo de incubagdo, foi adicionado aos pogos de cultivo
celular 10 uL de MTT na concentragdo de 5 mg.mL", e apos 4 h de incubagdo com o MTT,
foram acrescentados 50 pL SDS a 10% diluido em HCL/0,0IN. A quantificagdo da
densidade optica (DO) foi medida em espectrofotdmetro (Awareness Technology INE/ Stat
Fax 2100). A porcentagem de viabilidade celular foi determinada a partir da féormula sugerida
por Silveira-Lacerda et al, 2010a.

O valor de ICsy (concentragao em ],LM.L'1 que inibe 50 % da viabilidade celular) foi
determinada por meio da curva dose resposta utilizando o programa estatistico GraphPad

Prism 4.02 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

3.4. Teste de determinacdo de apoptose através da avaliagdo da integridade das
moléculas de DNA

Para a andlise qualitativa de fragmentos de DNA resultante de clivagem
internucleossomal, 5x10° de células/mL de cada uma das linhagens K562 e S180, tratadas
com diferentes concentragdes dos compostos de ruténio, foram submetidas a extracdo de
acidos nucléicos segundo Sambrook & Russel, 2001.

Apds a extracdo as amostras os padrdes de bandas de DNA foram analisadas por
eletroforese em gel de agarose em concentracdo entre 0,8 e 1,5 %, corados com brometo de
etidio. Os géis foram visualizados e fotografados sobre luz ultravioleta usando um

fotodocumentador com sistema de captura digital de imagem.

3.5. Analise estatistica

Para a andlise dos dados foram utilizados a Analise de Variancia (ANOVA) e
posteriori o teste de comparagdo multipla de Tukey, com significancia de p<0.05, para a
comparagdo entre os grupos. Foi utilizado o Software GraphPad-Prism V3.02. Para todos os
grupos consideraram-se estatisticamente significativos valores de p menores que 0.05

(p<0.05).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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O ataque indiscriminado promovido pelas drogas antineoplasicas as células de rapida
proliferacdo, cancerosas ou normais, produz os indesejdveis efeitos colaterais ou toxicos.
Atualmente, a cisplatina ¢ utilizada no tratamento de uma variedade de neoplasias,
especialmente, o cancer testicular, com probabilidade de cura de 90% dos casos. Porém, o
sucesso clinico da cisplatina ¢ limitado pelos efeitos colaterais significantes causados nos
pacientes e pela resisténcia adquirida ou intrinseca de varios tumores. Devido a sua relativa
inespecificidade, estes antineopldsicos tornam-se toxicos também para os tecidos saudaveis,
principalmente os de maior grau de proliferagdo. Conseqiientemente, os esfor¢os agora estdo
direcionados no sentido de se produzir agentes mais seletivos. Estudos de sintese e avaliagao
farmacologica de compostos contendo ions metélicos diferentes de platina tém despertado
grandes interesses na terapéutica do cancer. Complexos baseados em ruténio, um metal do
grupo da platina, tém demonstrado potencial antitumoral, com menor toxicidade sistémica
comparados aos de platina (SILVEIRA-LACERDA, 2010b).

No presente estudo avaliamos o potencial apoptdtico, in vitro, de compostos de
Ruténio (II) em células de leucemia mieldide cronica humana K-562 e sarcoma murino
S180. Os resultados aqui apresentados demonstraram que o composto de Ruténio (III) induziu
citotoxicidade e danos ao DNA de células tumorais, reduzindo sua viabilidade e causando
citotoxicidade.

Trés experimentos independentes, em triplicatas, foram realizados com as células K-
562 e S-180 utilizando o teste de exclusdo do Azul de Tripano e MTT de forma a se

determinar o perfil citotéxico dos compostos estudados, assim como sua ICsy (Tabela 1).

Tabela 1. Concentragdo (uM.L™") dos compostos de ruténio que inibe 50 % da viabilidade das
células tumorais (ICso) pelo Ensaio de redugao do MTT, tratadas in vitro por 48 h.

Linhagem celular

Compostos K562 S130
Aul6 0.68 0.6
Au2l - -
RuMet 19.47 28,17
Cisplatina 50 63

Est4d bem estabelecido na literatura que a exposi¢do terapéutica a xenobidticos pode
resultar em ligagcdo covalente com o DNA e danos genéticos, o que poderia ser um evento

inicial no processo de carcinogénese quimica (RIBEIRO et al.,, 2006). Agentes
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antineoplésicos geralmente apresentam propriedades alquilantes, complexando-se com o
DNA, de forma indiscriminanda, entre células normais e cancerosas.

Apés o tratamento das células tumorais K562 com os complexos de ruténio, foi
observada uma forte reducdo da concentragdo de DNA das amostras de células expostas as
concentragoes de 20 e 50 uM do composto RuMet (Figura 1). Estes mesmos resultados foram
observados quando a linhagem tumoral S180 foi tratada com o composto Aul6 por 24 horas

(Figura 2).
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Figura 1. Analise de fragmentagdo de DNA de células tumorais K562 expostas a diferentes concentragdes dos
complexos RuMet e Au21 por 24 horas(A e B). Raia 1, ladder de 100 pb; Raia 2, células K562 controle ndo
tratadas; Raia 3, células K562 expostas ao composto RuMet na concentragédo de 20 pM por 24h; Raia 4, células
K562 expostas ao composto RuMet na concentra¢do de 50 uM por 24h; Raia 5, ndo foi aplicada amostra; Raia
6, células K562 expostas ao composto Au21 nas concentragdo de 40 uM por 24h; Raia 7, células K562 expostas
ao composto Au21 nas concentragdo de 60 uM por 24h; Raia 8, células K562 expostas ao composto Au2l na
concentragdo de 80 uM por 24h; Raia 9, células K562 expostas a cisplatina na concentragdo de 50 uM por
24h.(C) Grafico representativo das bandas observaveis no gel, através da avaliagdo da intensidade de
fluorescéncia das bandas (densidade optica).

