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SILVA, Suellen Laila Rocha. Estudo das vias de sinalizacdo envolvidas na apoptose
induzida pelo complexo de ruténio com timina em células de carcinoma de cdélon
humano HCT116. 2019. 68 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia em Saude e
Medicina Investigativa) — Instituto Gongalo Moniz, Fundagdo Oswaldo Cruz,
Salvador, 2019.

RESUMO

INTRODUCAO: O cancer se caracteriza pela proliferacio descontrolada de células
levando a formacao de tumores que podem gerar metastase. Essa doenca tornou-se
um problema de saude publica devido ao seu grande e crescente nimero de casos,
além do alto impacto financeiro sobre a sociedade. Os quimioterapicos representam
a principal forma de tratamento; entretanto, apresentam diversos efeitos colaterais,
além do surgimento de resisténcia, tornando necesséario o desenvolvimento de
novos farmacos. Recentemente, nosso grupo de pesquisa sintetizou um complexo
de ruténio com timina [Ru(PPhs)2(Thy)(bipy)]PFs (onde PPh = trifenilfosfino, Thy =
timina and bipy = 2,2-bipiridina) (CRT) com potente atividade citotoxica, capaz de
ligar-se ao DNA e induzir a apoptose mediada por caspases em células de leucemia.
OBJETIVO: Neste estudo, nés investigamos as vias de sinalizacdo envolvidas na
apoptose induzida pelo complexo Ru(ll)-timina em células de carcinoma de célon
humano HCT116, bem como avaliamos seu efeito em modelo de xenotransplante.
MATERIAL E METODOS: Para verificar a participagdo das vias MAPKs e p53 na
morte celular induzida por CRT, foi utilizado o ensaio de anexina V/Pl em células
HCT116 pré-tratadas com os inibidores farmacolégicos de JNK (SP 600125), p38
(PD 169316), ERK1/2 (U-0126) e p53 (pifitrina-a ciclica), e quantificada a
fluorecencia por citometria de fluxo. As MAPKs fosforiladas, bem como p53, MDM2 e
histona H2AX foram avaliadas através de ELISA sanduiche fosfo-especifico. A
atividade antitumoral in vivo foi avaliada em camundongos C.B-17 SCID
transplantados com células HCT116 e tratados com CRT nas doses de 1 e 2
mg/kg/dia, por via intraperitoneal, uma vez por dia durante 15 dias consecutivos.
RESULTADOS: O complexo Ru(ll)-timina aumentou significativamente a
porcentagem de células HCT116 em apoptose. O co-tratamento com os inibidores
farmacoldgicos de JNK/SAPK, p38 MAPK e MEK, que inibem a ativacdo de ERK1/2,
causou uma reducéo acentuada da porcentagem de células em apoptose induzida
pelo complexo. Além disso, 0 CRT induziu um aumento de fosfo-JNK2 (T183/Y185),
fosfo-p38a (T180/Y182) e fosfo-ERK1 (T202/Y204) em células HCT116. O
tratamento com o complexo aumentou significativamente a expressdo da fosfo-
histona H2AX (S139), um marcador de dano ao DNA. A expressao de fosfo-p53
(S15) e MDM2 néo foi alterada, e o co-tratamento com o inibidor de p53 (pifitrina-a
ciclico) ndo reduziu a apoptose induzida pelo CRT em células HCT116, indicando
que o complexo Ru(ll)-timina induz apoptose através de dano ao DNA, pela ativacdo
da via de sinalizagdo JNK/p38/ERK1/2 de maneira independente de p53. No modelo
in vivo, o CRT (1 e 2 mg/kg/dia) apresentou inibicdo do crescimento de células
HCT116 em 32,6-40,1%, e n&do apresentou toxicidade significativa nos parametros
analisados. CONCLUSAO: Assim, observou-se que o complexo Ru(ll)-timina é um
promissor candidato a agente antitumoral.

Palavras-chave: Ruténio, Timina, HCT116, MAPK, Citotoxicidade, Apoptose.



SILVA, Suellen Laila Rocha. Study of signaling pathways involved in apoptosis
induced by ruthenium complex with thymine in human colon carcinoma HCT116
cells. 2019. 68 f. Dissertation (Master) — Instituto Goncalo Moniz, Fundacdo Oswaldo
Cruz, Salvador, 2019.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Cancer is characterized by the uncontrolled proliferation of cells
leading to the formation of tumors that can generate metastasis. This disease has
become a public health problem due to its large and growing number of cases
besides the high financial impact on society. Chemotherapeutic agents represent the
main form of treatment; however, they present several side effects, besides the
appearance of resistance, making necessary the development of new drugs.
Recently, our research group synthesized a ruthenium complex with thymine [Ru
(PPh3)2(Thy)(bipy)]PF6 (where PPh = triphenylphosphino, Thy = thymine and bipy =
2,2'-bipyridine) (CRT) with potent cytotoxic activity, with potential cytotoxic activity,
capable of binding to DNA and inducing caspase-mediated apoptosis in leukemia
cells. AIM: In this study, we investigated the signaling pathways involved in the
Ru(ll)-thymine complex-induced apoptosis in human colon carcinoma HCT116 cells,
as well as its effect in a xenograft tumor model. MATERIAL AND METHODS: To
verify the involvement of the MAPKs and p53 pathways in CRT-induced cell death,
the annexin V/Pl assay was performed on HCT116 cells pretreated with the
pharmacological inhibitors of INK (SP 600125), p38 (PD 169316), ERK1/2 (U-0126)
and p53 (cyclic a-pifythrin), and quantified fluorometry by flow cytometry.
Phosphorylated MAPKs as well as p53, MDM2 and histone H2AX were evaluated by
phospho-specific ELISA sandwich. In vivo antitumor activity was evaluated in SCID
C.B-17 mice transplanted with HCT116 cells and treated with CRT at doses of 1 and
2 mg/kg/day intraperitoneally once daily for 15 consecutive days. RESULTS: The
Ru(ll)-thymine complex significantly increased the percentage of HCT116 cells in
apoptosis. Co-treatment with the pharmacological inhibitors of JNK/SAPK, p38
MAPK and MEK, which inhibit the activation of ERK1/2, caused a marked reduction
in the percentage of cells in apoptosis induced by the complex. In addition, CRT
induced an increase of phospho-JNK2 (T183/Y185), phospho-p38a (T180/Y182) and
phospho-ERK1 (T202/Y204) in HCT116 cells. Treatment with the complex increased
significantly the phosphohistone H2AX (S139) expression, a DNA damage marker.
The expression of phospho-p53 (S15) and MDM2 were not changed, and the co-
treatment with a p53 inhibitor (cyclic pifithrin-a) did not reduce the complex-induced
apoptosis in HCT116 cells, indicating that the Ru(ll)-hymine complex induces DNA
damage mediated apoptosis by JNK/p38/ERK1/2 activation via a p53-independent
signaling. In the in vivo model, CRT (1 and 2 mg/kg/day) showed inhibition of
HCT116 cell growth in 32.6-40.1%, and showed no significant toxicity in the analyzed
parameters. CONCLUSION:Thus, it has been observed that the Ru(ll)-thymine
complex is a promising candidate for antitumor agent.

Key words: Ruthenium, Thymine, HCT116, MAPK, Cytotoxicity, Apoptosis.
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1 INTRODUCAO

A proliferacdo descontrolada de células, além da capacidade de invadir
orgaos e tecidos, conhecida por metastase (CAO et al., 2011), sdo as principais
caracteristicas do conjunto de doencas denominadas de cancer. O processo de
formacdo dos tumores inicia-se quando ocorrem mutacfes ou modificacdes
epigenéticas em um ou mais genes relacionados a proliferacdo celular, como proto-
oncogenes e genes supressores de tumor, ou ainda em genes de reparo do DNA.
Essas mutacdes podem ser herdadas nos casos em que o cancer é hereditario ou
podem ser provocadas por fatores ambientais, como radiacées ou fumo, no caso de
cancer esporadico. As neoplasias malignas sédo a segunda causa de mortalidade em
todo o mundo, e ha um crescente numero de casos. No Brasil, as estimativas
indicam a ocorréncia de aproximadamente 600 mil novos casos por ano para 2018 e
2019 (INCA, 2017).

A sinalizacdo através das proteinas quinases ativadas por mitdgenos
(MAPKs) é fundamental na regulacdo de vérias respostas biolégicas, inclusive as
que estdo envolvidas no desenvolvimento do céncer, como proliferacao,
diferenciacdo, apoptose, transformacdo oncogénica, invasdo e metastase (KIM,
2015), e pode ser ativada por diversos quimioterapicos como doxorrubicina e
cisplatina. A partir da descoberta dos complexos baseados em platina, o
desenvolvimento de antitumorais baseados em complexos de metais de transicao
como complexos de ruténio tem se tornado de grande interesse devido ao seu
potencial citotoxico e por possuirem algumas vantagens como a capacidade de
formar complexos com véarios ligantes, estabilidade, ligacdes fortes com o DNA,
varios estados de oxidacao e baixa toxicidade (MALINA, 2001).

