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RESUMO

O glioblastoma multiforme (GBM) é o tumor cerebral maligno mais frequente em
adultos, caracterizado por uma alta capacidade proliferativa e invasiva, além da alta
resisténcia aos tratamentos disponiveis. Por isso, a investigacdo de novos agentes que
possam melhorar a sobrevida e a qualidade de vida dos pacientes com GBM ¢é
extremamente necessaria. Os compostos de ruténio tém se revelado bons candidatos
como drogas antitumorais, apresentando atividade antiproliferativa em alguns tipos de
cancer, tais como: mama, prostata e pulmdo. Além das propriedades quimicas,
especificas destes compostos, o ruténio apresenta também radiois6topos que podem ser
potencialmente usados na terapia por radionuclideos (TR). Neste trabalho investigou-se
o efeito antitumoral dos complexos fosfinicos de Ruténio (II) (CFRs):
[Ru(pic)(bipy)(dppb)]PF6,  [Ru(pic)(bipy)(dppe)]PF6,  [Ru(pic)(bipy)(dppf)]PF6 e
[Ru(pic)(bipy)(dppp)]PF6, ndo radioativos e radioativos, sobre linhagens celulares de
GBM e avaliou-se 0 seu potencial uso em TR. As linhagens celulares de GBM: U87
(proteina p53 nativa) e T98 (proteina p53 mutante), assim como, células de fibroblastos
pulmonares humanos (MRC5) foram tratadas com diferentes concentracdes dos CFRs
ndo radioativos ou radioativos. Os CFRs radioativos contendo '®*Ru foram ativados
neutronicamente utilizando o reator nuclear TRIGA MARK-I IPR-RI, com fluxo
neutronico de 4,3x10" n.cm™.s™. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTT,
alteracdes morfoldgicas e mecanismo de morte induzido pelos CFRs nas células tratadas
foram identificados por microscopia de contraste de fase e de fluorescéncia utilizando
coloracdo com DAPI ou dupla colora¢do com Laranja de acridina/Brometo de etideo. A
capacidade de geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) pelos CFRs foi detectada
pelo ensaio com diclorofluoresceina (DCF) e a quantificacdo da fluorescéncia produzida
foi analisada no software image J (NIH, Bethesda, MD, USA). Todos 0s compostos
foram citotdxicos de maneira dose-dependente, apresentando valores de 1Csq variando
de 1,49 pM a 27,8 UM e entre 2,3x10™ uM a 6,2x10™ pM em células de GBM para 0s
compostos ndo radioativos e radioativos, respectivamente. Os compostos induziram
alteracbes morfoldgicas indicativas de morte por apoptose e/ou necrose, como
encolhimento e arredondamento celular, fragmentacdo nuclear, condensacdo da
cromatina, formacdo de corpos apoptéticos. Os CFRs ativados neutronicamente
apresentaram maior atividade citotoxica que os CFRs ndo-radioativos, indicando que 0s
is6topos '*Ru, emissores de particulas p apresentaram efeito antitumoral sinergistico.
Portanto, os complexos a base de ruténio podem servir como protétipo para o
desenvolvimento de novos antineoplasicos, assim como, a utilizacdo de seus
radioisotopos podem ser considerados para TR. Com base na literatura, até a presente
data, este é o primeiro relato do uso de compostos radioativos de ruténio em GBM.

Palavras-chave: Apoptose, Ativacdo neutronica, Citotoxicidade, Complexos metéalicos,
Glioma, Ruténio II.
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ABSTRACT

Glioblastoma multiforme (GBM) is the malignant brain tumor most frequent in adults
characterized by its high proliferative and invasive properties in addition of its high
resistance to the available treatments. Therefore, the investigation of novel agents able
to improve survival and overall life quality of GBM patients is extremely needed.
Ruthenium compounds have revealed to be good candidates as antitumor drugs
demonstrating antiproliferative activity in some types of cancer such as breast, prostate
and lung. Besides the chemical properties specific for these compounds, ruthenium also
presents a variety of radioisotopes that can be potentially used in radionuclide therapy
(RT). In this work we investigated the antitumor effect of non-radioactive and
radioactive Ruthenium 11 Fosfinic Complexes (RFCs) [Ru(pic)(bipy)(dppb)]PF®6,
[Ru(pic)(bipy)(dppe)]PF6, [Ru(pic)(bipy)(dppf)]PF6 and [Ru(pic)(bipy)(dppp)]PF6 on
GBM cell lines and evaluated its potential use for RT. The GBM cell lines: U87
(expressing native p53 protein) and T98 (expressing mutant p53 protein), as well as
human pulmonary fibroblast (MRC5) were treated with diffferent concentrations of non
radioactive and radioactive RFCs. Radioactive ruthenium complexes containing ‘>*Ru
were produced by neutron activation at the TRIGA MARK-I IPR-RI with a thermal
neutronic flux of 4.3x10* n.cm?s™. Cell viability were evaluated by MTT assay,
morphological alterations and RFCs mechanism of action were analyzed by phase
contrast and fluorescence microscopy with DAPI and double acridine orange/ethidium
bromide staining. Generation of oxygen reactive species (ROS) by RFCs was detected
by diclorofluorescein (DCF) assay and quantification of the produced fluorescence was
analyzed in ImageJ software (NIH, Bethesda, MD, USA). All tested compounds were
cytotoxic to the cells in a dose-dependent manner presenting 1Csq in the range of 1.49
UM to 27.8 pM and between 2.3x10* uM to 6.2x10” uM for non-radioactive and
radioactive RFCs respectively. The RFCs induced morphological alterations indicative
of cell death by apoptosis and/or necrosis such as decreasing cell size, cell roundness,
nuclear fragmentation, cromatin condensation and formation of apoptotic bodies. RFCs
neutronic activated demonstrated higher cytotoxic activity than its non-radioactive
counterparts suggesting that upon neutronic activation *“Ru, p particles emitter, showed
sinergistic antitumor effect. Therefore, ruthenium based complexes can serve as a
prototype for the development of new anticancer drugs, as well as, the use of its
radioisotopes may be considered for RT. Based on the published literature and to the
best of our knowledge so far this is the first report describing the potential use of
radioactive ruthenium compounds in GBM.

Keywords: Apoptosis, Cytotoxicity, Glioma, Metal complexes, Neutronic activation,
Ruthenium I1.
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1. INTRODUCAO
1.1. Cancer

Cancer € o termo utilizado para definir a doenca caracterizada pela multiplicacédo
rapida e desordenada de células que podem se infiltrar em 6rgéos e tecidos através do
processo de metastase (WHO, 2014). As células tumorais distinguem-se das células
normais, por apresentarem caracteristicas como proliferagdo descontrolada,
desdiferenciacdo, capacidade de invasdo de tecidos adjacentes e metastases. Estas
caracteristicas sdo consequentes de uma série de alteracdes genéticas que em conjunto

determinam ganho ou perda de funcdo de proteinas (RANG et al., 2004).

As causas que originam o cancer sdo variadas, dentre as quais se podem citar
alguns fatores externos ao organismo, categoricamente classificados em quimicos,
fisicos e biologicos. Dentre os agentes quimicos destacam-se o tabaco, agrotdxicos,
aflatoxina e anilina, um corante artificial. Os principais agentes fisicos sdo a radiacdo
ionizante e os raios UV (ultravioleta). Entre os agentes bioldgicos podem-se citar 0s
papilomavirus (HPV) que causam o cancer de colo de Utero em mulheres e a bactéria
Helicobacter pylori que pode originar tumores no estdmago. Todos estes fatores em
associacdo com a constituicdo genética do individuo sdo responsaveis por desencadear o
desenvolvimento do cancer de uma forma geral. O surgimento do cancer depende da
intensidade e duracdo da exposicdo das células aos agentes causadores da doenca
(WARD, 2002; WHO, 2014).

O céncer é uma das principais causas de morte no mundo, responsavel por
aproximadamente 8,2 milhdes de mortes no ano de 2012. E a primeira causa de morte
nos paises desenvolvidos e a segunda causa de morte nos paises em desenvolvimento,
atras apenas das doencas cardiovasculares. Nestes ultimos paises, a incidéncia do cancer
pode aumentar ainda mais, pois, 0 aumento da urbanizacdo, da industrializacdo e a
maior expectativa de vida da populagdo favorecem tanto a producdo de agentes

carcindgenos, quanto, as exposicdes mais prolongadas a estes agentes (WHO, 2014).

Estima-se que, em 2030 serdo notificados 27 milhGes de novos casos de cancer e
17 milhdes de mortes por cancer, no mundo (WHO, 2014). No Brasil, os dados do

Instituto Nacional do Cancer apontam a incidéncia de 576 mil novos casos de cancer no
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ano de 2015. Os tipos mais incidentes, com excecdo do cancer de pele, serdo o0s
canceres de prostata, pulmé&o, colon e reto, estbmago e cavidade oral; e, nas mulheres,

cancer de mama, colon e reto, colo de Utero, pulmé&o e glandula tireoide (INCA, 2014).
1.1.1. Glioblastoma multiforme

Existem diferentes tipos de tumores cerebrais, sendo representados por uma
populagdo heterogénea e distinta de neoplasias benignas e malignas (NATIONAL
BRAIN TUMOR SOCIETY, 2012). Os tumores cerebrais representam cerca de 1 a 2%
dos casos de tumores sélidos em adultos, porém, sao de dificil prognostico e a sobrevida
dos pacientes ainda é baixa. Classificam-se de acordo com o sistema da Organizacao
Mundial da Saude (OMS) que, na maioria dos casos, sdo nomeados de acordo com 0s
tipos de células de origem (NUTT et al., 2003). O glioma, um dos tipos mais comuns de
tumores cerebrais primarios (NUTT et al., 2003; BARTEK et al., 2012; MIZOGUCHI
et al., 2013; TANAKA et al., 2013), ¢é derivado das células da glia. O astrocitoma € um
tipo de glioma, e pode ser classificado de I a IV, de acordo com o grau de agressividade.
O astrocitoma mais agressivo € o de grau 1V, também denominado de glioblastoma
multiforme (GBM) (NATIONAL BRAIN TUMOR SOCIETY, 2012).

O Glioblastoma multiforme é o tipo de tumor cerebral maligno mais frequente
em adultos, possuindo uma alta capacidade proliferativa e invasiva (HORMIGO et al.,
2007; MANGIOLA et al., 2013). Estas caracteristicas conferem um prognostico
bastante desfavoravel para os pacientes com GBM que apresentam em média uma
sobrevida de aproximadamente um ano, a partir do diagnostico (STUPP et al., 2005;
FERRETTI et al., 2013). A determinacdo do perfil histolégico dos gliomas é muito
importante para confirmacdo do grau de evolucdo tumoral e a definicdo da estratégia de
tratamento dos pacientes com GBM. Nas situacdes em que as lesdes ndo podem ser
removidas ou em casos em que as condic@es clinicas dos pacientes ndo permitem uma
cirurgia mais ampla, a bidpsia pode ser a Unica maneira de diagnostico da doenca
(NUCLEO DE AVALIACAO DE TECNOLOGIA EM SAUDE - NATS, 2011).

Atualmente, o tratamento padrdo consiste na resseccdo cirurgica seguida por
radioterapia adjuvante, associada ao tratamento com temozolomida (TMZ), um agente
alquilante com razoavel penetragdo da barreira hematoencefélica (BHE). Apesar dos
avangos no tratamento quimioterapico do GBM, cerca de 80% dos pacientes ainda

apresentam baixa estimativa de vida, tornando-se necessario o estudo de novos agentes
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que possam melhorar a sobrevida e a qualidade de vida dos pacientes com GBM
(FERRETTI et al., 2013; MANGIOLA et al., 2013).

Ao longo das ultimas décadas, o prognostico dos pacientes com GBM
apresentou apenas algumas melhorias comparado a outras neoplasias malignas
(BLEKER et al., 2012). Apesar de ndo haver um tratamento eficaz para a cura do GBM,
fato que contribui para alta mortalidade observada, a pesquisa continua pode levar a um
futuro promissor em relagdo a novas terapias mais direcionadas e individualizadas
(ANTON et al., 2012), considerando que melhores métodos de tratamento para 0 GBM

e outros tumores no cérebro sao urgentemente necessarios.

Um dos grandes problemas na terapia de GBM e de outras doencas que
acometem o sistema nervoso central (SNC) é a passagem das drogas para o cérebro. A
barreira hematoencefélica impede o transporte sistematicamente de varios tipos de
moléculas para o cérebro (ZHOU et al., 2012). Outro fator agravante é a alta resisténcia
das células tumorais a diversos tipos de agentes quimioterapicos utilizados (ZHOU et
al.,, 2012). Portanto, a necessidade de desenvolvimento de novas estratégias de
distribuicdo de drogas dirigidas para o local onde se encontra o tumor também se torna
um desafio a ser ultrapassado.

1.2. Principais formas de tratamento do cancer

O diagnostico correto e precoce € essencial para delinear o tipo de tratamento a
ser realizado, haja vista que cada tipo de cancer exige tratamentos especificos, podendo
abranger uma ou mais formas de tratamento (WHO, 2014). As principais formas de
tratamento para o cancer incluem a quimioterapia, cirurgia, radioterapia ou terapia
biolégica (ALMEIDA et al., 2005). A escolha do tratamento ideal depende,
principalmente, do tipo e estagio de desenvolvimento do tumor e do estado de satde do
paciente (RANG et al., 2004).

A quimioterapia, também conhecida como terapia citotoxica, consiste na
utilizacdo de substancias quimicas, isoladas ou em combinagdo, para tratar neoplasias
malignas. Os diferentes tipos de quimioterapicos, ou antineoplasicos, atuam comumente
nas células interferindo no crescimento, proliferacdo e divisdo. Podem ser classificados
de acordo com sua atuacdo no ciclo celular ou em relacdo a sua estrutura quimica e

funcdo celular (INCA, 2014; WHO, 2014). Estes medicamentos atuam especialmente
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em celulas que estdo se dividindo ativamente, sendo mais eficazes quando utilizados
precocemente. Esta forma de terapia tem como objetivo primério destruir células
neoplasicas, conservando as células normais. Porém, grande parte dos antineoplasicos
atua de forma néo especifica, assim ao lesar as células malignas também pode haver o
comprometimento de células normais, particularmente daquelas que crescem
rapidamente, como as capilares, gastrointestinais e do sistema imunologico (ALMEIDA
et al., 2005).