Estes resultados, quando confrontados com o valor de ICsy destes compostos para as

linhagens tumorais estudadas, revelam um forte efeito citotoxico. A auséncia de padrdo de
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fragmentacao por bandas, leva-se a crer numa possivel agdo oncdtica do composto, frente a

linhagem tumoral, causando-lhe morte, sem o deflagramento da cascata apoptotica.

J 3
140 S 4! a
120

100 l[

B0 4

404

204

T
0 10 20 il 40 50 60 70 a0 50 1
Mol Weight in Rf

Figura 2. Analise de fragmentagdo de DNA de células tumorais S180 expostas a diferentes concentragdes do
complexo AU16 por 24 horas (A e B). Raia 1, ladder de 100 pb; Raias 2 e 3, células S180 controle nio tratadas;
Raias 4 e 5, células S180 expostas ao composto RuMet na concentragdo de 20 uM por 24h; Raias 6 e 7, células
S180 expostas ao composto RuMet na concentragdo de 50 uM por 24h.(C) Grafico representativo das bandas
observaveis no gel, através da avaliaggo da intensidade de fluorescéncia das bandas (densidade optica).

Ainda neste experimento, notou-se também, um efeito citotéxico, dose-dependente,
por parte do composto AU21, pois, a medida que se aumentava a dose de tratamento, foi

observado também um aumento de arraste de DNA (Figura 1). O arraste se d4, devido a
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presenca de DNA de diferentes pesos moleculares na raia, o que leva a crer numa possivel
interacdo entre o composto AU21 e o material nucléico da célula tumoral.

Para a linhagem tumoral de murino Sarcoma 180, foi observada uma redu¢do da
quantidade de DNA de alto peso molecular, nos tratamentos de maior concentracdo da droga
RuMet (50 uM) (Figura 3). Esta redu¢do pode estar relacionada com a possivel interagdao

entre o composto de Ruténio estudado e o desencadeamento de processos apoptoticos.
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Figura 3. Analise de fragmentagdo de DNA de células tumorais S180 expostas a diferentes concentragdes do
complexo RuMet por 24 horas (A e B). Raia 1, ladder de 100 pb; Raias 2 e 3, células S180 controle nao
tratadas; Raias 4 e 5, células S180 expostas ao composto RuMet na concentragdo de 20 uM por 24h; Raias 6 e
7, células S180 expostas a0 composto RuMet na concentragdo de 50 pM por 24h.(C) Grafico representativo das
bandas observaveis no gel, através da avaliagdo da intensidade de fluorescéncia das bandas (densidade optica).

Estudos sobre o mecanismo pelo qual os complexos de ruténio se ligam ao DNA tém
sido investigados, ¢ ao contrario da formagdo de crosslink intrafita causado pela cisplatina,
complexos de ruténio tem demonstrado se ligar ao DNA através de crosslink interfita,

possivelmente favorecido pelas restricdes impostas pela geometria octaédrica destes
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compostos (ALLARDYCE & DYSON, 2001; PIZARRO et al., 2009). Apesar de cisplatina e
complexos de ruténio formarem diferentes tipos de crosslink na molécula de DNA, a
interagdo de ambos os compostos com o DNA ocorre preferencialmente através do N7 da
guanina (CLARKE, 2003; PIZARRO, 2009).

Considerando o DNA como alvo, varios compostos de ruténio foram desenvolvidos e
suas propriedades de ligacdo estdo sendo testadas (CLARKE et al., 2003; BERGAMO &
SAVA, 2007). As duas propriedades atribuidas ao complexo de ruténio: ativagdo pela reducao

e seus transporte seletivo via sistema transferrina pode explicar estas caracteristicas

antitumorais (CLAIRE & DYSON, 2001; FRASCA et al., 2001; TIMERBAEYV et al., 2005).

6. CONCLUSOES

No presente foi observado que os compostos RuMet, Aul6 e Au2l apresentam
potencial antitumoral, pois foram observadas alteragdes no padrio eletroforético de bandas de
DNA de células tumorais K562 e S180, tratadas com estes compostos baseados em ruténio.

A diversidade no mecanismo de acdo e aplicagdo que estes compostos podem alcancar ¢ de
grande interesse clinico. Porém, o uso de novos medicamentos antineoplasicos requer o seu
conhecimento profundo e adequado, a fim de se evitar tratamentos insuficientes ou toxicos.
Assim, novos estudos mais aprofundados de forma a se caracterizar melhor o mecanismo de
acao dos compostos estudados.

O conhecimento do mecanismo de como esses complexos de metal alcangam suas
atividades ¢ crucial para seu sucesso clinico e também para o desenho racional de novos
compostos potencialmente melhorados. Desta forma, poderiamos dispor de drogas mais
eficazes, pois agiriam especificamente nos mecanismos moleculares da neoplasia, com um

grau bem menor de toxicidade.
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