Complexos de metais de transicdo contendo compostos semelhantes a bases
do DNA tém sido bastante estudados e séo interessantes no desenho racional de
farmacos, pois acabam interferindo na replicacdo e transcricdo, ja que as bases séo
reconhecidas pela DNA polimerases e usadas na sintese da dupla fita de DNA
(JOHNSON, 1999). A timina € uma dessas bases, pertence ao grupo das pirimidinas
e pode ser desprotonada, apresentando espécies monoandnicas e dianidnicas, por

isso possuem grande versatilidade estrutural para reagir com ions metalicos de
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diferentes modos. Recentemente, nosso grupo de pesquisa sintetizou um complexo
de ruténio com timina [Ru(PPhs)2(Thy)(bipy)]PFs (onde PPh = trifenilfosfino, Thy =
timina and bipy = 2,2’-bipiridina) com potente atividade citotdxica, que foi capaz de
induzir morte celular por apoptose (CORREA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017).
No presente trabalho estudamos o papel das vias de sinalizagdo MAPK e p53 na
apoptose induzida por esse complexo metalico, bem como avaliamos se 0 mesmo

possui capacidade de inibir o crescimento do tumor in vivo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CANCER

As palavras cancer, tumores malignos e neoplasias malignas sdo sinbnimos
utilizados para denominar um conjunto de doengas que tém como principais
caracteristicas a proliferacdo descontrolada de células e a capacidade de invadir
orgaos e tecidos, podendo espalhar-se por todo organismo no fenébmeno conhecido
como metastase (CAO et al., 2011).

Desde a antiguidade pode-se encontrar registros de casos da doenca. O
primeiro foi descrito em um papiro egipcio de 1600 a.C. onde foram relatados oito
casos de tumores de mama. O médico grego Hipdcrates em 400 a.C. deu origem ao
termo cancer pois percebeu que vasos sanguineos de tumores se assemelhavam ao
formato das patas de caranguejos e os nomeou de carcinomas (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2010). Atualmente os canceres sao classificados de acordo
com o tipo de célula e tecido dos quais se originam. Os carcinomas sao formados a
partir de células epiteliais; os sarcomas se originam de tecidos mesenquimal como
0SSO0 ou células musculares; as leucemias surgem a partir da medula Gssea,
responsavel por produzir as células do sangue; o linfoma é um cancer que comeca
nas células do sistema linfatico; ja melanomas se desenvolvem a partir
dos melandcitos, e geralmente ocorre na pele; ainda temos os canceres derivados
de células do sistema nervoso e muitos outros (BRASIL, 2013).

O céancer é uma doenca essencialmente genética, pois alteracbes em grupos
de genes responsaveis por regular o crescimento e a proliferacdo celular séo
necessarias para que ocorra o processo de carcinogénese. Entre estes genes estao
principalmente 0os oncogenes e 0s genes supressores de tumor (GST) (NCI, 2015).
Os mecanismos que conduzem a alteracbes nesses genes podem ser tanto
desencadeados por fatores extrinsecos (como o tabaco, agentes infecciosos,
produtos quimicos e radiacdo) quanto intrinsecos (mutagdes metabdlicas, mutagdes
hereditarias, hormonios e condi¢des imunolégicas) (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2014).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Melan%C3%B3citos
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A grande maioria dos casos de céancer (cerca de 90-95%) sao causados por
fatores ambientais. O risco de desenvolver a doenca depende, entre outros, da
condicao social, exposicdo ambiental e caracteristicas bioldgicas do individuo. Cerca
de 100 fatores fisicos, quimicos e biolégicos ja foram descritos pela Organizacao
Mundial da Saude como carcinogénicos. Entre os fatores fisicos, por exemplo, a
exposicdo a radiacdo ultravioleta esta associada ao desenvolvimento de carcinoma
de pele (MASSARI et al.,, 2007). Quanto aos fatores quimicos podemos citar os
hidrocarbonetos aromaticos e tabaco, entre outros (VEGLIA et al., 2007). Fumar é
diretamente responsavel por aproximadamente 30% de todas as mortes
relacionadas com o cancer (SASCO et al., 2004) e é a principal causa de muitas
neoplasias malignas, incluindo os canceres de pulméo, laringe e eséfago. Também
desempenha um importante papel no desenvolvimento de outros canceres, como o
de bexiga, leucemia mieldide, pancreas, colo do utero e de estbmago (WHO, 2007).
Outro habito frequente na populacdo, que é um relevante fator de risco para o
desenvolvimento de tumores malignos, é o consumo de &lcool, sendo causa
principal do aparecimento de tumores malignos na cavidade oral, laringe, faringe,
esofago, figado, colon e reto (SCHUTZE et al., 2011). Vérios estudos indicam que
h& um efeito sinérgico de éalcool e de tabaco, aumentando ainda mais o risco de
desenvolver cancer (MORENO-LOPEZ et al., 2000).

As neoplasias malignas de origem hereditaria representam 5-10% dos
canceres em humanos e se caracterizam por alteracfes genéticas germinativas, ou
seja, que sado transmitidas de uma célula progenitora a suas descendentes, existindo
um padrdo de heranca autossémico dominante. Herda-se apenas uma Unica cépia
defeituosa do gene, e para que haja a transformacéo em célula tumoral deve haver a
perda do segundo alelo (hdo mutante) em uma célula somatica. A presenca desse
alelo mutante esta relacionada a instabilidade genomica que predispde os pacientes
a diferentes tumores primarios precoces (NAGY et al., 2004). Alguns dos casos mais
conhecidos de sindromes de cancer hereditario sédo: a sindrome de cancer de mama
e ovario originadas principalmente de mutacdes nos genes BRCA-1 e 2 (LYNCH et
al., 2008); sindrome de polipose hereditaria onde o gene APC é mutado levando a
estimulacdo da proliferacdo, migracdo e a degradacdo do complexo de adesao

celular; a sindrome de Lynch-hereditaria sem polipose que apresentam mutacdes
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envolvendo genes implicados na reparacdo de incompatibilidades (FOULKES,
2008); e o retinoblastoma que é causado por mutacdes no gene RB1 que € um
GST.

Multiplos sistemas controlam e protegem as células de mamiferos contra
efeitos potencialmente nocivos de mutacbes em genes ligados ao processo de
carcinogénese, e somente quando varios desses genes estdo mutados é que um
cancer invasivo consegue se desenvolver (VOGELSTEIN e KINZLER, 2004). Desta
forma, o processo de formacgéo do tumor, também conhecido como carcinogénese, é
bastante complexo e se d4 em trés estagios: a iniciacdo, onde ha um agente
carcinogénico que provoca modificacdes em alguns de seus genes; promogao, na
qual essas células sofrem uma transformacéo lenta e gradual para célula maligna; e
por fim na progressdo ha a multiplicacdo descontrolada das células com perfil
maligno culminando no aparecimento de manifestacfes clinicas da doenca (KUMAR
et al., 2004; SPANDIDOS, 2007). A progressao se da quando alteracdes genéticas
iniciais na célula sdo acompanhadas pelo acumulo de mutacdes adicionais que
confiram uma vantagem complementar de crescimento aos descendentes genéticos
e esses sejam selecionadas durante a expansdo do clone maligno tornando-se
dominantes no interior do tumor (COOPER, 2001), podemos observar o processo de

transformacao na figura 1.
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Figura 1: Processo de transformacéo. Diferentes danos atuam continuamente em células levando a
alteracdes genética e epigenética, aberracfes cromossdmicas e interacdes heterotipicas que passam
por uma selecao clonal evolutiva levando a malignidade e aquisicdo das caracteristicas do cancer.
Fonte: FOUAD, 2017.

As células normais evoluem progressivamente para um estado neoplasico,

adquirindo uma sucessdo de caracteristicas que Ihes permitem tornar-se
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tumorigénicas e, finalmente, malignas. Essas caracteristicas foram inicialmente
descritas por Hanahan e Weinberg em 2000 e revisadas em 2017 por Fouad,
guando foram divididas em sete, assim como mostrado na figura 2. A primeira seria
0 crescimento seletivo e a vantagem proliferativa, que se da pela permissividade do
crescimento obtida através da ativacdo de oncogenes e pela falta de resposta a
inibicdo do crescimento dada pela inativagdo de GST. Uma segunda caracteristica é
a resposta alterada a uma gama de estresses que as células neoplasicas enfrentam,
como hipoxia, escassez de nutrientes e danos ao DNA, a adaptacdo e a alteracéo
da resposta a esses estresses favorecem a sobrevivéncia e propagacao das células
(FOUAD, 2017).
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metabdlica
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imune

Micro-
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: ambiente
seletiva de
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Figura 2: Caracteristicas das células cancerigenas. Fonte: adaptado de FOUAD, 2017.