De acordo com a American Cancer Society (2014) e INCA (2014), a
quimioterapia pode ser 1) curativa, apresentando a finalidade de controlar e erradicar o
tumor (podendo ou ndo estar associada a cirurgia e a radioterapia; 2) adjuvante, sendo
mais indicada apds tratamento curativo, cirdrgico ou radioterapico, com o intuito de
eliminar células residuais metastaticas; 3) neoadjuvante, é o tipo de quimioterapia que
antecede o tratamento principal, e tem a finalidade de reduzir parcialmente o tumor,
melhorando o prognostico do paciente e, por fim, 4) paliativa, indicada para melhorar a

qualidade de vida do paciente.

A cirurgia é o método de tratamento mais antigo, e possui carater curativo ou
paliativo. A cirurgia curativa esta relacionada aos casos iniciais de tumores sélidos,
dependendo da localizagdo e anatomia do tumor. A cirurgia paliativa visa reduzir o
tamanho do tumor ou diminuir sintomas que comprometem a qualidade de vida do
paciente. Nesta modalidade estdo a descompressdo de estruturas vitais, o controle de
hemorragias, a desobstrucdo de vias aéreas, digestivas e urinarias e o controle da dor.
Cerca de 60% dos pacientes sdo submetidos a cirurgia isoladamente ou em associacdo
com outras quimioterapias (INCA, 2014; ITC, 2014).

Outra forma de terapia para o cancer é a radioterapia, capaz de destruir células
tumorais por meio de feixes de radiagdo ionizante. Esse tipo de radiacdo, ao interagir
com os tecidos, € capaz de ionizar &tomos e moléculas promovendo uma série de danos
bioldgicos que levam & morte celular. E realizada de forma localizada e restrita para
uma determinada &rea do corpo, diferentemente da quimioterapia. A aplicagédo é feita
com uma dose pré-calculada em um determinado periodo de tempo, a um volume que
envolve o tumor, com a finalidade de extinguir todas as células tumorais, causando o
menor dano possivel as células normais que se localizam ao redor do tumor, obtendo
assim a regeneracdo da &rea irradiada (INCA, 2014). A reacdo dos tecidos ao tratamento
radioterapico pode ser influenciada por varios fatores como a localizagdo e oxigenacao
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do tumor e a sensibilidade do tumor & radiacdo, assim como a energia e dose total de
radiacéo utilizada (HALL & GIACCIA, 2006; INCA, 2014).

As principais formas de aplicacdo da radioterapia sdo a teleterapia ou
radioterapia externa e a braquiterapia ou radioterapia interna (INCA, 2014). A forma
mais utilizada é a teleterapia, em que a fonte de radiacdo (aparelho) estd a uma
determinada distancia do paciente e para isto apresenta uma energia suficientemente alta
para alcancar o local do tumor. Nesta técnica destacam-se 0s emissores de raios gama
(cobalto 60) e os aceleradores lineares, que produzem raios X de alta energia e elétrons
(FALK, 2003). Ja& a braquiterapia consiste no método em que a fonte de radiacdo é
inserida diretamente ou a uma curta distancia da area do tumor, apresentando menores
riscos as células normais, circunvizinhas. Pode ser utilizada para a administracdo de
elevadas doses de radiacdo em uma pequena area, por um periodo de tempo
relativamente curto, sendo viavel a tumores que necessitam de alta dose de radiacdo ou
que se encontram proximos a tecidos normais que podem ser facilmente lesados
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014). Desta forma, nessa modalidade, fontes de
emissores B~ ou y encapsuladas sdo depositadas a poucos centimetros da massa tumoral

(SBRT, 2006).

A radioterapia alvo ou terapia por radionuclideos (TR) consiste em danificar ou
destruir as celulas pela deposicdo seletiva de radiacdo ionizante, a partir de
radionuclideos ligados a biomoléculas especificas (radioimunoterapicos). Ao contrario
da teleterapia, TR é semelhante a quimioterapia, pois € um tratamento sistémico que
utiliza uma molécula acoplada a um radionuclideo para liberar niveis tdxicos de
radiacdo para a area tumoral (COMMITTEE ON STATE OF THE SCIENCE OF
NUCLEAR MEDICINE, 2007). A TR tem mostrado grandes vantagens em relacdo a
radioterapia externa, principalmente em pacientes em que a resseccao cirirgica ndo é
possivel ou em doencgas multifocais como tumores neuroenddcrinos, retroperitoneais e
metastases Osseas disseminadas (NEVES et al., 2005). O impacto clinico da TR em
tumores utilizando emissores de particulas f aumentou muito e, com isso cresceu
também o interesse no desenvolvimento de metodos de tratamento para doencas

malignas com progndstico desfavoravel (GRAF et al., 2014).
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1.2.1. Radiag0es ionizantes

As radiagBes podem ser definidas como ondas eletromagnéticas ou particulas
que se propagam com alta velocidade e carregando energia, eventualmente carga
elétrica e magnética, e que, ao interagir com a matéria podem desencadear variados
efeitos bioldgicos. Denominam-se ionizantes aquelas radiacdes que possuem energia
suficiente para atravessar a matéria e remover elétrons, ionizando os atomos e
moléculas. As radiacfes ionizantes podem ser particuladas (particulas alfa ou beta) e
ondas eletromagnéticas (raios gama e raios X) (HALL & GIACCIA, 2006;
NOUAILHETAS et al., 2014).

Além de suas propriedades terapéuticas, ja citadas, as radiacGes ionizantes
também sdo utilizadas em técnicas de diagnostico por imagem, que dentre outras,
destacam-se a tomografia por emissdo de fdéton dnico (SPECT) e tomografia por
emissdo de pdsitrons (PET), que permitem a caracterizagdo funcional e metabdlica dos
tecidos, complementando os dados anatdmicos, capaz de auxiliar no diagndéstico de
cancer e, principalmente, no acompanhamento do tratamento de pacientes com esta
doenca (OLIVEIRA et al., 2006).

As particulas alfa (a) sdo constituidas por dois protons e dois néutrons.
Apresentam reduzido poder de penetragdo, devido ao alto peso e tamanho, sendo
inofensivas as exposicdes externas, pois ndo conseguem atravessar as camadas epiteliais
mais superficiais. A particula beta () pode apresentar carga elétrica negativa (f°), de um
elétron comum, ou positiva (B*) quando um ndcleo emite elétrons positivamente
carregados. Possuem baixo poder de penetracdo, porém superior ao da particula alfa,
podendo ser absorvidas por alguns centimetros de acrilico ou plastico. Em relacdo ao
tecido humano, consegue atravessar alguns milimetros de espessura. Por fim, as
radiagdes eletromagnéticas X e gama (y) apresentam alto poder de penetracdo e,
dependo de sua energia se tornam capazes de atravessar varios centimetros do tecido
humano até alguns metros de blindagem de concreto. Por isso, geralmente sdo utilizadas
blindagem de chumbo (Figura 1) (OKUNO, 2013; NOUAILHETAS et al., 2014).
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Figura 1: Esquema ilustrativo da capacidade de penetracdo e atenuacdo das radiacfes
ionizantes (Adaptado de NDHEALTH, 2014).

As radiagBes ionizantes interagem com a matéria por meio da transferéncia
linear da sua energia (LET) para o meio irradiado, promovendo a ionizagdo ou excitagao
do meio. Essa transferéncia linear € uma das responsaveis pelos danos bioldgicos
causados. As particulas alfa transferem alta quantidade de energia e, por isso, sdo
classificadas como radiacbes de alto LET. As particulas beta e radiacdes
eletromagnéticas transferem baixa quantidade de energia sendo classificadas como
radiagdes de baixo LET (HUNTER & MUIRHEAD, 2009). Os efeitos bioldgicos
causados no organismo estdo relacionados com a propriedade de provocar ionizacao da
matéria com a qual interage, isto €, devido a producéo de ions e, disposicdo da energia,
podendo danificar diretamente moléculas importantes como o DNA. Indiretamente,
pode ocorrer também a producdo de radicais livres, moléculas quimicamente reativas
que apresentam elétrons desemparelhados, decorrentes da interacdo da radiacdo com 0s
tecidos e da radidlise das moléculas de agua presentes no organismo, que induz a
quebras cromossdmicas e aberracbes de diversos tipos (OKUNO, 2013;
NOUAILHETAS et al., 2014).

Os efeitos bioldgicos produzidos dependem da dose de radiagdo, e podem ser
classificados em deterministicos ou estocasticos. Os efeitos deterministicos sdo aqueles
que exigem um limiar de dose para sua ocorréncia, ou seja, em pequenas doses de
radiagcdo a probabilidade de causar danos é minima, porém, acima da dose limiar a
probabilidade e a gravidade dos danos aumentam. Citando como exemplo, queimaduras
e catarata induzida por radiagdo. Por outro lado, os efeitos estocésticos se referem a
alteracdes que independem da dose limiar para ocorrer, assim como a gravidade delas,

mas a probabilidade de sua ocorréncia aumenta com a dose. Deste modo, as alteracfes
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causadas em células normais, por exemplo, podem originar o cancer (efeito somético) e
alteraces em células sexuais que podem transmitir informagdes hereditérias incorretas
aos seus descendentes (efeitos hereditarios) (OKUNO, 2013).

Muitos isotopos radioativos sdo produzidos artificialmente por meio de reacdes
de ativacdo neutronica, através do reator nuclear. Os elementos naturais sdo colocados
junto ao nucleo do reator e irradiados por néutrons térmicos e, com isso o equilibrio
energético do nucleo do atomo excitado é obtido pela liberagdo de energia, ou seja,
emitindo radiacdo. Este fendbmeno denomina-se radioatividade, e a atividade de uma
amostra com isétopos radioativos é expressa em Becquerel (Bg), unidade padrédo e que,
equivale a um atomo se desintegrando por segundo (1 Bg = 1 dps). Outra unidade de
medida também conhecida é o Curie (Ci), sendo que uma unidade de Ci equivale a
3,7x10* Bg. O tempo de meia-vida (T1;,) pode ser definido como o tempo necessério
para que metade dos atomos de um elemento se desintegre, tornando-os estaveis
(OLIVEIRA et al., 2006; NOUAILHETAS et al., 2014). A unidade utilizada para a dose
absorvida é o Gray (Gy). A dose média de radiacdo, provenientes do ambiente,
absorvida naturalmente pela populacdo mundial é de 2,6 Gy x 10 x ano™, isto &, 2,6
mGy por ano (NOUAILHETAS et al., 2014).

1.3. Caracteristicas e formacao das células tumorais

Todas as células normais passam por etapas de multiplicacdo, crescimento,
diferenciacdo e morte, as quais sdo influenciadas pelo controle genético e um complexo
sistema de sinais bioquimicos. Os genes envolvidos no cancer podem ser incluidos em
duas categorias distintas: 0s oncogenes e 0S genes supressores tumorais. Os oncogenes
sdo genes mutantes de uma classe de genes celulares normais conhecidos como proto-
oncogenes. Quando ativados, os oncogenes facilitam a transformacdo maligna por
mecanismos que induzem a proliferacdo, 0 aumento de suprimento de sangue para o0
tumor e a inibicdo de apoptose. Os genes supressores tumorais, Como sugere 0 nome,
bloqueiam o desenvolvimento de um tumor, regulando o crescimento celular. Mutacdes
nestes genes podem levar a perda de funcdo de suas proteinas codificadas, levando
também a uma divisdo celular descontrolada e a um crescimento celular anormal
(MCINNES et al., 2001; INCA, 2014).

O processo de formacdo do cancer denominado carcinogénese ou oncogénese,

geralmente ocorre lentamente podendo levar alguns anos desde a proliferacdo da célula
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cancerosa até o desenvolvimento do tumor visivel. Este processo consiste em trés etapas
diferentes. O estagio de iniciacdo, na qual as células estdo expostas aos agentes
cancerigenos e, portanto, sofrendo modificacdes em seus genes. Em seguida, passam
pelo estagio de promogao em que 0s oncopromotores (agentes cancerigenos) atuam nas
células ja alteradas. Destacando que, a suspensdo do contato com 0s oncopromotores
pode interromper o processo nesta fase. Por fim, no estagio de progressdo, as células

alteradas se multiplicam descontroladamente de forma irreversivel (INCA, 2014).

Em consequéncia, as células tumorais adquirem diferentes mecanismos que lhe
proporcionam a proliferacdo ilimitada e possibilitam a infiltracdo tecidual favorecendo a

disseminacéo metastatica (Figura 2).
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Figura 2: Mecanismos de proliferacdo e propriedades das células tumorais envolvidos
no processo de desenvolvimento do cancer (Adaptado de HANAHAN & WEINBERG,
2011).

1.3.1. Ciclo celular e cancer

Resumidamente, o crescimento e a proliferagdo de células normais séo
controlados cuidadosamente através do ciclo celular, que por sua vez sao regulados por
sinais extracelulares, como fatores de crescimento e disponibilidade de nutrientes. As
ciclinas e proteinas quinases dependentes de ciclina, conhecidas como CDKs também

sdo responsaveis pela regulacdo do ciclo celular. Para garantir que as fases do ciclo



30

celular ocorram sempre na mesma ordem e seguindo uma sequéncia, o controle do ciclo
celular ocorre por meio de pontos de checagem (“freios moleculares™), que sdo pontos
especificos do ciclo que agem de modo a permitir a proxima fase somente apos o
término do estagio anterior (PERES & CURI, 2005). Anormalidades nos oncogenes
(que estimulam a divisdo celular) ou nos genes supressores tumorais (protetores ou
blogueadores do ciclo celular), levam as células a adquirirem caracteristicas peculiares
de desenvolvimento e proliferacdo, em relacdo as células normais. Mutagdes nestes
genes acarretam a perda dos mecanismos controladores do ciclo celular. Desta forma, as
células tumorais apresentam desregulacdo do controle do ciclo celular (WARD, 2002;
HANAHAN & WEINBERG, 2011).

Dentre outros fatores, a compreensao do ciclo celular € essencial para o uso de
muitos agentes antitumorais e também para a descoberta de novos farmacos, pois
grande parte dos potenciais agentes citotoxicos pode atuar em fases especificas do ciclo
celular (LOPEZ-MEJIA & FAJAS, 2014).
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Figura 3: Representacdo esquematica das etapas, intérfase e mitose, do ciclo celular

incluindo suas fases G1, S, G2 e os pontos de checagem de erros (FALK, 2006).

O ciclo celular é basicamente dividido em duas etapas principais: a mitose ou
fase M, que consiste no estagio em que ocorre a divisdo celular, e a intérfase que
compreende o periodo entre uma mitose e a proxima mitose. A intérfase € dividida em
trés fases: 1) fase G1 (Gap 1), posterior a fase M e é onde ocorre a preparagdo das
células para sintetizar o DNA. 2) Fase S, em que a célula realiza a replicacdo do seu
DNA. Nesta etapa, acontece a duplicacdo do DNA do contetdo celular e replicacdo dos
cromossomos. Por fim, 3) fase G2 (Gap 2), caracterizada pelo crescimento celular e
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pela sintese de proteinas em preparacdo para a mitose (PERES & CURI, 2005) (Figura
3).

Casualmente, as células podem permanecer em um estado ndo-proliferante, em
que ao sair da fase G1 entram em estado de dorméncia, também conhecido como fase
GO ou quiescéncia, em relacdo ao crescimento (Figura 3). Neste periodo, as células
mantém baixo metabolismo e ndo respondem a fatores de crescimento (PERES &
CURI, 2005).

Além dos tradicionais reguladores do ciclo celular, ja citados, ha também alguns
fatores de transcrigdo que exercem papel fundamental na proliferacdo e parada do ciclo
celular como o gene TP53, supressor tumoral localizado no cromossomo 17p13. Este
gene é responsavel por codificar a proteina p53, que atua ndo somente na regulacdo de
apoptose (tipo de morte celular programada), mas também como um regulador direto da
integridade e replicagio do DNA mitocondrial, e de autofagia (LOPEZ-MEJIA &
FAJAS, 2014). O gene TP53 ¢ ativado em resposta a sinais de dano celular e é capaz de
interagir com outros genes na tentativa de reparo do DNA danificado. Como alternativa,
nos casos em que 0s danos ndao podem ser reparados, a proteina p53 atua na inducéo de
apoptose. Em adicdo, p53 também promove pontos de checagem da fase S para G2, da
intérfase (CONTT-FETE & SALLES, 2002). Desta maneira, a proteina p53 age
inibindo a formacdo de células malignas e, por isso, ela se tornou conhecida como
“guardid do genoma”. Isto reflete o fato de que mais de 70% dos canceres apresentam
mutacOes nestes genes, e praticamente todos tém defeitos em genes que estdo
diretamente ligados a p53 (BERTRAM, 2001).

Assim, quando ha mutagdes em TP53, as células com danos no DNA nédo sdo
reparadas adequadamente e conseguem escapar & destruicdo, podendo dar inicio a
transformacdo maligna (CONTE-FETE & SALLES, 2002). Curiosamente, proteinas
p53 mutantes apresentam como caracteristicas meia-vida prolongada, em relacdo a
proteina p53 normal (nativa), e também s&o incapazes de reconhecer sitios de ligacao
especificos da proteina p53 presentes no DNA (Figura 4) (STRANO et al., 2007). A
expressao de proteina p53 mutante ou ndo funcional acarreta, frequentemente, a
inativagé@o da via p53 no cancer, e desta forma pode estar diretamente associada a falha
na inducdo de apoptose apds o dano celular (VOUSDEN et al., 2009; ANDREOTTI et

al.; 2011), sendo, consequentemente, capaz de influenciar também na resposta ao
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tratamento quimioterdpico, pois as células tumorais se tornam quimioresistentes
(STRANO et al., 2007). Porém, muitos estudos tém buscado alcancar algumas formas
de contornar a resisténcia de células tumorais a apoptose, a fim de se obter maior
eficacia no tratamento do cancer (de BRUIN & MEDEMA, 2008).
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Figura 4: Caracteristicas e propriedades das proteinas p53 nativa e p53 mutante
destacando suas diferencas: (a) duracdo da meia-vida; (b) capacidade de
reconhecimento e ligacdo a uma sequéncia especifica na molécula de DNA. (c) efeitos
observados na atividade das proteinas apds danos induzidos no DNA (Adaptado de
STRANO et al., 2007).

1.4. Tipos de morte celular

Os varios tipos de morte celular séo classificados de acordo com as alteragdes
morfoldgicas das células, critérios enzimaticos (podendo ter ou ndo o envolvimento de
nucleases ou de diferentes classes de proteases), aspectos funcionais (programada ou
acidental, fisiologica ou patologica) ou caracteristicas imunoldgicas. De acordo com
estes critérios, de uma forma geral, os tipos de morte celular podem ser tipicos, como a
apoptose (tipo 1), autofagia (tipo Il), necrose (tipo Ill) e cornificagdo (tipo 1V) e,
existem as mortes atipicas como a catastrofe mitotica, andiquis, entose, piroptose,
paraptose e pironecrose, dentre outras, citadas como novas modalidades de morte
celular (KROEMER et al., 2009).
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Basicamente, os principais tipos de morte celular: apoptose, autofagia e necrose.
A apoptose, tipo classico de morte celular programada, ¢ uma resposta normal do
processo fisioldgico das células e atua como um importante mecanismo de defesa que
promove seletivamente a remocdo de células danificadas, que sdo indesejaveis ao
organismo. Ocorre mediante a ativagdo de um programa bioquimico controlado, de
desmontagem dos componentes celulares, que requer energia e ndo envolve inflamagéo
(PERES & CURI, 2005; WANG et al., 2014).

No processo apoptotico, as células apresentam alteracbes morfoldgicas
especificas como a condensacdo da cromatina, aparecimento de pequenos fragmentos
nucleares, encolhimento celular, formacdo de protuberancias na membrana plasmatica
(blebs) e de corpos apoptoticos (LOCKSHIN & ZAKERI, 2004; WANG et al., 2014).
Os corpos apoptoticos que surgem durante a apoptose sdo fagocitados por macréfagos,
devido a externalizacdo na superficie da membrana da fosfatidilserina. A inducdo de
apoptose é o principal mecanismo da maioria de agentes quimio e radioterapicos. Isto
porque, grande parte dos canceres apresentam mutacfes no gene TP53/proteina p53 e,
consequentemente, resisténcia a apoptose (LOCKSHIN & ZAKERI, 2004: ZHAO et
al., 2012).

Duas vias basicas podem desencadear a apoptose e, sdo conhecidas como via
intrinseca ou mitocondrial e via extrinseca ou de receptores de morte (Figura 5). A
familia das proteinas Bcl-2 é um dos mais importantes reguladores da via intrinseca,
dentre as quais existem as proteinas pro-apoptéticas (Bax, Bak, Bid) e proteinas anti-
apoptéticas (Bcl-2 e Bcl-x). As proteinas antiapoptoéticas atuam como repressoras da
apoptose, bloqueando a liberacdo do citocromo c, e as proteinas pré-apoptoticas atuam
estimulando a apoptose. A ativacdo pela via intrinseca ocorre por meio de sinais de
estresse celular, tais como estresse oxidativo, danos ao DNA e retirada do fator de
crescimento, que atuam estimulando a ligacdo de proteinas pro-apoptoticas (como Bax,
Bak e Bid) a superficie da mitocondria, onde se encontram as proteinas anti-apoptaticas
(como Bcl-2). Apds a ligacdo, as proteinas pro-apoptéticas atuam inativando as
proteinas anti-apoptéticas, processo que dispara a abertura de poros na mitocdndria que,
consequentemente, libera citocromo c para o citoplasma, onde se liga a ATP, ao fator de
ativacdo de apoptose (Apaf-1) e a pro-caspase-9 formando um complexo denominado
apoptossoma. Este complexo cliva uma série de caspases subsequentes, que induzem a
apoptose (GALLUZZI et al., 2012).
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A via extrinseca ocorre por meio da associa¢do de ligantes de morte, como o
TNF-o (Fator de necrose tumoral alfa), receptor Fas (Ligante de Receptor de Morte
Celular) e TRAIL (Ligante Indutor de Apoptose relacionado ao Fator de Necrose
Tumoral), com um grupo de receptores de morte presentes na superficie celular,
pertencentes a familia dos TNF, responséveis por receberem os sinais de dano celular
(Figura 5). Estes receptores interagem entre si e formam agregados na forma de
trimeros. Apds, se ligam a pré-caspases 8, formando um complexo conhecido como
DISC (Complexo Sinalizador Indutor de Morte), resultando na ativacdo da caspase 8.
Esta por sua vez, € capaz de ativar as caspases efetoras, diretamente ou através da via

mitocondrial, induzindo, por fim, a apoptose.

As caspases (Cysteine Aspartate Proteases) consistem em uma familia de
proteases que possuem cisteina em seus sitios ativos e tém a capacidade de clivar
residuos de acido aspartico de proteinas especificas. Possuem papel fundamental no
processo de apoptose, pois, podem ser ativadas por sinais intrinsecos ou extrinsecos e,
portanto, sdo alvos para o desenvolvimento de novos farmacos, podendo inibir ou
induzir a apoptose (JOHNSTONE et al., 2002; ALLAN et al., 2009; GALLUZZ]I et al.,
2012).
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Figura 5: Representacdo esquematica das vias moleculares, intrinseca e extrinseca, de

ativacdo de apoptose. Ambas as vias envolvem a atividade de caspases elicitadas
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respectivamente por sinais intracelulares ou por interagdes entre receptores e ligantes de
morte externos. (Adaptado de FAVALORO et al., 2012).

A autofagia, inicialmente, consiste num mecanismo de sobrevivéncia celular
ativado em condicdes de privacdo de nutrientes, porém com a continuidade do estresse
celular este processo pode desencadear a morte celular (KRYSKO et al., 2008). A morte
celular autofégica ou do tipo Il consiste no processo em que proteinas e organelas
celulares sdo degradadas por proteinases lisossomais, no interior de vesiculas fundidas
aos lisossomos denominados autofagolisossomos (LOCKSHIN & ZAKERI, 2004;
WANG et al., 2014). Este processo é independente a ativacdo de caspases, € requer a
participacdo de genes e proteinas especificas, tais como: os genes relacionados a
autofagia (ATG), a proteina Beclina-1 e fosfatidilinositol 3- cinase de classe Il
(PIBKC3), que atuam recrutando a proteina LC3, fundamental para a formacdo de
autofagossomos, estruturas que se fundem com os lisossomos para entdo formar os
autofagolisossomos (Figura 6). Assim como em apoptose, 0 efeito do estresse gerado
pela radiacdo ionizante, por espécies reativas de oxigénio e quimioterapicos é capaz de
induzir a autofagia, envolvendo uma resposta mediada pela proteina p53 (LOCKSHIN
& ZAKERI, 2004; de BRUIN & MEDEMA, 2008; KRYSKO et al., 2008; WANG et al.;
2011; POILLET-PEREZ, 2015).
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Figura 6: Esquema ilustrativo do processo celular de autofagia. A inducdo da autofagia
ocorre em resposta a varios estimulos celulares. Neste processo, hd o sequestro de
proteinas e organelas citosolicas em estruturas denominadas autofagossomos. O

autofagossomo funde-se com o lisossomo, originando o autolisossomo, estrutura onde
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0s componentes citosdlicos sdo degradados pela acdo de hidrolases lisossomais
(Modificado FLEMING et al., 2011).

Por fim, a necrose ou morte celular do tipo 111 ocorre em virtude de uma resposta
a danos severos sofridos pelas células, sendo um processo irreversivel que envolve
resposta inflamatdria. Células necroticas apresentam alteracdes caracteristicas, tais
como, perda de integridade da membrana, inchaco citoplasmatico, ruptura da membrana
com extravasamento do conteddo intracelular e desintegracdo das organelas. A
deficiéncia de nutrientes e oxigénio ocasiona a autodestruicdo celular por ativacao de
hidrolases, resultando na desorganizacdo progressiva e desintegracdo completa da
regido acometida (PERES & CURI, 2005; WANG et al., 2014).

A Figura 7 mostra um esquema ilustrativo com as alteracbes morfoldgicas

caracteristicas dos principais tipos de morte celular citados.
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Figura 7: Caracteristicas morfoldgicas de apoptose, autofagia e necrose. Em apoptose
observa-se formacdo de corpos apoptoticos caracterizados por condensagdo de
cromatina, envolvidos por membranas. No processo de autofagia, ocorre o0
envolvimento de proteinas associadas a organelas citosélicas e formacdo de uma
estrutura denominada autofagosossomos. Em necrose, ocorre aumento do volume
células culminando em sua ruptura e extravasamento do contetdo citoplasmatico
podendo levar a um processo inflamatorio (Adaptado de GRIVICICH et al., 2007; de
BRUIN & MEDEMA, 2008).
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As terapias por radiagdo, assim como outros tratamentos antitumorais, tém como
principal alvo bioldgico, a molécula de DNA, e podem interagir diretamente com o
DNA e gerar os danos celulares. E também, interage de forma indireta através dos danos
causados a molécula de DNA, por meio da geracdo de radicais livres provenientes da
ionizacdo ou excitacdo dos componentes de moléculas de agua, presente nas células
(BASKAR et al.; 2012). Assim, a radioterapia pode levar & morte celular por vérios

mecanismos, porém, a elucidacdo da resposta celular a irradiacdo ainda é complexa.
1.5. Estresse oxidativo e espécies reativas de oxigénio (ROS)

O estresse oxidativo pode ser definido como um desequilibrio entre a geracdo de
oxidantes e 0s mecanismos de defesa antioxidantes, que pode levar a uma desordem da
sinalizacdo e do controle redox podendo resultar em danos moleculares. A oxidagédo
exerce um importante papel no metabolismo humano e, com isso, as espécies reativas
de oxigénio sdo produzidas naturalmente no organismo ou devido a alguma disfungéo
biolégica (BARREIROS et al., 2006; FILIPPIN et al., 2008).

As espécies reativas de oxigénio podem ser definidas como moléculas que
contém oxigénio com um elétron ndo-pareado em sua orbita externa e sdo produzidas, in
vivo, através de reacGes de oxido-reducdo (OZBEN, 2007; REIS et al., 2008;
DEWAELE et al., 2010). Em células saudaveis, ROS s&o produzidas essencialmente na
mitocondria por meio da cadeia transportadora de elétrons e estdo relacionadas a
producdo de energia (ATP), fagocitose, controle do desenvolvimento celular e sintese de
substancias bioldgicas. Contudo, a producdo de ROS em excesso é capaz de gerar danos
na membrana celular, lipideos, enzimas, proteinas e DNA (BARREIROS et al., 2006;
POILLET-PEREZ et al., 2015). Dessa forma, o estresse oxidativo pode estar
relacionado com a patogénese do cancer e de varias outras doencas (BARREIROS et
al., 2006).