A vascularizacdo, em especial a angiogénese é outra importante marca; esse
€ 0 processo pelo qual ocorre a brotagdo, divisdo celular, migracdo e montagem de
células endoteliais (ECs) de vasos pré-existentes para irrigar o tumor. A quarta
caracteristica € uma das mais conhecidas e danosas no cancer, é a capacidade de
invadir o tecido circundante e espalhar-se para locais distantes, formando tumores
secundarios, em um processo conhecido como metastase. A metastase representa
cerca de 90% das mortes relacionadas ao céncer (STEEG, 2006) e envolve uma

cascata de eventos, entre eles a invasao da matriz extracelular (MEC), incluindo a
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membrana basal e as células estromais; intravasar a vasculatura tumoral; sobreviver
ao transporte na circulagdo, extravasar no parénquima de oOrgdos distantes;
sobreviver e manipular o novo microambiente para formar micrometastases, que
podem se transformar em macrometastases (MASSAGUE, 2016; VALASTYAN,
2011).

Recaptacdo metabdlica € a quinta marca e fornece uma vantagem seletiva
durante a iniciacdo e a progressédo de tumores (DEBERARDINIS, 2016; CAIRNS,
2016). As alteracdes metabdlicas no cancer que conferem essa vantagem podem
ser resumidas em seis: absorcdo desregulada de glicose e aminoacidos, modos
oportunistas de aquisicdo de nutrientes, utilizacdo de intermediarios do ciclo de
glicolise e &cido tricarboxilico (TCA), aumento da demanda de nitrogénio, alteracbes
na regulacdo de genes orientados por metabdlitos e interacdes metabdlicas com o
microambiente (PAVLOVA e THOMPSON, 2016).

A sexta caracteristica € um microambiente alterado. Os tumores sao
extremamente complexos, a comunicagdo paracrina continua entre células
cancerigenas e o estroma cria um microambiente tumoral rico e dinamico em todos
0s estagios da carcinogénese. Por fim, temos a modulacdo da resposta imune.
Existem trés fases para elimina-la ou modular a doenca, sdo elas a eliminacao, o
equilibrio e a fuga. Na eliminacdo, as respostas imunes inatas e adaptativas
cooperam para erradicar os tumores em desenvolvimento. Depois ha a fase de
equilibrio, onde algumas células podem apresentar mutacdes que dardo origem a
novas variantes mais resistentes a pressao imune. Na fase de fuga alguns clones
conseguem evitar a deteccdo e eliminacao imune através de alteracbes genéticas e
epigenéticas e assim crescer de forma descontrolada (MALLADI, 2016). As células
neoplasicas ainda podem paralisar oS componentes citotoxicos do sistema
imunoldgico através da secrecdo de fatores imunossupressores ou recrutamento de
células inflamatorias imunossupressoras (WELTE, 2016). Assim, a modulacéo
imunoldgica desempenha um papel chave durante a iniciagdo e a progressao do
cancer.

Além desses marcadores, sdo relatados na literatura caracteristicas
morfologicas tipicas de células tumorais, como por exemplo, a mitose atipica,

cromatina abundante, nucleos aberrantes (SIEBER et al., 2003), polimorfismo
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(células diferem em tamanho e numero), aneuploidia (quantidade anormal de
cromossomos), citoplasma geralmente baséfilo e citoesqueleto desorganizado
(JUNQUEIRA et al., 2005).

Modificagbes estruturais no genoma ou epigenéticas resultam em um
crescimento celular acelerado (BRASIL, 2013). Os mecanismos através dos quais 0s
proto-oncogenes sao ativados em oncogenes incluem mutagbes pontuais,
amplificacdo génica, translocacdes cromossdmicas e modificagdes epigenéticas que
permitem a sobre-expressdo de oncoproteinas, levando a uma proliferacdo celular
descontrolada (CROCE, 2008). Essassdao mutacbes de ganho funcional,
pois resultam em propriedades funcionais novas ou alteradas para a proteina
codificada e sdo geneticamente dominantes sobre o segundo alelo normal. Alguns
dos primeiros oncogenes descobertos foram os envolvidos na transmissao de sinais
de proliferacdo celular, como os receptores de fatores de crescimento que se tornam
constitutivamente ativados em células malignas.

Os genes supressores de tumor formam uma familia de genes que atuam
como reguladores do ciclo celular, mantendo a integridade do DNA, a senescéncia
celular e o controle da morte por apoptose. Sua desativacdo ou perda durante a
tumorigénese permite o crescimento maligno de células (VOGELSTEIN e KINZLER,
2004). O gene p53 € um importante GST que é estimulado por estresse celular
como radiacdo ionizante, hipdxia, carcinbgenos e estresse oxidativo. Esse gene
encontra-se mutado em 30-50% dos canceres humanos, seja por mutacdes ou pela
desregulacéo de suas vias associadas. Outro GST bastante conhecido € o RB1 que
suprime o complexo E2F-DP que participa da ativagdo da transcricdo dos genes
exigidos na sintese do DNA. A sua desativacdo causada por mutacdes, comum a
muitos tipos diferentes de tumor, assegura um estimulo continuo para a proliferacéo
celular (ELLISEN, 2015).

Os genes gque codificam enzimas de reparo também s&o importantes no
desenvolvimento do cancer, pois erros introduzidos durante a replicacdo podem
levar a mutacdes no DNA. As enzimas de reparo removem e corrigem essas
mutacdes. A perda dessas enzimas leva a um risco aumentado de danos
permanentes ao DNA e favorece a progresséo tumoral. Como exemplos podem citar

as mutacOes deletérias em BRCA1 ou BRCA2 que codificam enzimas de reparo.
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Perda de fungéo dessa enzima aumenta instabilidade genética nas células afetadas,
levando a carcinogénese (RICHARD, 2016).

As modificacbes epigenéticas sdo alteracdes ndo hereditarias que influenciam
a expressao génica. Dois tipos principais de modificacdes que foram identificados
por terem papel importante no processo de progressao tumoral. Essas envolvem a
metilacdo do DNA e a metilagéo ou acetilacao de histonas (TING, 2006). A metilacao
do DNA ocorre em regides reguladoras dos genes conhecidas como ilhas CpG, que
sdo alvo das enzimas DNA metiltransferases. Nas células normais, essas regides
sdo pouco metiladas, levando a uma expressdo génica ativa. JA em células
cancerigenas, esses genes encontram-se hipermetilados, resultando no
silenciamento de genes supressores de tumores, como o0 CDKN2A e MLH1 (TING,
2006).

Os microRNAs (miRNAs) também desempenham um importante papel na
regulacdo da expressao génica e influenciam no processo de carcinogénese. As
células tumorais apresentam expressao alterada de muitos miRNAs em comparacao
com células normais. Esses sdo pequenas moléculas de RNA nédo codificante com
cerca de 16 a 29 nucleotideos que agem através da capacidade de fazer par com as
moléculas de RNA que codificam proteinas celulares regulando uma ampla
variedade de processos celulares, incluindo proliferacdo, diferenciacdo e
sobrevivéncia de células (WIEMER, 2007) e assim o0s proprios miRNAs
possivelmente atuam como oncogenes ou GST. No caso das leucemias linfociticas
cronicas de células B (LLC-B), por exemplo, ha uma perda na regido cromossémica
13914 e de alguns miRNAs conhecidos como miR-15a e miR-16-1 (CALIN et al.,
2002). Acredita-se que esses MiIRNAs funcionem como inibidores do fator de
sobrevivéncia BCL2 e sejam silenciados na maioria dos casos de LLC-B,
potencializando a sobrevivéncia das células tumorais. Tambem podemos citar a
familia de miRNAs let-7 que pode atuar como supressor tumoral através da inibicéo
do proto-oncogene RAS; a expressao desses miRNAs tem uma correlagao inversa
com a expressao do RAS em cancer de pulméo (JOHNSON, 2005).

Quanto aos miRNAs potencialmente oncogénicos podemos citar o cluster
miR-17-92 que é amplificado em linfomas e acelera a tumorigenicidade por um

processo ainda indefinido, além dos miR-372 e miR-373, que S840 superexpressos
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nos carcinomas testiculares e neutralizam a inibicdo de quinases dependentes de
ciclias (CDKs) mediada pela p53, provavelmente através da inibicdo direta da
expressao do supressor tumoral LATS2 (VOORHOEVE, 2006).

No ano de 2018 foram estimados 18,1 milhdes de novos casos de cancer e
9,6 milhdes de mortes em todo mundo (BRAY, 2018). Devido ao crescente numero
de casos e Obitos, essa doenca se tornou um problema de saude publica,
especialmente entre os paises em desenvolvimento, onde ocorrerdo 80% dos 27
milhdes de casos novos estimados para o planeta em 2025 (WHO, 2007). Esse
impacto nos paises de baixa e média renda se deve a grande incidéncia de
infeccdes causadoras de cancer como a hepatite e o virus do papiloma humano
(HPV), a detecgéo em fase tardia e a falta de acesso ao tratamento (PLUMMER,
2016). Entre os canceres viscerais, 0s mais incidentes no mundo sdo pulméo (2.094
milhdes), mama (2.089 milhdes), colorretal (1,8 milhdes), prostata (1,3 milhdes) e
estomago (1 milhdo) (BRAY, 2018). O impacto econdmico do cancer € significativo e
esta aumentando, em 2010 esse custo foi de aproximadamente 1,16 trilhdo de
délares (STEWART, 2014).

No Brasil, as estimativas indicam a ocorréncia de aproximadamente 600 mil
casos novos de cancer e 190 mil mortes por ano para o biénio 2018-2019.
Excluindo-se o cancer de pele ndo melanoma, que corresponde a 85 mil casos/ano,
os tumores mais frequentes no pais sdo o de prostata (68 mil) em homens e mama
(60 mil) em mulheres (INCA, 2017). A figura 3 apresenta os 5 tumores com maior

incidéncia estimada para 2018/2019, excluindo-se o cancer de pele ndo melanoma.
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Figura 3: Cinco tumores com maior incidéncia estimada para 2018. Fonte: INCA, 2017.



25

Pode-se perceber alteragbes no perfil das enfermidades que acometem a
populacdo, a partir dos anos 60 as doencas infecciosas e parasitarias deixaram de
ser a principal causa de morte, passando a ser as doencas do aparelho circulatorio e
neoplasias malignas. O principal fator para essa mudanca € o envelhecimento da
populacdo, além de a¢Bes de promocao e recuperacdo da saude (INCA, 2015). O
investimento no tratamento e diagnostico da doenca também tem crescido, somente
no ano de 2015, os custos econdmicos diretos do cancer no Brasil (considerando
cirurgia oncoldgica, radioterapia, quimioterapia e iodoterapia) foram de R$ 3.280,25
bilhdes.

Quando se fala de cancer de coldn e reto, estimam-se 17.380 casos novos
em homens e 18.980 em mulheres por ano para o biénio 2018-2019. Esses valores
correspondem a um risco estimado de 16,83 e 17,9 casos novos a cada 100 mil
homens e 100 mil mulheres, respectivamente. Sem considerar os tumores de pele
ndo melanoma, o cancer de colon e reto em homens no Nordeste é de 7,98/100 mil,
sendo o terceiro cancer mais frequente e o segundo em mulheres com 9,52/100 mil
casos (INCA, 2017). Esse tipo de cancer também tem uma relevancia a nivel
mundial uma vez que é a terceira neoplasia maligna mais comumente diagnosticada
e a segunda principal causa de morte por cancer, provocando 881 mil 6bitos em
2018 (BRAY, 2018). E interessante notar que as maiores taxas de incidéncia desse
tipo de neoplasia maligna sdo provenientes de paises da Europa, América do Norte
e Australia que possuem um indice de desenvolvimento humano (IDH) elevado,
sendo uma doenga do “estilo de vida”, mais presente em populagcdes com habito
alimentar rico em consumo de carnes vermelhas e carnes processadas; pouca
ingestao de frutas, legumes e verduras; alta prevaléncia de obesidade e sobrepeso,
inatividade fisica, consumo de alcool e tabagismo (FERLAY et al., 2013).

Entre os principais tratamentos para as neoplasias estdo a cirurgia,
radioterapia, quimioterapia, hormonioterapia (KATZUNG, 2003), terapia de
fotorradiacdo (KUSUZAKI et al., 2007) e imunoterapia (HERR e MORALES, 2008).
Normalmente é realizada uma terapia combinada, onde sdo associados mais de um

tipo de tratamento.
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2.2 VIAS DE SINALIZACAO

As proteina-quinases ativadas por mitbgenos (MAPKs) sdo uma familia de
serina/treonina quinases pertencentes ao grupo das proteinas-quinase juntamente
com as ciclina dependente de quinase (CDK), glicogénio sintase quinase (GSK) e
CDK-Like quinases (HANKS et al., 1988). As vias de sinalizacdo MAPKs séo
altamente conservadas evolutivamente, desde as plantas e leveduras até os
mamiferos (WIDMANN et al., 1999). Os membros da superfamilia MAPK se dividem
de acordo com a similaridade da sequéncia primaria de aminoacidos e modo de
ativagdo. De maneira geral foram identificados trés grupos principais: a familia
cinase regulada por sinal extracelular (ERK 1-8), cinase e N-terminal c-Jun cinase
(JNK 1-3) e p38s (p38a, p38pB, p38y, p38d) (PEARSON et al., 2001; WIN et al.,
2018).

A ativacdo das MAPK necessita de uma dupla fosforilacdo em dois residuos
conservados de treonina (Thr) e tirosina (Tyr) para que haja a ativacdo completa
(CANAGARAJAH et al., 1997; PEARSON et al.,, 2001) e se da através de
uma cascata de sinalizacdo em trés camadas, que consiste em uma MAPK efetora,
uma MAPK ativadora (MEK, MKK ou MAPK quinase) e um ativador MEK (MEK
kinase [MEKK] ou MAPK quinase quinase [MKKK]) (SCHAEFFER e WEBER, 1999).
Estimulos extracelulares (mitdgeno) na membrana celular levam a ativacdo de
pequenas GTPases e varias proteinas quinases que fosforilam e ativam uma MKKK
qgue fosforila diretamente MKK em seu residuo de serina e treonina, que, uma vez
ativada, fosforila MAPK, ativando-a (PEARSON et al., 2001). A capacidade de
MAPKKs especificas reconhecerem e ativarem diferentes MAPKs depende dos
motivos tripeptidicos distintos que existem nos sitios de fosforilacado, ja que Thr e Tyr
sdo separados por um anico aminoacido, contribuindo assim para a especificidade
dos mecanismos moleculares pelos quais cada familia MAPK pode ser ativada. Os
ERKs exibem Thr-Glutamico-Tyr em seu sitio de ativacdo; JNKs apresenta Thr-
Prolina-Tyr; e p38 possui Thr-glicina-Tyr (WIDMANN et al., 1999; PEARSON et al.,
2001).

Uma vez que MAPK encontra-se ativada, interage e fosforila uma variedade

de substratos citoplasmaticos que culminam na modulacéo de fatores de transcricao
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que conduzem a expressdo de genes especificos, desempenhando um papel
essencial na transducgdo de sinal, modulando a transcricdo de genes no nucleo em
resposta a mudancas no ambiente celular, como mostrado na figura 4. Dessa forma,
a sinalizacdo através dessa via é fundamental na regulacdo de varias respostas
biolégicas como a progressao do ciclo celular, resposta ao estresse e metabolismo
(CARGNELLO et al, 2011) podendo atuar tanto de maneira pré-oncogénica
(proliferacéo, transformacdo oncogénica, invasdo e metistase) ou na supressao
tumoral (através da inducdo de senescéncia e ubiquitinizacdo/degradacdo de
proteinas necessarias para a atividade do ciclo celular, sobrevivéncia e apoptose)
(KIM, 2015). Mutagdes causadas pelo cancer levam a desregulacdo dessa via com
consequente aumento da malignidade tumoral. As MAPKs sé&o, portanto, uma via
critica para a sobrevivéncia, disseminacado e resisténcia de células cancerosas (DE
LUCA et al., 2012; BUROTTO et al., 2014).

Sinais fisiolégicos e ambientais
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Figura 4: Ativacdo das MAPKs. Fonte: Adaptado de WANG e XIA, 2012.

— Q)

As neoplasias requerem que as células adquiram as caracteristicas da
tumoregénese (FOUAD, 2017) e a desregulacao de processos celulares (JOHNSON
et al., 1996). Anormalidades na sinalizagcdo MAPK interferem em quase todos esses
processos, e desempenham um papel critico no desenvolvimento e progressao do
cancer (BRADHAM e MCCLAY, 2006). Assim, tém se tentado desenvolver novas
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estratégias terapéuticas que sejam capazes de restaurar a fungcdo MAPK adequada
em células tumorais (SEBOLT-LEOPOLD, 2000; ENGLISH e COBB, 2002).

As guinase JNK, ERK e p38 estdo envolvidas na carcinogénese (KIM, 2015;
LEI, 2014). A familia ERK quinase € ativada principalmente por fatores de
crescimento, como o fator de crescimento epidérmico e age em numerosos alvos
citoplasmaticos e nucleares para promover crescimento e divisdo celular (GAESTEL,
2006). Embora ERK1/2 tenham sido descritos como um fator pré-sobrevivéncia, a
especificidade da ativacdo ou a inibicdo dos efetores downstream determina a
consequéncia de sua ativacdo sobre a sobrevivéncia celular e em algumas
circunstancias podem funcionar de forma pré-apoptética (LU, 2006). Quando
ocorrem estimulos danosos ao DNA a via ERK1/2 é ativada em células priméarias e
varias linhagens celulares sensibilizando-as para a apoptose induzida por esses
danos (TANG, 2002).