As principais ROS se distribuem em dois grupos, os radicais livres como
hidroxila (OH"), superéxido (O,") e, peroxila (ROO") e no grupo dos nao-radicais estao
0 oxigénio e o perdxido de hidrogénio (H,O;). O superoxido, formado a partir da
reducdo do oxigénio molecular, é espontaneamente convertido em peroxido de
hidrogénio e pode ser catalisado pela enzima superoxido dismutase (SOD). O peroxido
de hidrogénio e o superoxido, na presenca de ions ferro e cobre ou outros metais de

transicdo sdo convertidos a radical hidroxila (OH’), molécula mais deletéria ao
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organismo, por meio das reagdes de Fenton/Haber-Weiss (OZBEN, 2007; BARBOSA
et al., 2010), que também podem ser formadas através da hidrélise da agua por
exposicao a radiacdo ionizante (POLI et al., 2004; BARREIROS et al., 2006).

O radical OH" parece ser a principal responsavel pela toxicidade celular
associada as ROS e, quando formado reage rapidamente com moléculas mais proximas,
podendo provocar alteracbes em qualquer estrutura celular (BARBOSA et al., 2010).
Estudos apontam que altos niveis de superdxido e radical hidroxila danificam a
molécula de DNA mitocondrial, culminado em apoptose celular. O mecanismo pelo
qual estes danos levam a via apoptética ainda nao € totalmente compreendido, porém,
sugere-se que este processo ocorra através da peroxidacdo lipidica (OZBEN, 2007;
CIRCU & AW, 2010). Outros estudos indicam que ROS estimulam a autofagia, em
reposta as lesdes, nas células tumorais, desempenhando um importante papel no
controle do equilibrio redox (DEWAELE et al., 2010; POILLET-PEREZ et al., 2015).

O entendimento destes mecanismos tem possibilitado o desenvolvimento de
novos agentes quimio e radioterdpicos com propriedades capazes de modificar o
equilibrio redox, durante o tratamento do cancer. Estes agentes tém a funcdo de induzir
a geracdo de ROS e promover o estresse oxidativo, para levar a morte programada das
celulas tumorais (OZBEN, 2007; STOJNEV et al., 2013).

1.6. A busca por novas terapias
1.6.1. Complexos metalicos como quimioterapicos

A principal limitagcdo para o sucesso do tratamento para a cura do cancer em
estagio avancado é a resisténcia a terapia. Acredita-se que a ampla ocorréncia de
resisténcia a drogas, por um lado, acontece devido a instabilidade genética de células
tumorais, permitindo uma rapida adaptacdo aos danos quimioterapicos. Por outro lado, a
resisténcia pode ser considerada como uma caracteristica herdada de seus respectivos
tecidos normais (HEFFETER et al., 2008).

Os mecanismos de resisténcia as drogas anticancerigenas podem ser divididos
basicamente em dois tipos. Primeiramente, as drogas ndo podem alcancar oS Seus
principais alvos intracelulares devido & vascularizacdo inadequada ou deficiente. Em
segundo lugar, as células tumorais podem sobreviver a quimioterapia, apesar de serem

alvos principais, devido a um sistema de reparacdo avangado de danos ou inativacdo dos
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mecanismos de morte celular programada. Portanto, varias alteracGes genéticas e
epigenéticas que envolvem amplificacdo génica, mutacdo, ativacdo da transcrigdo e/ou
repressdo génica podem contribuir para a resisténcia as drogas anticancerigenas
(HEFFETER et al.,, 2008). Este quadro corrobora o fato de que tumores solidos
metastaticos representam um desafio para a ciéncia e constituem uma barreira para a
busca de terapias eficientes para este tipo de cancer. No caso de GBM a terapia por
drogas parece ser a melhor opcéo, pois a cirurgia e/ou radioterapia tem se mostrado
pouco eficientes (KOSTOVA, 2006).

Durante as Gltimas décadas, varios complexos metalicos tém sido testados em
terapia anticancer, pois atuam aumentando a atividade terapéutica e/ou reduzindo os
efeitos colaterais (ORVIG & ABRAMS, 1999; SILVA, 2010). Assim, como as drogas
que ndo sdo a base de metais, devem preencher os dois principais critérios — efeito

benéfico do medicamento e 0 minimo de efeitos colaterais tdxicos (SILVA, 2010).

Sabe-se que os centros metalicos sdo excelentes ligantes para ions metalicos,
carregados positivamente e favorecem a ligacdo de biomoléculas carregadas
negativamente: constituintes de proteinas e &cidos nucleicos. Esta propriedade indica
que os metais possuem grande potencial para o uso farmacéutico (ZHANG &
LIPPARD, 2003).

As vantagens dos compostos a base de metais de transicdo em relacdo aos
produtos farmacéuticos comuns sdo, dentre outras: diversidade estrutural, variagdo na
coordenacdo e geometria, e estados de oxidacao acessiveis (SILVA, 2010). Por outro
lado, deve-se ter cuidado com a acumulacdo de ions metélicos no organismo, pois em

grande quantidade podem produzir efeitos deletérios.

Em 1969, Rosemberg descobriu a atividade farmacologica da platina, o primeiro
antitumoral puramente inorganico, usado na pratica clinica (HEFFETER, 2005). Trés
agentes anticancerigenos baseados em platina sdo clinicamente utilizados: cisplatina,
carboplatina e oxaliplatina (ANTONARAKIS & EMADI, 2010). A cisplatina é
altamente eficaz no tratamento de diversos tipos de cancer, tais como canceres de
ovarios e prostata, e apesar de seu mecanismo de acdo ndo ser totalmente elucidado,
sabe-se que estes compostos agem se ligando a moléculas de DNA, por ligacdo
covalente, através de aductos, dando origem a ligacGes intra e interfitas, responsaveis

por alteracdes estruturais no DNA. Essas alteracbes interferem em processos de
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replicacéo e transcricdo do DNA, provocando a morte celular (FONTES et al., 2005).
No entanto, drogas a base de platina juntamente com outros tipos de drogas
anticancerigenas apresentam duas grandes limitagdes: (a) toxicidade grave,
principalmente nefrotoxicidade e neurotoxicidade (MENG et al, 2009), além de
sintomas gastrointestinais como nauseas, vomitos, diarreia, dores abdominais e (b)
aplicabilidade limitada a uma estreita gama de tumores, pois varios deles apresentam
resisténcia natural ou induzida (MENG et al., 2009; ANTONARAKIS & EMADI,
2010).

O sucesso de platina como agente anticancerigeno tem estimulado, nos ultimos
anos, a busca por outros compostos metalicos citotoxicos que apresentem atividade
antitumoral maior ou equivalente e com menor toxicidade (ANTONARAKIS &
EMADI, 2010). Os complexos de Ruténio parecem ser os compostos metalicos mais
promissores, pois apresentam atividade antimetastatica seletiva e baixa citotoxicidade
qguando comparados com a cisplatina. Nas uUltimas décadas, um grande ndmero de
agentes contendo ruténio tém sido sintetizados e testados para a potencial atividade
antitumoral (KOSTOVA, 2006).

1.7. Complexos de Ruténio como agentes quimioterapicos
1.7.1. Propriedades do Ruténio

O Ruténio é um metal de transicdo do grupo da platina (grupo 8B da tabela
periddica), e foi visto como primeira opgdo para exercer seus efeitos antitumorais,
devido sua interacdo com o DNA, através da formacdo de aductos e, consequentemente,
induzindo a morte celular, como observado com a platina (ANTONARAKIS &
EMADI, 2010). Além da interacdo com a molécula de DNA, estudos mostram que
alguns complexos de ruténio também sdo capazes inibir a atividade de topoisomerases,
enzimas nucleares essenciais para processos de replicacdo e transcricdo (HE et al., 2013;
ZHANG et al., 2015). Apesar das propriedades semelhantes, este metal pode diferir
significativamente da platina e dos outros metais deste grupo (rodio, palédio, iridio e
0smio), por ser 0 Unico a apresentar uma grande variacdo nos estados de oxidagéo
(KOSTOVA, 2006; SILVA, 2010).

O Ruténio possui trés propriedades que contribuem para a sua potencialidade

como candidato a aplicacdo na medicina, tais como: (1) cinética da troca de ligantes: (I1)
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varios estados de oxidagdo acessiveis e (lll) capacidade para mimetizar o ferro na
ligagdo com vérias moléculas biologicas (ANTONARAKIS & EMADI, 2010).

Com relacéo a capacidade de troca de ligantes, os complexos de Ru(ll) e Ru(lll)
apresentam cinética semelhante aos de platina — Pt(Il), um importante fator para as
drogas atingirem o alvo biologico a serem modificados. Além disso, sua geometria
octaédrica oferece possibilidades Unicas para se ligarem aos acidos nucleicos
(ALLARDYCE & DYSON, 2001; BERGAMO et al., 2012), afetando sua conformacao
de maneira diferente da acdo da cisplatina e seus analogos (BRABEC & NANOVA,
2006). Por outro lado, o potencial redox entre os diferentes estados de oxidacdo
acessiveis dos complexos de ruténio permite que o organismo estimule reacdes de
oxidacdo e reducdo, dependendo do ambiente fisioldgico (ALLARDYCE & DYSON,
2001; SILVA, 2010).

Alteracbes do metabolismo, proprias de areas tumorais, tais como baixa
concentracdo de oxigénio, altos niveis de glutationa e pH diminuido criam um ambiente
fortemente redutor permitindo os complexos de ruténio serem ativados seletivamente
nos tecidos tumorais. O ruténio permanece em seu estado de oxidagdo, Ru(lll),
relativamente inativo, até atingir o local do tumor. Neste ambiente, ocorre a reducdo
para o Ru(ll), estado mais reativo. Esta reacdo, denominada ativacdo por reducdo,
oferece maior seletividade para o tumor alvo e, também pode direcionar atividade
citotoxica para tumores hipdxicos, que provavelmente sdo mais resistentes a
quimioterapia e radiacdo (ANTONARAKIS & EMADI, 2010).

J& sobre a semelhanca com o ferro, o ruténio pode mimetizar este metal na
ligacdo com proteinas séricas e aloumina (ANTONARAKIS & EMADI, 2010) e, por
este mecanismo, pode entrar nas células e induzir a morte celular (CASTONGUAY et
al., 2012). Acredita-se que, a baixa toxicidade das drogas de ruténio se da devido a
capacidade que este elemento tem de imitar o ferro na ligacdo com varias moléculas
biologicas. Uma vez que as células tumorais se dividem rapidamente, considera-se que
elas necessitam de um maior requerimento de ferro, aumentando assim o fluxo
sanguineo e, consequentemente, o numero de receptores para transferrina, que se
localizam nas suas superficies celulares (Figura 8). Desta forma, em tecidos normais, a
concentracdo da droga sera menor e sua toxicidade reduzida (ALLARDYCE &
DYSON, 2001).
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o Transferrina carregada de ruténio

———mmll Receptorpara transferrina

Figura 8: Esquema representando a seletividade da absorcdo de transferrina por células
cancerosas devido a um aumento no nimero de receptores. Ruténio mimetizando o ferro
na ligacdo a transferrina seria absorvido em maior quantidade pelas células cancerosas
do que poruma célula normal. A transferrina carregada de metal é distribuida, conforme
0 numero de receptores nas superficies celulares (Adaptado de ALLARDYCE &
DYSON, 2001).

Todos estes dados indicam que, algumas propriedades quimicas dos complexos
de ruténio os tornam adequados para a aplicacdo terapéutica e, como uma alternativa no

tratamento dos tipos de cancer resistentes a cisplatina.
1.7.2. Atividade Antitumoral de complexos de Ruténio

Através de estudos ja desenvolvidos com Vvarios tipos de complexos de Ruténio
(1) e (1) com diferentes ligantes (arene, polipiridil, nitrosil, dentre outros), foram
observadas algumas vantagens destes compostos em relacdo as drogas derivadas da
platina (cisplatina carboplatina e oxaliplatina), pois: foram ativos contra linhagens
celulares que se mostraram resistentes a cisplatina, e por causarem baixa ocorréncia de
efeitos colaterais, devido sua maior seletividade para células tumorais (AIRD et al.,
2002; CHEN et al., 2010; HEINRICH et al., 2011; CASTONGUAY et al., 2012;).
Assim como a cisplatina, os complexos de ruténio interagem com DNA, mas como
esperado, interagem de forma diferente. Curiosamente, alguns compostos se ligam
fortemente, levando a um produto adicional que € resistente aos mecanismos de
reparacao celular (CASTONGUAY et al., 2012).
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Além da consideravel atividade antitumoral, os compostos de ruténio mostraram
grande potencial para diversas outras aplicagdes clinicas como, por exemplo, supressor
imunoldgico, fotossensibilizador, atividade antimicrobiana e antimalarica (SILVA,
2010).

Um dos primeiros compostos de ruténio descritos por apresentar atividade
antitumoral foi o vermelho de ruténio, que além de demonstrar capacidade de inibir
crescimento tumoral, exibiu atividade imunossupressora (MENG et al, 2009; SILVA,
2010). Desde entdo, muitos pesquisadores tém buscado e mostrado o potencial

anticancerigeno das drogas contendo ruténio.

Os primeiros resultados das pesquisas, sobre a potencial atividade antitumoral,
foram dois compostos de ruténio (Ill), conhecidos como KP1019 {trans-
[tetraclorobisindazolruténio(ll)]} e NAMI-A {(IMH)trans-[Ru(Im)(Me2SO)CI4]}
(MENG et al., 2009; SILVA, 2010; KALUDEROVIC & PASCHKE, 2011), ja entraram
na fase Il dos ensaios clinicos, sendo testados em pacientes com cancer
(CASTONGUAY et al., 2012). Apesar da semelhanca estrutural e quimica (Figura 9),
estes dois complexos apresentam diferentes atividades antitumorais (SILVA, 2010;
MENG et al., 2009). O composto KP1019 foi desenvolvido para tumores solidos,
enguanto NAMI-A tem sido preparado como drogas antimetastatica (CASTONGUAY et
al., 2012).
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Figura 9: Esquema molecular da estrutura dos compostos KP1019 e NAMI-A (Fonte:
Silva, 2010).
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1.7.3. Novas estratégias de uso de compostos de Ruténio

Os radiofarmacos sdo muito utilizados em diagndstico por imagem, e nos
ultimos anos tém se destacado também em outras areas da medicina, especialmente
como terapia oncolégica. Devido a sua toxicidade limitada, podem influenciar no tempo
de sobrevida e qualidade de vida do paciente, quando comparados a outras terapias
antitumorais (NEVES et al., 2005). Devido ao potencial uso dos radiofarmacos,
surgiram novas técnicas moleculares capazes de fornecer alternativas para a deposi¢édo
seletiva de radioatividade proxima as células tumorais. A analise cuidadosa para a
selecdo de radionuclideos adequados, em conjunto com a localizagdo in vivo e as
propriedades farmacocinéticas do composto, sdo elementos essenciais para o
desenvolvimento de radioterapicos eficazes (FERREIRA et al., 2012).

Além do potencial uso antitumoral de compostos metalicos de ruténio, uma nova
possibilidade de uso destes metais pode ser explorada considerando seus radioisotopos,
principalmente o ruténio-97 (*’Ru), que emite fétons gama e particulas beta (Ey=
215,718 keV com 86% de abundancia, e Eg= 892,29 com 87% de abundancia
(FIRESTONE, 2000) com meia-vida de 2,9 dias e, ruténio-103 (**Ru),
predominantemente um emissor §, com meia vida de 39,26 dias emite fétons gama
(Ey: 497 keV) e particulas beta (Eg: 226,56 com 92% de abundéancia (FIRESTONE,
2000) e, ruténio-106 (***Ru), que é também um emissor B (Ep-: 39,40 keV) e possui
meia-vida de 373,59 dias (FIRESTONE, 2000). Ambos sdo investigados como
alternativas de radioisotopos a serem utilizados para desenvolvimento de radiofarmacos
com potencial uso em braquiterapia (NEVES et al., 2005; PAPAGEORGIOU et al.,
2011; Pe’er, 2012). Dentre varios radionuclideos utilizados para este fim, destacam-se 0
cobalto-60 (°°Co), o lodo-125 (**I), o iridio-192 (**?1), o paladio-103(***Pd), além do
106Ru. Neste caso, *®Ru tem sido utilizado com sucesso em tumores oculares como
melanoma uveal (PAPAGEORGIOU et al., 2011; Pe’er, 2012), e tem sido descrito com
relativo sucesso também para o tratamento de outros tumores oculares, como por
exemplo o retinoblastoma (FINGER, 2003). Por ser um emissor beta de baixa energia, e
assim apresentar penetracdo limitada, o %Ry possui varias vantagens em relacdo a
outros, pois, pacientes, cirurgioes e profissionais da salde ndo ficam expostos a
radiacdo de alta energia, como a energia gama, produzida por exemplo, pelo *°Co
(FINGER, 2003).
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Devido a localizacdo diferenciada dos tumores cerebrais, a braquiterapia ou
radioterapia interna envolvendo ruténio como fonte radioativa se apresenta como uma

nova possibilidade inovadora de intervencao e estratégia de tratamento.
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2. JUSTIFICATIVA

Embora compostos a base de platina constituam uma classe de drogas usadas na
clinica, tanto com atividades antitumorais quanto antivirais, o desenvolvimento de
resisténcia e os efeitos colaterais por eles gerados sdo fatores limitantes para seu uso na
pratica clinica. Essas limitacdes tém estimulado a busca por outros agentes, a base de

metais de transicdo, mais efetivos e menos toxicos que sejam diferentes de platina.

Para que um composto quimico seja utilizado como droga antineoplasica,
necessita-se que 0 mesmo passe por um longo processo de pesquisa utilizando-se
células isoladas, animais experimentais e seres humanos para comprovar sua eficicia e
seguranca. As pesquisas cientificas podem gerar conhecimento sobre os efeitos
citotoxicos, clastogénicos e genotoxicos do composto, além de determinar doses
efetivas, para um possivel tratamento terapéutico, cujo objetivo seja maior eficacia,

seletividade e menor efeito colateral do que os compostos atualmente utilizados.

Estudos desenvolvidos recentemente tém mostrado a atividade antitumoral de
complexos metalicos de Ruténio para alguns tipos de céncer, tais como, cancer de
mama, de prostata e de pulmdo, demonstrando um futuro promissor para esta classe de
drogas como composto antitumoral. Vérias vantagens ja foram demonstradas pelos
compostos de Ruténio em relacdo a outras drogas antitumorais, como, por exemplo, a

cisplatina.

O GBM, tumor cerebral maligno mais frequente em adultos, € caracterizado pela
sua rapida propriedade proliferativa e invasiva. Devido a resisténcia a tratamentos
quimio e radioterapicos convencionais, a estimativa de vida dos pacientes
diagnosticados com glioblastoma é extremamente baixa e poucas drogas estdo
disponiveis no mercado para o tratamento deste tipo de cancer. De acordo com essas
caracteristicas, necessita-se urgente de novos agentes terapéuticos que apresentem
mecanismos de acdo definidos e atividade antitumoral em aplicacdes isoladas ou em

combinagOes com outras formas de terapia.

Diante do exposto e considerando que: existe uma grande e urgente necessidade
de se encontrar novas drogas e métodos de tratamento eficazes para este tumor
altamente agressivo, compostos de Ruténio tém se destacado por apresentar efeitos

antitumorais, e que, pouquissimos estudos foram desenvolvidos, avaliando o efeito de
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drogas com estrutura quimica complexada com Ruténio em GBM, o presente estudo se
justifica por apresentar uma alternativa para se identificar novos compostos com
atividade antitumoral com potencialidades de uso no tratamento de GBM, além de,
possibilitar a elucidacdo do possivel mecanismo de acdo antitumoral de complexos

metalicos de ruténio.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Determinar os efeitos dos complexos fosfinicos de Ruténio (lI), sintéticos e
ativados  neutronicamente, [Ru(pic)(bipy)(dppb)]PF6, [Ru(pic)(bipy)(dppe)]PF6,
[Ru(pic)(bipy)(dppf)]PF6 e [Ru(pic)(bipy)(dppp)]PF6 em linhagens celulares de

Glioblastoma.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Avaliar a citotoxicidade in vitro dos CFRs analisando a inducdo de possiveis
alterac6es morfoldgicas por microscopia;

3.2.2. Produzir CFRs ativados neutronicamente e avaliar as suas citoxicidades;

3.2.3. Quantificar a citotoxicidade dos CFRs in vitro, por meio de ensaios de viabilidade

celular e, determinar a concentracao inibitoria (ICsp) destes complexos;

3.2.4. Investigar o mecanismo de acdo dos complexos de ruténio através de ensaios de

apoptose e avaliacdo de dano no DNA;

3.2.5. Determinar através de intensidade de fluorescéncia a capacidade dos CFRs em

gerar espécies reativas de oxigénio (ROS).
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Drogas teste
4.1.1. Complexos de Ruténio

Foram utilizados complexos fosfinicos de ruténio (my:
[Ru(pic)(bipy)(dppb)]PF6,  [Ru(pic)(bipy)(dppe)]PF6), [Ru(pic)(bipy)(dppf)]PF6 e
[Ru(pic)(bipy)(dppp)]PF6, representados no decorrer do texto por Rudppb, Rudppe,
Rudppf e Rudppp, respectivamente. Os compostos foram sintetizados no Laboratoério de
Quimica do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos (Tabela 1 e
Figura 10). Realizou-se o preparo de solucgdes estoque a 0,02 M dos compostos em
dimeltilsuféxido (DMSO) que, em seguida foram armazenadas a -20°C. A concentracao

de DMSO nos experimentos foi sempre menor que 0,5%

Tabela 1: Nomes dos compostos testados e seus respectivos ligantes.

Compostos Ligante
[Ru(pic)(bipy)(dppb)]PF6 Butano
[Ru(pic)(bipy)(dppe)]PF6 Etano
[Ru(pic)(bipy)(dppf)]PF6 Ferroceno
[Ru(pic)(bipy)(dppp)]PF6 Propano

Figura 10: Estruturas moleculares tridimensionais dos complexos 1) Rudppb?®, 2)
Rudppe?, 3) Rudppf? e 4) Rudppp, geradas pelo programa ORTEP (Oak ridge ellipsoid
plot) (‘PAVAN et al.; 2011; °LIMA, 2010).
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4.1.2. Ativacao neutronica dos complexos de Ruténio

A ativacdo neutronica dos CFRs foi realizada pela equipe do Servigo do reator e
técnicas analiticas (SERTA) do Centro Nacional da Tecnologia Nuclear, onde se localiza
o reator TRIGA Mark | do CDTN/CNEN. O IPR-R1 é um reator TRIGA (Training,
Research, Isotopes, General Atomics) Mark | fabricado pela General Atomics (EUA), e
contém trés dispositivos principais para irradiacdo de amostras: TUBO CENTRAL,
MESA GIRATORIA e terminal pneuméatico (ZANGIROLAMI, 2009).

Aliguotas das amostras de CFRs Rudppb, Rudppe, Rudppf e Rudppp foram
irradiadas por 8h em frascos cilindricos de poliestireno, no TUBO CENTRAL, proximo
ao nicleo do reator, local onde o fluxo é méximo (4,3x10" n.cm?s™), ativando
moléculas em maior quantidade.

A liberacdo das amostras foi realizada de acordo com a norma do CNEN-NE-
6.02. Aproximadamente, 18 h apo6s a irradiacdo dos CFRs no reator, as amostras
preservadas em blindagens de chumbo (“castelos”) foram monitoradas e, em seguida,
transportadas para o laboratério de radiobiologia.

Depois de irradiadas no reator TRIGA-IPR-R1, as amostras dos CFRs foram
analisadas por espectrometria gama para sua quantificacdo e determinacdo de suas
atividades especificas. Para estas andlises foram utilizados os sistemas de
espectrometria gama para contagem da radioatividade na Unidade de Radiobiologia
usando-se um espectrébmetro gama Wizard 2480 com detector de Nal , e no Laboratério
de Radioquimica do CDTN com um detector HPGe (Hiper Pure Germanium) modelo
CANBERRA 5019, (eficiéncia de contagem: 50%; resolucdo: FWHM 1,85 keV para a
energia 1332 keV do Co®®). O programa computacional Gennie 2000 V2.0,
CANBERRA, foi usado para processar 0s espectros e determinar a area de pico.

Estes dois sistemas de contagens permitiram a aquisicdo de espectros e,
consequentemente, a analise de fotopicos com suas energias determinadas em keV.

Desse modo, foi possivel determinar e caracterizar os isotopos presentes nas
amostras, assim como suas atividades especificas. O célculo das atividades especificas
das amostras foi determinado pela relacdo entre &rea de contagem, geometria de
contagem, tempo de irradiacdo, tempo de contagem tc = tf - ti, ( ti € o instante do inicio
da medida e tf do final da mesma), meia-vida dos isétopos (Ti), correcdo do
decaimento, eficiéncia do detector e rendimento gama (Yy) dos is6topos, seguindo os

calculos das equacdes abaixo.
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A taxa de contagem dos fotopicos C () no espectrometro gama é proporcional a
atividade da amostra (KASTNER et al., 2005):

C@M)=9Ay (1)
Onde a constante de proporcionalidade g é dada por:
g=eyYy ()

Sendo que ey ¢ a eficiéncia de contagem e Yy é o rendimento gama. Integrando-

se (eg. 1), obtém-se a contagem total durante o intervalo de medida:

C= Er};{%].-\-'éa[l —e e e ) -

Onde N ¢ o niamero de nucleos alvos na amostra, ¢ ¢ a sessdo de choque para
captura neutrénica do elemento alvo, ¢ ¢ o fluxo total de néutrons térmicos no reator, A
¢ a constante de decaimento do radioisétopo (A =In2/Ty;, sendo Ty, a meia-vida do
radioisotopo). As atividades induzidas A do ruténio-103 e ruténio-97 foram calculadas,
sabendo-se que:

,_C
T gy, (4)

A atividade especifica Aesp. foi calculada pela equacéo abaixo:
Aesp.= 4 (5)
m

Sendo que, A ¢ atividade induzida e m é a massa em gramas do composto.

Para os experimentos, foram preparadas solucdes estoque de diferentes
concentracdes apos diluicdo, dos compostos produzidos por ativacdo neutrénica em
meio DMEM, a partir de solugdes estoques a 0,02 M dos compostos Rudppb, Rudppe,
Rudppf e Rudppp em DMSO. As diluigbes foram feitas de modo a manter a
concentracédo de DMSO menor que 0,5%.

Todos os experimentos foram realizados seguindo os cuidados de radioprotecéo,
conforme a norma CNEN-NE-3.01. Uso de blindagem de chumbo, utilizacdo de
equipamentos de protecdo individual (EPIs), tais como jalecos, luvas cirurgicas
descartéveis, o6culos de seguranca com vidro plumbifero e dosimetros individuais. Para

evitar a contaminacéo, as bancadas foram forradas com uma camada de plasticos e outra
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de papel toalha. Durante e ap6s os procedimentos com o material radioativo, as
superficies foram monitoradas com o detector Geiger-Muller.

Os rejeitos radioativos, sélido ou liquido, foram separados e armazenados em
sacos plasticos, lixeiras blindadas e bombonas de polipropileno e isoladas até o
decaimento total. Ap6s o decaimento, os rejeitos foram recolhidos pelo setor de rejeitos
do CDTN.