A familia JNK quinase é ativada em resposta a citocinas, fatores de
crescimento, patdégenos, farmacos anticancerigenos (cisplatina, adriamicina ou
etopdsido), estresse e citocinas inflamatérias, como o fator de necrose tumoral
(CHEN et al., 1996; JOHNSON et al.,, 1996; ZANKE et al., 1996). Encontra-se
relacionado a transformacdo de oncogenes e vias do fator de
crescimento. Irregularidades na atividade de JNK foram associadas, entre outras
doencas ao cancer (BUBICI, 2014; FEY, 2012; JOHNSON, 2002). Multiplos papéis
das moléculas de sinalizacdo JNK como antiapoptética e proapoptéticas tém sido
relatados. Acredita-se que as varias funcfes da via JNK na apoptose dependem do
tipo de célula, de diferencas de maturacdo ou diferenciacdo, do numero de
passagem e do estado do ciclo celular. Foi mostrado que JNK é necessaria para a
apoptose induzida por agentes quimioterapéuticos (YU et al., 1996; CHEN et al.,
1999; LAURENT e JAFFREZOU, 2001; STADHEIM e KUCERA, 2002). Nas células
neoplasicas, essa via altera a expressdao de genes e estabelece a sensibilidade
celular aos estimulos apoptéticos, possivelmente por promover a entrada no ciclo
celular e aumentar a sensibilidade aos antineoplasicos.

A quinase p38, é ativada em resposta a uma variedade de estimulos
extracelulares, incluindo choque osmaotico, citocinas inflamatérias, lipopolisacarideos

(LPS), anisomicina, luz UV e fatores de crescimento; estd ligada a asma, auto-
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imunidade e inflamagdo (FEY, 2012). E um importante mediador da apoptose
induzida por radiacdo e sua inibicédo reduziu a ativacdo da caspase (MUNSHI, 2013).
Na maioria dos casos, p38 sao ativadas juntamente com JNKs (WERLEN et al.,
2003). Igualmente a via de JNK, o envolvimento do p38 na apoptose é diversificado
pois promove a morte celular (SARKAR et al., 2002; PORRAS et al., 2004) ou
também aumentam a sobrevida (LIU et al., 2001; PARK et al., 2002), crescimento
celular (JURETIC et al., 2001) e diferenciacédo (YOSIMICHI et al., 2001).

As MAPK foram a primeira grande via proto-oncogénica a ser caracterizada
no melanoma com a descoberta da quinase BRAF mutante em quase 50% das
amostras de tumor (JOHNSON, 2015). Além de mutacdes NRAS e NF1 presente em
15-20% dos casos. O primeiro componente da via MAPK é a familia Ras que se liga
ao trifosfato de guanosina (GTP), adotando a conformacdo ativa, permitindo-lhe
fosforilar e ativar a proxima quinase na cascata de sinalizacdo, Raf (que possui trés
isoformas tecido especificas: ARAF, BRAF e CRAF) (KWONG, 2010). Ocorrem
etapas sucessivas de fosforilagdo e ativacdo de quinase que amplifica o sinal
proliferativo, levando de Ras a RAF e MEK e entdo culminando na ativacdo da
quinase efetora ERK. Mutacbes nos varios componentes desta via foram
encontrados em uma variedade de canceres (BUROTTO, 2015). Por exemplo, o
RAS é encontrado mutado em quase um terco dos canceres em humanos (KEYSE,
2008) com maior destaque no cancer colorretal, de pancreas e pulmonar. Enquanto
gue NRAS, uma isoforma de Ras, estd mutada em 15-20% dos melanomas.

Além das MAPK, a proteina p53 também desempenha um importante papel
na carcinogénese pois € um regulador negativo do ciclo celular que direciona a
expressao de uma grande variedade de genes que controlam a resposta celular aos
danos no DNA e a outros estresses celulares. Entre esses genes esta 0 CDKN1A
(p21), que codifica um inibidor de quinases dependente de ciclina, que regula o ciclo
celular (EL-DEIRY, 1993). A ativacdo de p53 provoca uma interrupcéo na fase G1 do
ciclo celular, permitindo que as células fagam o reparo nos danos do DNA antes de
passarem para a fase S e da replicagdo do DNA ou ainda sua ativacao pode resultar
na apoptose quando o dano é irreparavel. Assim, ao haver muta¢des no gene TP53,
o ciclo celular defeituoso ndo sera reparado, podendo levar ao cancer (PRIVES e

HALL, 1999). As diversas funcdes desse gene estdo apresentadas na figura 5.
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Figura 5: p53 e suas fun¢Bes. Fonte: Adaptado de PFLAUM et al., 2014.

A p53 também é um alvo da cascata de p38. Ela € ativada através da via p38
e € um substrato direto para essa MAPK, enquanto que MDM2 (envolvida na
degradacéo de p53) foi identificada como alvo de MK2. A fosforilagdo de MDM2 por
MK2 leva a ativacdo de MDM2 e aumento da degradacéo da p53 (GAESTEL, 2006).
Dessa maneira, compreender a estrutura e as bases moleculares das vias de
sinalizacdo associadas a p53, e como elas apresentam-se desreguladas em
diferentes tipos de canceres € fundamental para o desenvolvimento de estratégias
anticancerigenas direcionadas (JOERGER e FERSHT, 2016).

J& se sabe que as vias da MAPK e p53 podem ser ativadas em resposta a
alguns medicamentos. Por exemplo, a doxorrubicina (DOX), que € um potente
quimioterapico, tém seu efeito citotdxico associado a geracdo de espécies reativas
de oxigénio (ERO), as EROs induzem a ativacdo de vias de sinalizacdo com as
MAPK. Foi mostrado que a DOX desencadeia a ativacdo de ERK, JNK e p38 em
culturas priméarias de hepatécitos de ratos mesmo na auséncia de estresse oxidativo
(NAVARRO, 2006). Também se evidenciou que a ativacdo de ERK2 pela DOX leva
a fosforilacdo de p53 em Thr55, aumentando a atividade de p53 transcricional (YEH,
2001). A cisplatina (CIS) € outro quimioterapico muito utilizado, que ativa a MAP
guinase quinase-quinase ASK1 e a MAPKK SEK1 (ou MKK4) e MKK3/MKK®6, que
por sua vez ativam JNK1/SAPK e p38 antes de ativarem as pro-caspases gque
iniciardo a apoptose em carcinoma de ovario humano (OVCAR-3) e linhagem de rim
embrionaro humano (293T) (CHEN, 1999). Além disso, a fosforilacdo de p53
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induzida pela CIS, o aumento da meia-vida de p53 e a acumulacéo da expresséo de
genes downstream a p53, como p21WAF-1 e MDM2 em células de carcinoma de
ovario (A2780), sdo bloqueadas pela inibicdo de ERK1/2 (PERSONS, 2000). A
ativacdo de ERK aumenta a morte celular induzida por CIS no osteossarcoma e em
linhagens de neuroblastoma (WOESSMANN, 2002) e medeia a parada do ciclo
celular e apoptose em resposta a etopdésido, adriamicina e radiacdo ionizante
mesmo independente de p53 (TANG, 2002). Dessa maneira, € impotante que se
entenda como esses quimioterapicos atuam nessas vias e, baseado nisso,

desenvolver novas terapias mais eficazes.

2.3 COMPLEXOS DE RUTENIO

A quimica de compostos inorganicos oferece uma serie de opcdes para o
desenho de farmacos que ndo seriam possiveis pela quimica organica. Um amplo
namero de coordenacdo e geometrias, os diferentes estados redox disponiveis,
varias propriedades termodindmicas e cinéticas, bem como as propriedades
intrinsecas dos ions metélicos podem resultar em uma variedade de reacées em
sistemas biologicos (URSZULA et al., 2015). Assim, ao longo da histéria, muitos
compostos contendo metais tém sido utilizados para tratar uma ampla variedade de
desordens (CHEN et al.,, 2009) e a cada dia vém ganhando preferéncia como
ferramentas de diagnéstico e agentes anticancerigenos (YAN et al.,, 2005) sendo
uma linha de investigac&o importante e promissora.

A descoberta da citotoxicidade de compostos contendo platina impulsionou o
estudo de complexos de metais de transicdo como possiveis agentes
anticancerigenos, sendo um marco para a quimica inorganica medicinal (BERTINI et
al.,, 1994). Desde entdo o desenvolvimento de compostos com propriedades
antitumorais contendo platina ou outros metais tem sido motivado, tanto pelo
sucesso terapéutico da cisplatina, quanto visando superar limitacbes como a
resisténcia e os graves efeitos colaterais (MOMEKOV e MOMEKOVA, 2006).