4.2. Cultura e manutencao de células

As linhagens celulares tumorais de glioblastoma U87 (expressando proteina p53
selvagem), T98 (expressando proteina p53 mutante) e células MRC5 (fibroblastos
pulmonar humano) foram obtidas da American Type Culture Collection (ATCC, USA).
As células foram mantidas em meio Eagle modificado por Dubecco (DMEM, Gibco®),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab®), em 1% de penicilina e
cultivadas em estufa de CO, (5% de CO;) com atmosfera umidificada a 37°C.
Subculturas celulares foram realizadas semanalmente apds tripsinizacdo e a
determinacdo do namero de células foi feita com o auxilio de uma camara de Neubauer.
A viabilidade celular, em cultura, foi determinada por meio da coloracdo com azul de
tripan a 4%. Nos experimentos utilizaram-se sempre células vidveis cujo crescimento

em cultura apresentou aproximadamente 70-80% de confluéncia.
4.3. Avaliacéo do efeito das drogas
4.3.1. Analise morfoldgica

Para identificar as possiveis alteracdes morfoldgicas, causadas pelos CFRs nas
células T98, U87 e MRCS5, foi utilizada microscopia de contraste de fase, 24h apds
incubacdo com diferentes concentragGes dos compostos. As células foram visualizadas
em Microscopio Optico Invertido Nikon e as imagens fotograficas foram obtidas com
uma camera digital (Nikon Coolpix 4500) acoplada ao microscépio. Foram procuradas
evidéncias de alteragcdes sugestivas de morte celular por apoptose ou necrose nas
linhagens celulares tratadas, como: diminuig¢do do nimero de células, arredondamento e
encolhimento celular ou aumento do volume celular, reducdo do volume citoplasmatico,
irregularidades (blebs) ou desintegracdo da membrana plasmatica e formagdo de

vacuolos citoplasmaticos ou corpos apoptoticos.
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4.3.2. Estudo da citotoxicidade in vitro de CFRs em células tumorais

A metodologia bésica deste ensaio é realizada por meio de um ensaio
colorimétrico capaz de mensurar a viabilidade metabdlica das células. Consiste na
reducdo do MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio], um sal de tetrazolium
de coloracdo amarelada (soltvel em &gua), a cristais de formazan de coloragdo violeta,
por meio de enzimas desidrogenases de células metabolicamente viaveis (Figura 11). Os

cristais de formazan sdo insollveis em &gua, mas sdo facilmente solubilizados em

detergente.
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Figura 11: Esquema do MTT sendo reduzido a cristais de formazan, por meio das
enzimas desidrogenases de células metabolicamente viaveis. Ap6s reducdo do MTT, de
cor amarela, ocorre a formacdo dos cristais de formazan, de cor violeta, que podem ser

quantificados por espectrofotometria. Fonte: (RISS et al., 2013)

As células foram distribuidas em placas de 96 pocos, a uma densidade de 1.500
células/pogo e, ap6s 24 h de incubacdo foram tratadas com concentraces que variaram
de 1x10™° & 1x10” mol.L* de CFRs néo radioativos e radioativos. Apds 24 h de
tratamento, as células foram incubadas com o MTT (0,5mg/mL) por 4 h a 37°C, ao
abrigo da luz. Apos, o sobrenadante contendo MTT foi retirado com o auxilio de uma
bomba a vacuo, e em seguida, 100 uL de DMSO foram adicionados em cada poco para
solubilizar os cristais de formazan. A leitura da placa foi realizada através de
espectrofotometria por uma leitora de microplaca UV-visivel (Molecular Devices), a
570 nm. Em paralelo, foram feitos testes utilizando DMSO (0.5% em DMEM) como
controle negativo. Todos os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos em
pelo menos trés ensaios independentes com concordancia entre os resultados. A

porcentagem da viabilidade celular foi determinada através da seguinte formula:
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% viabilidade celular = Abs. Tratamento/Abs. Controle negativo *100

Os valores de ICsy (concentracdo da droga que inibiu 50% de sobrevivéncia
celular) foram calculados utilizando programa Graphpad prism 5, a partir da curva de

sobrevivéncia.

Em seguida, o indice de seletividade (I1S) dos compostos testados foi calculado,
através dos valores de 1Csp obtidos (IS = ICsomres/ICsous? ou Tos). Através desta relacao,
foi possivel avaliar se os compostos foram mais seletivos para as linhagens tumorais de
GBM. IS com valores maiores ou iguais a 2 foram considerados indicativos de boa
seletividade. O indice de seletividade indica a seletividade dos compostos estudados e
sua potencial utilizacdo para os testes pré-clinicos e clinicos.

4.3.3. Andlise das alteracdes do DNA cromossomal induzidas pelos CFRs, atraveés

da coloracéo DAPI

O corante DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol dihidrocloridro) é capaz de se ligar
as fitas duplas, especificamente A-T, do DNA cromossomal, possui alta fluorescéncia e
guando excitado pela luz UV e emite fluorescéncia azul (PERES & CURI, 2005).

Para este ensaio, células U87, T98 e MRC5 foram semeadas em placas de 96
pocos e, apds 24 h, tratadas com os CFRs (1x10°M). Apé6s 24 h de tratamento, as
células foram lavadas 1x com PBS e fixadas com metanol (gelado) por 20 minutos.
Depois de fixadas, as células foram lavadas novamente com PBS e incubadas, por 30
minutos, com solugdo DAPI (SIGMA — Chemical Co.), na concentragdo de 400ng.mL™,
diluido em PBS. Apos incubacao, retirou-se o sobrenadante contendo DAPI e as células
foram lavadas 5x com PBS. Os nucleos das células coradas com DAPI foram
visualizados por microscopia de fluorescéncia invertido (Nikon — 385-410nm) e
fotografados. Foram procuradas evidéncias de alteracbes do DNA cromossomal em
células tratadas com os CFRs, tais como: corpos apoptéticos, fragmentacdo nuclear e

condensacéo de cromatina.

4.3.4. Determinacdo do tipo de morte induzida por CFRs atraves da coloragéo
Laranja de Acridina/ Brometo de etideo

Laranja de Acridina, uma base fraca, é utilizada em diferentes &reas da biologia
celular e molecular. Nos Gltimos anos tem sido objeto de estudos, devido as suas
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propriedades de coloragdo metacromatica. E em conjunto com o brometo de etideo,
pode ser utilizada para diferenciagdo de células vivas, apoptoticas, necroticas e
autofagicas (PERES & CURI, 2005; SOARES et al., 2012).

Para determinar o tipo de morte induzida pelos CFRs, as células foram semeadas
em placas de 96 pocos, e apés 24 h, tratadas com os CFRs (Rudppb, Rudppe, Rudppf e
Rudppp) - radioativos e ndo radioativos. Depois de 24 h de tratamento, as células foram
lavadas 1x com PBS e incubadas com meio de cultura (DMEM completo) contendo
1ug.mL? de Laranja de Acridina (Sigma) e 1pg.mL™ de brometo de etideo (Sigma)
durante 15 minutos. Em seguida, o meio de cultura foi removido e fotomicrografias
foram obtidas utilizando o microscopio de fluorescéncia invertido (Nikon — 530-650nm)
e camera (Nikon). Neste ensaio, as células vidveis apresentam nucleo verde brilhante
uniforme; células em fases iniciais de apoptose (que ainda possuem a membrana intacta
e ndo se coram com o brometo de etideo) apresentam nucleo verde com pontos visiveis
de condensacdo da cromatina, ndo sendo uniformemente coradas e nelas também ocorre
clivagem do DNA e/ou fragmentacdo nuclear; as células autofagicas apresentam
vaclolos com a cor alaranjada, devido a capacidade da laranja de acridina apresentar
esta coloracdo, em meio &cido (presenca dos autofagossomos). Em contraste, as células
necroticas, se coram com brometo de etideo, apresentam nucleo uniformemente laranja-
avermelhado, sem cromatina condensada (KASIBHATLA et al, 2006; BASKIC et al.,
2006 apud SOARES et al, 2012).

Através deste ensaio de dupla coloracéo, realizou-se a identificacdo do tipo de
morte induzida pelos CFRs diferenciando células viaveis, apoptoticas, necroticas e

autofagicas.
4.3.5. Avaliacdo da geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS)

Para a avaliacdo de geracdo de ROS, induzida pelo tratamento com CFRs
(Rudppb, Rudppe, Rudppf e Rudppp) - radioativos e ndo radioativos, as células foram
semeadas em placas de 96 pocos e, ap0s 24h, tratadas. Depois de 24h de tratamento, as
celulas foram lavadas 2x com PBS e incubadas com 50 pM de 2,7-
diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA) diluido em PBS, por 30 minutos. A
molécula esterificada de DCFH-DA é capaz de atravessar a membrana celular por
difusdo passiva e ao entrar em contato com espécies reativas de oxigénio, é oxidada

formando diclorofluoresceina (DCF) fluorescente, podendo ser detectada através da
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microscopia de fluorescéncia (THANNICKAL & FANBURG, 2000). Em seguida, as
células foram lavadas, novamente, 2x com PBS, e posteriormente observadas em
microscopio de fluorescéncia invertido (Nikon - 530-650nm) e fotomicrografias obtidas
(Nikon). A intensidade de fluorescéncia de DCF é proporcional a capacidade oxidativa

das células.

Em seguida, de forma a quantificar a intensidade de fluorescéncia presente nas
células, imagens foram analisadas utilizando o software Image J (Image J, National
Institute of Health, Bethesda, MD, USA) e os resultados foram expressos como

porcentagem do respectivo controle de células ndo tratadas com os compostos.
4.4. Analises estatisticas

Os dados de viabilidade e proliferacdo celular foram expressos como a média +
Desvio Padrdo. Todos os experimentos foram realizados em triplicata, inclusive os
grupos controles. Para comparar os efeitos das diferentes drogas utilizadas entre células
tratadas e ndo tratadas, foram realizados teste “t” de student e analise de variancia
(ANOVA), com nivel de significancia p<0,05. As andlises foram realizadas atravées do

software GraphPad prism 5.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Producéo de CFRs ativados neutronicamente

Apos irradiacdo de aliquotas dos CFRs, por 8h, no reator TRIGA IPR-R1 o0s
compostos foram analisados por espectrometria gama, nos sistemas de contagem
descritos na metodologia. A partir da anélise dos espectros dos compostos, foi possivel
determinar as areas dos fotopicos e, consequentemente, as atividades especificas
induzidas dos radioisétopos de Ruténio presentes nos compostos. Pela reacdo de captura
102

Ru(n, ), foi gerado o emissor ‘®*Ru que sofre decaimento B~ e emite foton

vy de energia 497 keV (90% abundancia) e particulas B~ de 226 keV. O fotopico

neutronica

correspondente ao radioisétopo ‘®*Ru foi 0 mais abundante dos radiois6topos de ruténio
gerados. Esperava-se que, pela reacdo “°Ru(n, y) fosse produzido o “Ru que sofre
elétron captura (CE) e emite fétons y com energia de 215 keV (86% de abundéancia)
(FIRESTONE, 2000), no entanto, este fotopico nédo foi observado ou foi produzido em
quantidade negligenciavel . O espectro total apresentado na figura 12 mostra que 0 pico
majoritario corresponde ao fotopico ‘®*Ru. Apés a ativacdo neutronica dos compostos,

foi induzida uma atividade especifica que variou de 1,32 a 1,55 GBg/mol de composto.
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Figura 12: Espectro dos compostos de ruténio ativados neutronicamente no tubo central
do reator Triga Mark IPR-R1. O espectro mostra o fotopico principal do '*®Ru do
grafico no valor de 497 keV. A) Espectro indicando as energias caracteristicas das
emissdes de Ru-103 medidas no sistema de espectrometria com detector de germanio
HPGe de eficiéncia relativa de 50% para identificacdo mais precisa da energia do
fotopico principal (497keV). B) Espectro no detector Nal (Wizard) para quantificagio
da atividade especifica

Tabela 2: Propriedades fisicas dos is6topos de Ruténio *’Ru e **Ru

Propriedades fisicas Ru %Ru
Meia-vida 2,9 dias 39,8 dias
Modo de decaimento CE? B
Energia liberada por decaimento i
de elétrons (keV) 226, 56
Energia liberada por decaimento 21572 497,08

de fotons (keV)

& Captura por elétrons (FIRESTONE, 2000)
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Em relagdo aos radioisotopos presentes na amostra, observou-se que O
radioisdtopo *’Ru embora pudesse ter sido formado em quantidades muito pequenas e
minimamente detectado, considerou-se ainda o seu tempo de meia-vida relativamente curto e
gue 0s experimentos com as amostras ativadas neutronicamente tiveram inicio cerca de
aproximadamente 24 h ap0s sua ativacdo. Desta forma, mesmo que este radioisétopo estivesse

presente, sua contribuicdo seria muito pequena para explicar o efeito observado nas células.
5.2. Avaliacéo do efeito das drogas
5.2.1. AlteracBes morfoldgicas

As figuras 13 e 14 mostram as alteracGes morfoldgicas das células tratadas com
os CFRs ndo radioativo e radioativo, respectivamente. Todos 0s compostos, tanto no
tratamento ndo radioativo quanto no radioativo causaram alteracdes significativas nas
celulas de GBM.

As alteragBes mais observadas foram: diminuicdo do ndmero de células,
arredondamento e encolhimento celular, reducdo do volume citoplasmatico,
irregularidades na membrana e formacdo de vacUolos citoplasmaticos e corpos
apoptéticos (blebs), sugestivas de inducdo de morte celular programada. Para um
mesmo tempo de incubacdo, estas alteracdes observadas foram mais intensas a medida

gue se aumentou a concentracao dos CFRs.
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Figura 13: Fotomicrografias das células T98, U87 e MRC5 controle e tratadas com os
CFRs (Rudppb, Rudppe, Rudppf e Rudppp) nédo radioativos. Células controle e tratadas
por 24h, com CFRs (10pmol.L™). As imagens foram obtidas pela camera fotogréfica
(Nikon) acoplada ao microscépio éptico (Aumento: 400x). AlteracGes como reducdo do
volume celular - arredondamento e encolhimento (seta fechada preta), irregularidades
na membrana (seta aberta) e formagdo de corpos apoptéticos (seta fechada branca)

foram observadas nas células tratadas.
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Figura 14: Fotomicrografias das células T98, U87 e MRC5 controle e tratadas com 0s
CFRs (**Rudppb, **Rudppe, **Rudppf e ‘®*Rudppp) radioativos. Células controle e
tratadas por 24h, com CFRs (10pumol.L™). As imagens foram obtidas pela camera
fotogréfica (Nikon) acoplada ao microscopio 6ptico (Aumento: 400x). Alteracbes como
reducdo do volume celular (arredondamento e encolhimento) (seta fechada preta),
irregularidades na membrana (seta aberta) e formacdo de corpos apoptéticos (blebs)

(seta branca) foram observados nas células tratadas.
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5.2.2. Estudo da citotoxicidade in vitro de CFRs em células tumorais

A avaliagdo dos efeitos citotoxicos de CFRs radioativos e ndo radioativos em
células tumorais de GBM T98 (p53 mutante), U87 (p53 selvagem) e células MRC5 de
fibroblastos, utilizada como modelo de células normais, foi realizada por meio do
ensaio de MTT. Através deste ensaio, foi possivel determinar os valores de ICsg
(concentracdo da droga que inibiu 50% de sobrevivéncia celular). Utilizou-se a

cisplatina como controle positivo.
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Figura 15: Efeito citotoxico dos CFRs (Rudppb, Rudppe, Rudppf e Rudppp) nao
radioativos em células T98, apds 24h de tratamento.