Os farmacos classicos baseados em metais possuem ligantes ndo bioativos,
como a cisplatina, enquanto os complexos antitumorais ndo classicos apresentam

ligantes com atividade farmacoldgica, como compostos naturais, nucleosideos,
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aglutinantes de DNA ou inibidores enzimaticos (QIN et al., 2015; MARTINS et al.,
2014). Complexos metalicos que apresentam solubilidade em agua e capacidade de
ligacdo a nucleobases, fragmentos de DNA, aminoacidos, péptidos e proteinas
atualmente recebem atencao especial principalmente devido a sua utilidade clinica,
inclusive no tratamento do cancer (FERNANDEZ, 2010).

O ruténio é capaz de formar complexos com os mais variados ligantes e é
bastante estavel, o que amplia as possibilidades de aplicages bioldgicas. Apresenta
estrutura octaédrica que proporciona a formacédo de ligacdes fortes com o DNA.
Além disso, tém demostrado efeito inibitdério sobre a enzima topoisomerase e
inducdo de espécies reativas de oxigénio (MARKOWSKA et al., 2015; ZENG et al.,
2016). Outra propriedade interessante do ruténio € que este possui uma ampla
variedade de coordenacdes; varios estados de oxidacao (Ru (Il), Ru (lll) e Ru (IV))
em condicdes fisioldgicas; lenta taxa de substituicdo de ligante (LEVINA et al.,
2009); a possibilidade de aplicacdo em terapia fotodinamica e baixa toxicidade
(MALINA, 2001). Os compostos de ruténio (Ill) podem agir como pro-farmacos, ja
gue podem ser reduzidos a derivados de ruténio (II) em tumores solidos, onde ha um
ambiente de hipdxia que funciona como meio redutor. Acredita-se que a atividade
antitumoral deles se deva a reducdo in vivo para espécies de ruténio (ll), mais
reativas. Dentro deste quadro, h4 um interesse crescente por compostos de ruténio
mais estaveis no estado de oxidacdo +2 (HUXHAM et al., 2003; SCOLARO et al.,
2005).

Por ser um metal de transicdo do grupo 8, mesmo grupo quimico do ferro, o
ruténio e o ferro sdo moléculas muito semelhantes, principal motivo para sua baixa
toxicidade e acumulo nas células tumorais, uma vez que o ruténio pode se ligar a
biomoléculas responséaveis pela solubilizacéo, transporte e detoxificacdo do ferro em
mamiferos como a transferrina e albumina. Ja que as células tumorais tém grande
necessidade de ferro, apresentam maior expressao de receptores de transferrina
nas suas superficies, fazendo com que tenham maior absor¢édo e acamulo do ruténio
(ALLARDYCE e DYSON, 2001).

O desenho de farmacos a base de ruténio segue, de modo geral, as seguintes
opcoes: (i) construcdo de complexos com alvos seletivos e especificos; (ii) explorar

0s potencias alvos e mecanismos; (iii) avaliacdo da relacdo estrutura-atividade; (iv)
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explorar pro-farmacos ativados por luz; e (v) explorar o acimulo e ativagdo do
ruténio nos tecidos tumorais usando sistema de entrega de nano-farmacos (ZENG
et. al., 2017). Assim, esses complexos tém sido objeto de grande atenc&o por terem
propriedades antimetastatica e baixa toxicidade.

Diversos agentes baseados em ruténio estdo atualmente em testes clinicos
de fase | ou Il e tém apresentado resultados promissores (LENTZ et al., 2009;
LEIJEN et al., 2015). Entre esses estdo os Ru (Ill) NAMI-A e KP1019 que podem
discriminar as células saudaveis das células cancerosas por caracteristicas como
hipéxia e alto metabolismo celular (BERGAMO e SAVA, 2011). Estes complexos
mostram baixa citotoxicidade e toxicidade, mecanismos de acao alternativos
fornecendo interagBes mais elaboradas e intrincadas com o DNA dupla hélice, ndo
apenas formando ligacBes coordenadas, mas também ligacbes de hidrogénio e
intercalacdo entre pares de bases de DNA (PEACOCK et al.; 2008). Além de
apresentar atividade contra diversos tipos de cancer (AIRD et al., 2002). Outros
complexos como organometélicos de ruténio(ll)-arenos (RM175 e RAPTA) também
tém se mostrado promissores (BERGAMO et al., 2010; WEISS et al., 2015). Apesar
dos estudos e esforgcos realizados, nenhuma droga baseada em ruténio foi
comercializada até o momento.

Estudos de interacdo in vitro com nucleotideos resultaram na ligacao entre
ruténio e DNA, o que ocorre principalmente no N7 da guanina (KUNG et al., 2001).
Os complexos de ruténio podem se ligar ao DNA por meio de ligacdes eletrostaticas,
intercalacfes, ligacdes covalentes e ndo-covalentes (ZHANG et al., 2010).
Resultados interessantes sdo observados também com os complexos de ruténio (I1)
coordenados com N-heterociclicos, uma vez que esses compostos possibilitam
mimetizar moléculas biologicas esséncias para o metabolismo como acidos
nucléicos, proteinas, enzimas e alcaloides; dentre os ligantes N-heterociclicos
destacam-se os ligantes piridinicos e bipiridinicos (KAIM, 2013). A bipiridina é
derivada do acoplamento de dois anéis piridinicos e pode existir na forma de seis
isbmeros, o0 isbmero que mais se destaca € o 2,2 -bipiridina, por ser um ligante
quelante formador de compostos de coordenacédo relativamente estaveis com a
maioria dos ions de metais de transicdo. Sao capazes de estabilizar espécies de alto

e baixo estado de oxidacdo, sendo assim é um dos ligantes mais estudados na
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quimica de coordenacdo, resultando em complexos estaveis. Os ligantes
bipiridinicos sdo excelentes na construcdo de complexos metélicos, de férmula geral
[M(bpy)s] e [M(bpy)2], que vai depender da geometria de coordenacdo preferencial
do centro metélico (LE BOZEC e RENOUARD, 2000; MORENO et al., 2003).

Os analogos de nucleosideos tém sido amplamente utilizados, existem pelo
menos 15 aprovados pelo FDA usados para tratar varios tipos de cancer, que
representam quase 20% dos quimioterapicos. Complexos de metais de transi¢éo
contendo compostos semelhantes a bases do DNA tém sido estudados para
entender como os metais sdo capazes de interagir com o DNA (GARCIA, 2008;
NATH, 2009). Esse tipo de complexo é uma estratégia bastante interessante no
desenho racional de moléculas bioativas pois podem atuar como um “cavalo de
tréia” nas células tumorais, interferindo na replicacdo e transcricdo, uma vez que
essas bases sdo reconhecidas pelas DNA polimerases e usadas na sintese da dupla
fita de DNA (JOHNSON, 1999).

Uma das quatro bases que sédo utilizadas na construcdo da fita de DNA é a
timina (Ti), ela pertencente ao grupo das pirimidinas, bases que apresentam um anel
simples na sua estrutura quimica. Na figura 6, podemos observar a estrutura
molecular de Ti com numeracao de atomos. Essa base pode existir em equilibrio sob
duas formas, a mais estavel, que é a cetbnica e a endlica é menos estavel
(GANGULLI, 1994).
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Figura 6: Estrutura da timina, equilibrio tautomérico e anions (desprotonados a partir de N3 e N1).
Fonte: CORREA et al., 2017.
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A molécula de timina pode ser desprotonada, apresentando espécies
monoanénicas e dianidnicas. Quando o &tomo de N3 é desprotonado, existem duas
possibilidades para formar espécies monoanodnicas (GANGULI, 1994), com carga
negativa localizada no C4-O- ou no grupo C2-O. Gracas a essa versatilidade
estrutural essa base apresenta muitas possibilidades de reagir com ions metalicos
em diferentes modos, o que torna de interesse analisar o potencial citotdxico e
mecanismo de agédo de complexos de ruténio com timina. Recentemente, nosso
grupo de pesquisa sintetizou um complexo de ruténio com timina
[Ru(PPhs)2(Thy)(bipy)]PFs (onde PPh = trifenilfosfino, Thy = timina and bipy = 2,2’-
bipiridina), mostrado na figura 7, que apresentou potente atividade citotoxica e foi
capaz de induzir morte celular por apoptose (CORREA et al., 2017; OLIVEIRA et al.,
2017). Assim, dada a grande importancia das MAPKs e p53 no desenvolvimento do
cancer, bem como o poténcial apresentado pelos complexos de ruténio para serem
novos quimioterdpicos, decidimos estudar o papel das vias de sinalizacdo MAPK e
p53 na apoptose induzida pelo complexo de ruténio com timina.