As figuras de 15 a 20 mostram a porcentagem de sobrevivéncia das células
tratadas com as diferentes concentracbes de CFRs ndo radioativos e radioativos, e
controle negativo, apenas com DMEM, (apresentando 100% de sobrevivéncia). De
acordo com os resultados obtidos, observou-se que todos os CFRs, ndo radioativos e
radioativos, foram citotoxicos de maneira dose dependentes para as linhagens celulares
de GBM. No tratamento nédo radioativo verificou-se que os compostos Rudppf e
Rudppp apresentaram maior citotoxicidade para as células, observando que o tratamento
com estes dois compostos nas concentracdes mais altas foi capaz de destruir,

praticamente, todas as células (Figuras 15, 16 e 17).
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Figura 16: Efeito citotoxico dos CFR (Rudppb, Rudppe, Rudppf e Rudppp) ndo

radioativos em células U87, apds 24 de tratamento.
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Figura 17: Efeito citotoxico dos CFRs (Rudppb, Rudppe, Rudppf e Rudppp) ndo
radioativos em celulas MRC5, ap0s 24h de tratamento.

No tratamento radioativo (Figuras 18, 19 e 20), todos os compostos foram mais
citotoxicos que no tratamento ndo radioativo, pois mesmo em baixas concentragdes, por

volta de 0,001 mol.L™, os CFRs apresentaram citotoxicidade.
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Figura 18: Efeito citotéxico dos CFRs (***Rudppb, *Rudppe, **Rudppf e 1®*Rudppp)

radioativos em células T98, apos 24h de tratamento.
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Figura 19: Efeito citotéxico dos CFRs (***Rudppb, *Rudppe, **Rudppf e ‘®*Rudppp)

radioativos em células U87, apds 24h de tratamento.
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Figura 20: Efeito citotéxico dos CFRs (***Rudppb, *Rudppe, **Rudppf e ‘>*Rudppp)

radioativos em células MRC5, ap6s 24h de tratamento.

Os valores de ICs, foram obtidos através de curvas de sobrevivéncia, por meio
do Graphpad prism 5. Como observado na Tabela 3, os CFRs apresentaram ICs, entre
3,98 uM e 27,8 uM em células U87 e de 1,49uM a 19,0 uM em células T98. Dentre 0s
compostos testados, Rudppf e Rudppp mostraram ligeiramente maior atividade
citotoxica para as linhagens de GBM, com ICsy de 3,98 uM e 4,92 uM,
respectivamente, nas células U87 e de 3,05 e 1,49 uM nas células T98. Este fato
demonstra a importancia da relacéo estrutura-atividade de um composto e a necessidade
de realizacdo de testes experimentais para avaliar o seu potencial.

Tabela 3: Citotoxicidade dos CFRs ndo radioativos em linhagens celulares de GBM
U87 e T98, e em MRCS5.

Compostos nao ICso(LM)
radioativos us7 T98 MRC5
Rudppb 16,1+3,32 119+588 41,0+10,1
Rudppe 278+11,7 19,0+£591 82,1+9,13
Rudppf 398+085 3,05+0,72 8,88+227
Rudppp 492+246 149+050 1,47x0,62
Cisplatina® 1,76 £0,22 531+194 5,05+0,71

'Dados obtidos pelo grupo de pesquisa do laboratério de radiobiologia/CDTN
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Em células U87 o composto Rudppf se mostrou mais ativo, enquanto nas células
T98 o composto Rudppp foi o que apresentou maior atividade. Uma observagéo
interessante € que nas células T98 estes dois compostos se mostraram ligeiramente mais
potentes que a cisplatina, diferentemente do observado nas células U87. Por outro lado,
os CFRs apresentaram menor citotoxicidade em MRC5, quando comparados a
cisplatina, com excecdo do composto Rudppp.

Interessante mencionar que, a maioria dos canceres apresenta mutacdo no gene
TP53, que codifica a proteina p53 alterada. Este fato, nos leva a inferir que estas células
sd0 mais resistentes a um determinado tratamento, considerando que reparo no DNA
dependente de p53 pode estar comprometido, assim como, as vias de indugdo de
apoptose ativadas pela proteina p53 nativa. Isto levaria a um acumulo, cada vez maior,
de mutacbes e adaptacbes da célula tumoral, aumentando a sua sobrevivéncia. Os
valores absolutos de 1Csy obtidos foram menores para T98 (p53 mutante), quando
comparados ao 1Csp das células U87. Este fato poderia sugerir uma maior eficacia dos
CFRs para tumores com p53 mutadas, porém esta diferenca ndo foi estatisticamente

significativa.

Por outro lado, ndo podemos descartar que outras mutagdes envolvidas na
resisténcia tumoral podem estar influenciando esta diferenca observada nos valores de
ICs0, como por exemplo, diferencas na expresséo de genes de resisténcia a multidrogas
(MDRs), amplificacdo de genes envolvidos na resposta a estresse oxidativo, dentre
outros. Este fato pode servir como estimulo para estudos adicionais, direcionados para
avaliar como outras vias de sinalizacdo séo afetadas pelos CFRs. E apesar da diferenca
ndo ter se mostrado significativa, ainda assim, tal achado estd em contraste com alguns
estudos in vitro que mostraram que a expressao de proteinas p53 mutantes em culturas
celulares as tornam quimioresistentes, como nos estudos citados por Strano et al.
(2007), em que células p53 mutantes apresentaram maior resisténcia ao etoposideo e
cisplatina, dois importantes agentes antitumorais ja utilizados na pratica clinica. No
entanto, é importante lembrar que, as duas linhagens celulares utilizadas neste estudo
sdo de origens diferentes e, portanto, possuem um perfil genético global também
diferente, de forma que para se concluir quanto a influéncia do “status” da proteina p53
na resposta a compostos de ruténio, seria necessario utilizar uma mesma linhagem

celular com o mesmo perfil genético.
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Em seu estudo Lima (2010) testou os compostos Rudppe, Rudppf e Rudppp em
linhagens celulares de cancer de mama (MDA-MB 231) e obtiveram 1Csy de 7,6 UM,
0,4 uM e 3,3 uM, respectivamente. Outro estudo, realizado por Lima et al. (2014)
avaliou a citotoxicidade de cinco complexos de ruténio (I1), coordenados a diferentes
aminoacidos, em linhagens celulares de sarcoma murino e apresentaram valores de 1Csy
que variaram de 22,53 uM a 50,18 puM. Comparando estes dados, com os resultados
obtidos em nosso estudo, em linhagens celulares de GBM (Tabela 3), observou-se que
os valores de 1Cso de ambos os estudos estdo bem proximos e na ordem de micromolar
(uM), considerando que o potencial antitumoral destes compostos é similar em ambos
0s tipos de tumores.

Os compostos radioativos foram mais potentes em células de GBM do que o0s
compostos ndo radioativos (p<0,05). Apresentaram ICsy entre 0,00023uM e 0,00042
UM em células U87 e de 0,00034 uM a 0,00062 pM em células T98 (Tabela 4).
Enquanto, os valores de ICsy para 0s compostos ndo radioativos variaram de 3,98 uM e
16,1 UM nas células U87 e de 1,49uM a 19,0 uM em células T98. Porém, com excecao
do composto Rudppe em U87 (p<0,05), todos os compostos radioativos também foram
igualmente citotoxicos em células MRC5 (p>0,05). Em GBM, os tumores sdo
localizados especificamente no cérebro. Neste caso, terapias direcionadas para o tumor
local por estereotaxia poderiam ser uma estratégia de utilizacdo destes compostos,
evitando a exposicdo desnecessaria de outros 6rgaos. Isto poderia contornar possiveis
problemas de efeitos colaterais. Por outro lado, de forma a minimizar os efeitos da
radioatividade em célula normais, moléculas-alvo especificas ou superexpressas em
células tumorais podem ser direcionadas através do acoplamento ou ligacdo de ruténio
as moléculas ligantes como, por exemplo, o caso da transferrina, em que o ruténio

radioativo seria transportado em maior quantidade para as células tumorais.

O aumento de poténcia observado nos compostos ativados neutronicamente se
deve a presenca do is6topo ‘®*Ru que ao sofrer decaimento B emite fétons y (Ey: 497
keV) e particulas beta (EB: 226 keV). Tendo em vista a atividade especifica dos
compostos de ruténio apos ativacdo neutrénica: 1,32 a 1,52 GBg/mol, o valor de 1C50
dos compostos radioativos apresentados na Tabela 4 e o fator de conversédo de dose para
o ™Ru (ECKERMAN et al., 2012), a exposicdo das celulas aos compostos

proporcionou uma dose de radiacdo para as celulas, conforme apresentado na Tabela 5:
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Tabela 4: Citotoxicidade dos CFRs radioativos em linhagens celulares de GBM, U87 e
T98, e MRC5.

Compostos 1Cso(HM)
Radioativos us7 T98 MRC5

%Rudppb 2,4x10%+1,3x10*  3,4x10*+9,4x10° 3,9x10™+ 1,0x10™
%Rudppe 2,3x10"+1,5x10" 52x10*+9,4x10° 2,0x10™+5,5x10"
%Rudppf 4,2x10%+1,7x10"  54x10"+2,3x10° 3,8x10™*+ 4,1x10°
%3Rudppp 3,1x10* +1,7x10° 6,2x10*+ 8,7x10° 4,7x10*+0

Tabela 5: Dose absorvida pelas células expostas ao radioisétopo %Ru (Gy).

Igggiqg;tsif/?)ss Dose absorvida (Gy)
%Rudppb 3,55x10™
1%3Rudppe 3,14x10™
%Rudppf 5,69x10™
1%3Rudppp 4,02 x10™

Como observado, o tratamento com 0s compostos radioativos gerou deposicdo
de uma dose de radioatividade pequena nas células, mas em adicdo ao efeito
farmacoldgico dos compostos, apresentou um efeito supra-aditivo resultando no
aumento da poténcia em mais de 100x se considerarmos os valores de ICsy dos
compostos ndo radioativos. Este estudo é o primeiro a demonstrar o efeito de compostos
contendo '**Ru em células de GBM in vitro. Embora preliminar, os dados obtidos ja se
mostram promissores e podem ser comparados a outros radioisétopos que estdo sendo
analisados com uso potencial em terapia por radionuclideo como, por exemplo, *"’Lu
(REBER et al., 2013) e *’Bi (VAIDYANATHAM & ZALUTSKY, 1996).

O célculo do indice de seletividade (IS) dos CFRs néo radioativos e radioativos
foi realizado a partir da razéo entre o valor de ICs, das células MRC5 (fibroblastos) e o
ICso obtido nas linhagens celulares de GBM (Tabela 5). Através desta analise, observou-
se que no tratamento ndo radioativo, os compostos Rudppb, Rudppe e Rudppf
mostraram-se mais seletivos para células tumorais U87 e T98 do que as células
utilizadas como controle, uma vez que a relacdo obtida foi maior que 2. O composto
Rudppp, por outro lado, apresentou IS < 2 em ambas as linhagens, podendo ser
considerado menos seletivo que os demais. E quando comparados a cisplatina, os
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valores de IS dos compostos Rudppb, Rudppe e Rudppf, exceto o composto Rudppp,
foram semelhantes em células U87. Porém, nas células T98 todos os compostos
apresentaram maior IS que a cisplatina. No tratamento radioativo, verificou-se que o IS
foi menor que 2 para todos os compostos, sugerindo um grande potencial da ativagédo
neutronica para aumentar a toxicidade destes compostos. Logicamente, continuagao
destes estudos merece ser desenvolvida para obtencdo de uma maior seletividade para

0S mesmos.

Tabela 6: Indice de seletividade dos CFRs radioativos e ndo radioativos sobre linhagens
celulares de GBM.

indice de Seletividade

Tra}t. nao Trat. Radioativo
Compostos radioativo
ug7 T98 ug7 T98
Rudppb 2,55 3,45 1,63 1,14
Rudppe 2,95 4,32 0,87 0,39
Rudppf 2,23 2,91 0,90 0,70
Rudppp 0,29 0,98 1,52 0,76
Cisplatina® 2,87 0,95 "ND ND

!Dados obtidos pelo grupo de pesquisa do laboratério de radioabiologia — CDTN.
“N&o determinado

5.2.3. Analise das alteracdes do DNA cromossomal induzidas pelos CFRs através
da coloracéo DAPI

Para determinar o efeito dos compostos a nivel nuclear foi utilizado o corante
DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol), que possui afinidade para 0 DNA e é capaz de
detectar fragmentacdo de DNA, condensacdo de cromatina e formacdo de corpos

apoptaticos, caracteristicas da morte induzida por apoptose.

As celulas foram tratadas com uma concentracdo de 10 uM dos CFRs, valor
préximo do ICsy dos compostos. Ap6s 24h de tratamento, foi possivel visualizar nas
células de GBM alteracdes como condensacdo da cromatina (células com coloracao azul
brilhante), fragmentacdo nuclear e formacgdo de corpos apoptdticos (blebs), tanto no
tratamento com CFRs ndo radioativos (Figura 21) quanto no tratamento com o0s
compostos radioativos (Figura 22). As células MRC5 ndo apresentaram alteragdes

significativas.
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Figura 21: Analise do DNA cromossomal das células T98, U87 e MRC5 tratadas com
CFRs (Rudppb, Rudppe, Rudppf e Rudppp) néo radioativo, por 24 h. As imagens foram
obtidas pela camera fotografica (Nikon) acoplada ao microscopio Optico de
fluorescéncia (Aumento: 400x). Células controle apresentam uma coloragdo azul opaca.
Nas celulas de GBM tratadas foram observadas: condensacdo da cromatina (células de
cor azul brilhante - setas), fragmentacdo nuclear (asteriscos brancos) e corpos

apoptaticos (asteriscos amarelos) (Concentra¢do: 10pumol.L-1).
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Figura 22: Anélise do DNA cromossomal das células T98, U87 e MRC5 tratadas com
CFRs (*®*Rudppb, ‘*Rudppe, ®Rudppf e *Rudppp) radioativo, por 24h. As imagens
foram obtidas pela camera fotografica (Nikon) acoplada ao microscopio Optico de
fluorescéncia (Aumento: 400x). Nas células de GBM tratadas foram observadas
alteracdes como: condensagdo da cromatina (células de cor azul brilhante - setas),
fragmentacdo nuclear (asteriscos brancos) e corpos apoptoticos (asteriscos amarelos)

(Concentragdo: 10pmol.L™).
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5.2.4. Determinacao do tipo de morte induzida pela coloragéo Laranja de Acridina/
Brometo de etideo

Varios estudos mostram que a morte celular por apoptose esta entre os diferentes
mecanismos de acdo das drogas antitumorais, como por exemplo, a cisplatina
(GONZALEZ et al., 2001). A apoptose é uma resposta normal do processo fisioldgico
das celulas e atua como um importante mecanismo de defesa que promove
seletivamente a remocdo de células danificadas, que sdo indesejaveis ao organismo
(WANG et al., 2014). Por este motivo, drogas que tenham como mecanismo de acdo a

inducdo de apoptose sdo desejaveis.