—‘+

Figura 7: Estrutura quimica do complexo de ruténio(ll)-timina.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Estudar as vias de sinalizagdo envolvidas na apoptose induzida pelo
complexo de ruténio com timina [Ru(PPh3)2(Thy)(bipy)]PFs em células de carcinoma
de coélon humano HCT116 e seu efeito em modelo de xenoenxerto utilizando
camundongos C.B-17 SCID.

3.2 ESPECIFICOS
v' Avaliar o efeito dos inibidores de JNK, p38, ERK1/2 e p53 na apoptose

induzida pelo complexo de ruténio com timina em células HCT116;

v' Quantificar os niveis de phospho-ERK1 (T202/Y204), phospho-JNK2
(T183/Y185), phospho-p38a (T180/Y182), phospho-p53 (S15), MDM2 e
phospho-histona H2AX (S139) em células HCT116 tratadas com CRT,;

v" Avaliar a eficiéncia antitumoral in vivo do complexo de ruténio com timina em

modelo xenografico com células HCT116.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 SINTESE DO COMPLEXO

O complexo de ruténio com timina [Ru(PPhzs)2(Thy)(bipy)]PFe (CRT) foi
sintetizado pelo Dr. Prof. Alzir Azevedo Batista e pelo Dr. Rodrigo de Souza Corréa
no Laboratério de Quimica Inorganica da UFSCAR (Universidade Federal de S&o
Carlos) conforme descrito anteriormente (CORREA et al., 2018). Resumidamente,
dissolveu-se a nucleobase de timina (23 mg; 0,18 mmol) num baldo de Schlenk com
50 mL de uma mistura de diclorometano/metanol (1:1 v/v) contendo trietilamina (10
pL) e KPF6 (0,12 mmol; 15,0 mg). Em seguida, adicionou-se 100 mg (0,12 mmol) do
precursor [RuCl2(PPhs)2(bipy)]. A solucdo foi mantida sob refluxo e atmosfera inerte,
e agitada durante 48 h. A solucao final foi concentrada a 2 mL e adicionou-se 10 mL
de agua para precipitar um pdé laranja. Os sélidos foram removidos por filtracao,
lavados com agua morna, éter dietilico separadamente e secos sob vacuo. O
complexo foi caracterizado por espectroscopia, por analises de espectrometria e
cristalografia de raio X.

4.2 OBTENGCAO E MANUTENCAO DAS CELULAS EM CULTURA

A linhagem de células tumorais HCT116 (carcinoma de co6lon humano) foi
obtida da American Type Culture Collection - ATCC (Rockville, Maryland, U.S.A.). A
linhagem celular foi cultivada em garrafas para cultura de células (75 cm?2, volume de
250 mL) utilizando o meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 10% de soro
bovino fetal e 10 ug/mL de gentamicina. As células foram mantidas em incubadoras
com atmosfera de 5% de CO2 a 37°C. O crescimento celular foi acompanhado
diariamente com auxilio de microscopio 6éptico invertido e a troca do meio de cultivo
ocorreu sempre que o limite de confluéncia das células fosse alcancado, ou
houvesse necessidade de repor nutrientes. Para a manutencao foi utilizada uma
solucdo de tripsina EDTA a 0,25% (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, EUA) para
destacar as ceélulas das garrafas de cultura. Todos o0s experimentos foram

conduzidos com células em fase exponencial de crescimento. A linhagem foi testada
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para micoplasma usando um kit de deteccdo de micoplasma por coloragdo com
Hoechst (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) a fim de evitar o uso de células

contaminadas.

4.3 MARCACAO PARA ANEXINA V / IODETO DE PROPIDIO

O procedimento de deteccdo de apoptose e necrose por Anexina V-
FITC/lodeto de Propidio consiste na ligacdo da anexina V-FITC a fosfatidilserina, na
membrana das células que estdo iniciando o processo de apoptose e a ligacédo do
iodeto de propideo ao DNA das células na morte celular por necrose ou estagios de
apoptose tardia. As células foram plagueadas na concentracéo de 0,7 x 10° cél/mL e
incubadas por 48 horas com a substancia teste. Ap0s os tratamentos, as células
foram centrifugadas e posteriormente lavadas com salina. O sobrenadante foi
descartado e foram adicionados ao precipitado de células 400 puL de tampao de
ligacdo. Em seguida foram acrescentados 5 pL de Anexina V-FITC e 5 pL de iodeto
de propidio. As células foram entédo incubadas em temperatura ambiente por 15 min,
apos esse periodo, foi realizada a aquisicdo dos dados em citbmetro de fluxo. Os
detritos celulares foram omitidos das analises e 10.000 eventos foram analisados
por amostras.

No ensaio de prevencdo da apoptose com inibidores farmacoldgicos, foram
utilizados inibidor de MEK (MAP quinase quinase, MKK) (U-0126; Cayman
Chemical), inibidor de JNK/SAPK (c-Jun N-terminal quinase) (SP 600125; Cayman
Chemical), inibidor de p38 MAPK (PD 169316; Cayman Chemical) e inibidor de p53
(pifitrina-a ciclica; Cayman Chemical). Para avaliacdo da prevencdo da apoptose, as
células foram pré-tratadas 2h antes com 5uM de U-0126, 5uM de SP 600125, 5uM
de PD 169316 ou 10uM de pifitrina-a ciclica, seguida pela incubagéo com o controle
negativo, contole positivo e o complexo por 48h. As células foram entao tripsinizadas

e a metodologia de anexina V/IP foi adotada, conforme descrito acima.
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4.4 ELISA FOSFO-ESPECIFICO

As proteinas alvo fosfo-JNK2 humano (T183/Y185), fosfo-p38a (T180/Y182),
fosfo-ERK1 (T202/Y204), fosfo-p53 (S15), MDMZ2 total e fosfo-histona H2AX (S139)
foram quantificadas no lisado celular utilizando kits de ELISA tipo sanduiche (R & D
Systems, Inc. Minneapolis, MN, EUA). As analises foram realizadas de acordo com
as instrugdes do fabricante. Em resumo, as células foram lisadas em uma solucéo
buffer contendo 100mM de tris, pH 7,4, 150mM de NaCl, 1mM de EGTA, 1mM de
EDTA, 1% de triton X-100 e 0,5% de desoxicolato de sédio mais coquetel inibidor de
fosfatase, coquetel inibidor de protease e PMSF 1mM imediatamente antes de usar
(todos comprados da Sigma-Aldrich Co.). A quantificacdo total de proteinas foi
realizada em cada amostra pelo ensaio de proteinas Pierce (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA) usando BSA como padr&o. Absorbancia a 450nm foi
medida usando o leitor de microplacas SpectraMax 190 (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, EUA).

4.5 IN VIVO

45.1 Animais

Foram utilizados um total de 95 camundongos CB17 SCID (machos e fémeas
entre 20-25g) obtidos e mantidos nas instalacées do IGM-FIOCRUZ. Os animais
ficaram alojados em gaiolas com acesso livre a comida e agua. Todos eles estavam
submetidos a um ciclo de luz-escuro de 12 em 12h e foram tratados de acordo com
0s principios éticos da experimentacdo animal da SBCAL (Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratério). O protocolo experimental foi aprovado pelo

Comité de Etica em Experimentac&o Animal (CEUA) sob o nimero 06/2015.

4.5.2 Ensaio de atividade antitumoral in vivo

Para este ensaio, as células tumorais HCT116 a uma concentracdo de

2x107 células por 500uL foram injetadas subcutaneamente na axila dianteira
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esquerda de camundongos CB17 SCID. O complexo de ruténio com timina foi
dissolvido incialmente em DMSO 5% e administrados nos camundongos por via
intraperitoneal uma vez ao dia durante 15 dias consecutivos. O tratamento foi
iniciado um dia apds a inoculagcdo do tumor. Os camundongos foram divididos,
randomicamente, em 5 grupos: grupos controle negativo (DMSO 0,5%, n=23),
controle positivo (DOX 0,8mg/kg, n=22 e 5-FU 15mg/kg, n=10) e grupos do
tratamento com CRT1 (n=10) e 2mg/kg/dia (n=20). No dia 16, os camundongos
foram anestesiados e amostras de sangue periférico foram coletadas da artéria
braquial para analises hematolégicas. Em seguida foram eutanasiados por
deslocamento cervical para que os tumores fossem excisados e pesados. O efeito
do tratamento foi expresso como a porcentagem de inibigcdo do controle.

4.5.3 Avaliacao toxicologica sistémica

Para avaliar o efeito do complexo sobre o peso dos animais, 0s camundongos
foram pesados no inicio e fim do tratamento. Houve constante monitoramento ao
longo do estudo, quanto ao aparecimento de possiveis anomalias como alteracfes
na motricidade, tremores, tbnus musculares, deambulacdo, miccdo, defecacéo,
piloerecdo, hipotermia, respiragéo, cianose, hiperemia, irritabilidade e morte. Ao
término do tratamento os animais foram sacrificados e os seguintes érgdos foram
coletados: pulmdes, figados, rins e coracdo. Esses O6rgdos foram pesados e
analisados através de observacao de possiveis sinais de lesdes graves ou variacdes
de cor e hemorragia, seguido de fixacdo em solucdo de formol a 10% para obtencéo
de cortes com 3 micrometros que foram corados com hematoxilina e eosina tendo
sua analise histologica realizada por meio de microscopia de luz.