Através da coloracdo Laranja de Acridina/ Brometo de Etideo foi possivel
identificar os padrées de morte celulares induzidos, diferenciando células viaveis,
apoptoticas, necrdticas e autofagicas, pois a coloracdo de acridina também é muito Util

para mostrar vacuolos acidos que sdo especificos de autofagia (SOARES et al., 2012).

Nas células de GBM néo tratadas (controle), o nucleo e o citoplasma aparecem
com coloracdo verde homogénea, indicativo de células saudaveis. Na figura 23,
observou-se que as células T98 tratadas com os compostos Rudppb e Rudppe nédo
radioativos apresentaram cromatina condensada, com o nucleo verde brilhante e
auséncia de coloracdo alaranjada, mostrando que a membrana continuou integra, sinais
caracteristicos de apoptose em fase inicial. J& no tratamento com compostos Rudppf e
Rudppp, observou-se a coloracdo avermelhada em grande parte das células, sugestivo
de células necréticas, demonstrando que houve entrada do corante brometo de etideo
através da membrana lesada. Também, algumas células T98, tratadas com o composto

Rudppp, apresentaram vacuolos acidos, sugerindo autofagia.

Em células U87 tratadas com os compostos Rudppb, Rudppe, Rudppf e Rudppp
foram observadas alteragdes caracteristicas de autofagia, que sdo os vacuolos acidos
(alaranjados) indicando a presenca de autofagolisossomos, organelas encontradas no

citoplasma celular durante o processo de morte autofagica.

Por outro lado, no tratamento radioativo (Figura 24), tanto nas células T98
qguanto nas U87 observou-se em sua maioria a presenca de células com membrana
integra, cromatina condensada e nucleo verde brilhante, sugerindo apoptose em fase

inicial.
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Atraveés destes resultados, sugere-se que CFRs sdo capazes de induzir morte por
apoptose e autofagia em células tumorais, da mesma forma que outros quimioterapicos
ja utilizados na prética clinica. Porém, testes mais especificos devem ser realizados para

confirmar esta hipotese.
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Figura 23: Analise do tipo de morte induzido nas células T98, U87 e MRC5 tratadas
com CFRs (Rudppb, Rudppe, Rudppf e Rudppp) ndo radioativo. As células foram
coradas com Laranja de Acridina/Brometo de etideo, ap6s 24h de tratamento com CFRs
(10pumol.L™Y). As imagens foram obtidas pela camera fotografica (Nikon) acoplada ao

microscopio oOptico de fluorescéncia (Aumento: 400x). Celulas viadveis (apresentam
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nacleo uniformemente verde brilhante), células em fase inicial de apoptose (setas
brancas - indicam corpos apoptoticos e condensagdo de cromatina), células autofagicas

(setas amarelas — indicam autofagolisossomos) e presenca de algumas células necréticas

(setas vermelhas — indicam células avermelhadas) puderam ser observadas.

MRCS
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'Ru(dppe) 'Ru(dppb)

13Ru(dppf)

13Ru(dppp)

Figura 24: Analise do tipo de morte induzido nas celulas T98, U87 e MRC5 tratadas
com CFRs (***Rudppb, *Rudppe, ®*Rudppf e ®*Rudppp) Radioativo. As células
foram coradas com Laranja de Acridina/Brometo de etideo, ap6s 24h de tratamento com
CFRs Radioativo (10pmol.L™). As imagens foram obtidas pela camera fotografica
(Nikon) acoplada ao microscépio oOptico de fluorescéncia (Aumento: 400x). Células

viaveis (apresentam nucleo uniformemente verde brilhante), células em fase inicial de
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apoptose (setas brancas) e células autofagicas (setas amarelas — indicam vacuolos
acidos) foram observadas.

A hipotese de que inducdo de apoptose pode ser um dos mecanismos de acdo de
complexos de ruténio (11) € compartilhada por varios autores. Por exemplo, no estudo
realizado por Qian, et al. (2013), foram testados 4 diferentes compostos
([Ru(bpy)2(PAIDH)]*, [Ru(phen)2(PAIDH)]*, [Ru(dmp)2(PAIDH)]**,
[Ru(dip)2(PAIDH)]*") em células tumorais cervicais, hepaticas e de pulmao e os autores
concluiram que estes compostos apresentaram atividade citotoxica e foram capazes de
induzir apoptose nestas linhagens celulares através de avaliacdo pela coloracdo Laranja
de acridina/Brometo de etideo e por citometria de fluxo. Por outro lado, Zhang, et al.
(2015) demonstraram que o complexo de ruténio [Ru(bpy)2(adpa)](PFs).] foi capaz de

induzir apoptose em células de carcinoma gastrico humano.
5.2.5. Avaliacdo da geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)

O ensaio com 2,7-diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA) foi realizado
para analisar a capacidade dos compostos 1, 2, 3 e 4 de gerarem espécies reativas de
oxigénio. Apés 24 h de tratamento com os CFRs ndo radioativos (Figura 25) e
radioativos (Figura 27) observou-se que as células de GBM apresentaram niveis
significativamente aumentados de ROS em relagdo ao controle. Vale ressaltar também
que, o aumento dos niveis de ROS nas células de GBM, sugere que o estresse oxidativo
induzido pelo tratamento com os CFRs ndo radioativos e radioativos pode,

parcialmente, ser responsavel pela morte celular por apoptose.

Sabe-se que a radiacdo ionizante, per si, é capaz de induzir a producdo de ROS,
através da disfuncdo mitocondrial, porém por mecanismos que ainda ndo foram
esclarecidos (KOBASHIGAWA et al., 2011). Este fato sugere que, pode ter havido um
efeito aditivo, de geragcdo de ROS, no tratamento com os CFRs radioativos, pois o efeito
indutor de ROS da radiacdo ionizante somou-se ao efeito dos CFRs que também foram

capazes de gerar ROS.
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Figura 25: Geracdo de espécies reativas de oxigénio nas células T98, U87 e MRC5
tratadas com CFRs (Rudppb, Rudppe, Rudppf e Rudppp) ndo radioativo. As células
foram coradas com DCF, apdés 24h de tratamento com CFRs ndo Radioativo (10
umol.L™). As imagens foram obtidas pela camera fotografica (Nikon) acoplada ao
microscopio oOptico de fluorescéncia (Aumento: 400x). Células tratadas apresentaram

aumento da intensidade de fluorescéncia.

Através da quantificacdo do ROS pelo software Imaje J, observou-se que todos
0s compostos, na concentracdo de 10uM, induziram maiores niveis de ROS nas células
U87 que nas células T98 (Figura 26). Apenas 0o composto Rudppe mostrou que 0s

efeitos ndo foram significativamente diferentes em ambas as células. Os compostos



77

Rudppb e Rudppe também induziram niveis de ROS semelhantes, quando foram
comparados com as células de fibroblastos MRCS5, pois apesar de maiores em células de
GBM, ndo foram significativamente diferentes. No entanto, os compostos Rudppf e
Rudppp induziram menores niveis de ROS em células MRC5 que em células T98
(p<0,05) e U87 (p<0,05).

300- . 3 T98
* E@ U87
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x &= MRC5
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Producao de ROS (% controle)
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RudlppB RudlppE RudlppF
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Figura 26: Producéo de ROS em linhagens celulares de GBM e células de fibroblastos
(MRC5) tratadas com 10 pmol.L™ dos CFRs ndo radioativos, por 24h. Os valores sio
expressos como médias + desvio padrdo (em porcentagem). ~Diferenca em relacdo a
T98, " Diferenca em relacdo a MRC5; (p<0,05).
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Figura 27: Analise de producdo de espécies reativas de oxigénio nas células T98, U87 e
MRCS5 tratadas com CFRs (***Rudppb, **Rudppe, **Rudppf e **Rudppp) Radioativo.
As células foram coradas com DCF, ap0s 24h de tratamento com CFRs Radioativo (10
umol.L™). As imagens foram obtidas pela camera fotografica (Nikon) acoplada ao
microscopio oOptico de fluorescéncia (Aumento: 400x). Células tratadas apresentaram

aumento da intensidade de fluorescéncia.

Em relacdo aos niveis de ROS gerados no tratamento radioativo (Figura 28),
verificou-se que todos 0s compostos produziram maiores niveis de ROS em células de
GBM. Porém, o aumento de ROS nas células tratadas com o composto Rudppe nédo foi

estatisticamente diferente. Geracdo de espécies reativas de oxigénio pode ativar morte
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celular via proteina p53 e, interessantemente todos os compostos ndo radioativos e
radioativos induziram niveis de ROS mais elevados em células U87 que em células T98.
Importante ressaltar também que, a geracdo de ROS é também um dos efeitos indiretos
causados pela radiacdo ionizante, produto da radidlise da agua presente nas células e
outras moléculas oxidaveis. A figura 28 mostra que os compostos '**Rudppb e
1%3Rudppf induziram maiores niveis de ROS.
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Figura 28: Producdo de ROS em linhagens celulares de GBM e células de fibroblastos
(MRCS5) tratadas com 10 pmol.L™ dos CFRs radioativos, por 24h. Os valores s&o
expressos como médias + desvio padrdo (em porcentagem). "Diferenca em relacdo a
T98, “'Diferenca em relagdo a MRC5; (p<0,05).

Para avaliar se 0s compostos radioativos provocaram maior producdo de ROS,
comparou-se a geracdo de ROS nas linhagens celulares tratadas com os CFRs ndo
radioativos e radioativos (Figuras 29, 30 e 31). Constatou-se que apenas o tratamento
com o composto Rudppb radioativo produziu significativamente niveis mais elevados
de ROS em células de GBM, enguanto os outros compostos induziram efeitos similares.
E ainda sobre este composto, observou-se que 0s niveis de ROS foram ainda maiores

em células U87, que apresentam p53 nativa.
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Figura 29: Producdo de ROS em células T98 tratadas (10 pmol.L™) dos CFRs néo
radioativos e radioativos, por 24h. Os valores sdo expressos como médias + desvio
padrdo (em porcentagem). Diferenca entre os tratamentos néo-radioativos e radioativos
p<0,05.
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Figura 30: Producdo de ROS em células U87 tratadas (10 pumol.L™) dos CFRs n&o
radioativos e radioativos, por 24h. Os valores sdo expressos como médias + desvio
padréo (em porcentagem). Diferenca entre os tratamentos ndo-radioativos e radioativos
p<0,05.
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Figura 31: Producdo de ROS em células MRC5 tratadas (10uM) dos CFRs nao
radioativos e radioativos, por 24h. Os valores sdo expressos como médias + desvio
padréo (em porcentagem). "Diferenca entre os tratamentos ndo-radioativos e radioativos
p<0,05.

A geracdo de ROS e os danos por elas causados, ndao sdo diretamente
responsaveis por causar a morte celular. ROS desencadeiam uma cascata de sinalizacédo
celular que entdo é capaz de induzir a morte por apoptose ou autofagia (OZBEN, 2007;
DEWAELE et al., 2010). Os CFRs foram capazes de induzir geracdo de ROS em células
de GBM, podendo sugerir que a morte por apoptose e autofagia também estdo
associados ao estresse oxidativo induzido por estes compostos. Nossos resultados
corroboram com outros estudos, que demonstraram a correlacdo entre geracdo de ROS e
atividade antitumoral de complexos de ruténio (QIAN et al., 2013; JIANG et al., 2014)
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6. CONCLUSAO

v Todos os CFRs testados apresentaram citotoxicidade contra células tumorais de
GBM, tanto em U87 quanto em T98, demonstrando eficacia e independéncia do “status”
do gene TP53. Sendo que, os compostos [Ru(pic)(bipy)(dppf)]PF6 (3) e
[Ru(pic)(bipy)(dppp)]PF6 (4) apresentaram maior atividade antitumoral dentre todos
com compostos testados.

v Em células T98, todos os CFRs ndo radioativos apresentaram melhor indice

terapéutico (IS) que a cisplatina.

v Os CFRs induziram alteracGes tipicas de apoptose, sugerindo que este seja um
dos mecanismos de acdo destes compostos. No entanto, autofagia e necrose ndo podem

ser descartadas.

v Os compostos radioativos foram mais citotoxicos que os seus analogos néo
radioativos, pois apresentaram ICs significativamente menor, demonstrando que a
associago de radioisétopo “Ru ao composto de Ru representa um ganho de atividade,

ou seja, a ativacdo neutrdnica é capaz de aumentar ainda mais a toxicidade dos CFRs.

v Todos os compostos, ndo radioativos e radioativos, foram capazes de induzir
altos niveis de ROS em linhagens celulares de GBM, sendo maiores em células U87.
Sugerindo que o estresse oxidativo é parcialmente responsavel pelas mortes por

apoptose e autofagia.
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PERSPECTIVAS

Realizar outros tipos de testes, por citometria de fluxo e medida da expressao de
proteinas especificas envolvidas nas vias moleculares, a fim de confirmar o

mecanismo de morte por apoptose e/ou autofagia desencadeado pelos CFRs.

Realizar novos testes in vitro, aplicando outros protocolos variando a dose, tempo e
duragéo de tratamento, e a associa¢ao a outros tipos de agentes antitumorais.

Testar os CFRs in vivo em modelos animais com GBM, variando as formas de
tratamento e/ou utilizando-0s como neoadjuvantes ou adjuvantes a outras formas de

terapia.

Avaliar os efeitos in vivo em modelos animais com GBM, investigando a

nefrotoxicidade e neurotoxicidade dos CFR.
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