A andlise hematoldgica foi realizada com o equipamento Advia 60 Bayer que
€ capaz de avaliar os seguintes parametros: contagem de leucdcitos, hemacias e
plaquetas; hematoécrito (HCT), hemoglobina (HB), volume corpuscular médio (VCM)

e contagem diferencial de leucdcitos (linfocitos, mondcitos, granuldcitos).
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como media + E.P.M. a partir de pelo menos trés
experimentos independentes realizados em duplicata. A diferenca entre os grupos
experimentais foi avaliada pelo teste ANOVA (analise de variancia) seguida do teste
de Student-Newman-Keuls (P < 0,05). O programa GraphPad Prism 5.01 (Intuitive
Software for Science) foi utilizado para a realizacao de todas as analises.
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5 RESULTADOS

510 COMPLEXO RU (II)-TIMINA CAUSA MORTE CELULAR APOPTOTICA
MEDIADA POR DANO AO DNA ATRAVES DA ATIVACAO DA VIA DE
SINALIZACAO JNK/P38/ERK1/2 INDEPENDENTE DE P53 EM CELULAS
HCT116

A avaliacdo do padrdo de morte celular através da marcagdo com Anexina
V/PI apés pré-tratamento com inibidores farmacolégicos de MEK (U-0126), inibidor
de JNK/SAPK (SP 600125), inibidor de p38 MAPK (PD 169316) e inibidor de p53
(pifitrina-a ciclica), seguido do tratamento com o complexo de ruténio com timina a
4uM por 48h foi realizada para determinar se essas vias estavam ou nao envolvidas
na morte celular induzida pelo complexo.

Através dos dot plots obtidos por citometria de fluxo foi possivel avaliar o
perfil de morte celular com e sem o uso dos inibidores. Observou-se um aumento
significativo de células em apoptose apos incubacdo com CRT (p<0,05), em
comparagcdo com o controle negativo (DMSO 0,1%), indicando que o complexo
provoca morte celular pela via apoptotica. A doxorrubicina, utilizada como controle
positivo, também induziu um aumento significativo da morte célular. Quando pré-
tratamos as células com o inibidor de MKK, conhecido por inibir a ativacdo de
ERK1/2, inibidor de JNK e inibidor de p38 foi possivel notar uma reducéo
significativa da apoptose induzida pelo complexo de ruténio com timina (figura 8A).
Para facilitar a visualizacdo desses resultados, a quantificacdo de células

apoptoticas com e sem o inibidor é mostrada na figura 8B.
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Sem inibidor

Com inibidor de JNK/SAPK

Com inibidor de p38 MAPK

Com inibidor de MEK

Sem inibidor

Com inibidor de JNK/SAPK
Com inibidor de p38 MAPK
Com inibidor de MEK

Figura 8: Efeito do complexo Ru(ll)-timina (CRT) na morte celular de células HCT116 com e sem pré-
tratamento com inibidores de MAPK, determinado por citometria de fluxo utilizando coloragdo com
Anexina V-FITC/PI. (A) Gréficos representativos de citometria de fluxo mostrando a porcentagem de
células viaveis (anexina V-FITC negativa e Pl negativa), apoptose inicial (anexina V-FITC positiva,
mas Pl negativa), apoptose tardia (anexina V-FITC positiva e células Pl positivas) e estagio de
necrose (células Pl positivas, mas anexinas V-FITC negativas). (B) Quantificdo de células HCT116
em apoptose (células positivas para anexina V-FITC). O composto SP600125 foi usado a 5uM como
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inibidor de JNK/SAPK, PD169316 foi usado a 5uM como inibidor de p38 MAPK e U-0126 foi usado a
5 yM como inibidor de MEK. As células foram pré-tratadas por 2h com os inibidores e co-incubadas
com o complexo a 4 uyM por mais 48 h. O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO 0,1%)
usado para diluir o complexo, e doxorrubicina (1 uM) foi usada como controle positivo. Os dados séo
apresentados como as médias + S.E.M. de pelo menos trés experimentos independentes realizados
em duplicata. Foram registrados por amostra pelo menos 1x10* eventos e detritos celulares foram
omitidos da analise. * P <0,05 comparado com o controle negativo por ANOVA, seguido pelo teste de
Student-Newman-Keuls. # P <0,05 comparado com o respectivo tratamento sem inibidor por ANOVA,
seguido do teste de Student-Newman-Keuls.

Nés também quantificamos a expressdes das proteinas MAPK fosforiladas
através de ELISA sanduiche em células HCT116 tratadas com o complexo a 4 yM
ap6s tratamento agudo (15 ou 30 min) e tratamento prolongado (24 h). Foi
observado um aumento significativo nas expressoes fosfo-JNK2 (T183/Y185), fosfo-
p38a (T180/Y182) e fosfo-ERK1 (T202/Y204) nas células HCT116 tratadas com
complexo (figura 9 A, B e C).
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Figura 9: Efeito do complexo Ru(ll)-timina (CRT) na expressdo de fosfo-JNK2 (T183/Y185), fosfo-
p38a (T180/Y182) e fosfo-ERK1 (T202/Y204), determinadas por ELISA fosfo-especifico em células
HCT116. (A) Quantificagcdo da expressdo de fosfo-JNK2 (T183/Y185). (B) Quantificacdo da
expressdo de fosfo-p38a (T180/Y182). (C) Quantificacdo da expressdo de fosfo-ERK1 (T202/Y204).
As células foram tratadas com o complexo a 4uM por um periodo de incubagao agudo (15 ou 30 min)
ou prolongado (24 h). O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO 0,1%) usado para diluir o
complexo, e doxorrubicina (1uM) foi usada como controle positivo. Os dados séo apresentados como
as médias + S.E.M. de pelo menos trés experimentos independentes realizados em duplicata. * P
<0,05 comparado com o controle negativo por ANOVA, seguido pelo teste de Student-Newman-
Keuls.

Os danos ao DNA podem ativar a via das MAPK e ter ligacdo com a
sinalizacao p35, desse modo avaliamos o dano ao DNA através da quantificacao da
fosforilacdo da histona H2AX e a ativagcdo da sinalizacdo p53 medindo fosfo-p53
(S15) (como regulador positivo) e MDM2 (como regulador negativo), em células
HCT116 tratadas com complexo de Ru(ll)-timina a 4uM por 24h. O tratamento com o
complexo aumentou significativamente a expressdo da fosfo-histona H2AX (S139),
mas nao alterou a expressao de fosfo-p53 (S15) e MDM2 (figura 10). Além disso, o
co-tratamento com um inibidor de p53 (pifitrina-a ciclica) ndo alterou de forma
significativa a morte celular induzida por CRT, mas conseguiu reverter parcialmente
a apoptose provocada pela doxorrubicina em células HCT116 (figura 11). Esses
dados indicam que a morte celular apoptotica provocada pelo complexo de ruténio
com timina € mediada por dano ao DNA e induzucdo da ativacdo das vias de
sinalizacdo JNK/p38/ERK1/2 de modo independente de p53.



46

&
A 9
%)
> 2.5
<C
<
< 2.0-
[
S
é E' 1.5
o D
% £ 1.04
o
= 0.5-
=
2 0.0-
@ CTL DOX CRT
5
B b 25
K
8 201 *
>
2315
_l —
SE
(@)]
S £ 10-
o
(T
a 5+
o
o
0 0-
DOX CRT
C 4

Expressao de MDM2 (ng/mL)
N
1

O_

CTL DOX CRT

Figura 10: Efeito do complexo Ru(ll)-timina (CRT) na fosfo-histona H2AX (S139), fosfo-p53 (S15) e
MDM2, conforme determinado por ELISA fosfo-especifico em células HCT116. (A) Quantificacdo da
expressdo de fosfo-histona H2AX (S139). (B) Quantificacdo da expressao de fosfo-p53 (S15). (C)
Quantificacdo da expressdo de MDM2. As células foram tratadas com o complexo a 4 yM por 24 h. O
controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO 0,1%) usado para diluir o complexo, e
doxorrubicina (1uM) foi usada como controle positivo. Os dados sdo apresentados como as médias +
S.E.M. de pelo menos trés experimentos independentes realizados em duplicata. * P <0,05
comparado com o controle negativo por ANOVA, seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls.
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Figura 11: Efeito do inibidor de p53 (pifitrina-a ciclica) na apoptose induzida pelo complexo Ru(ll)-
timina (CRT) em células HCT116, determinado por citometria de fluxo utilizando dupla marcacéo com
Anexina V-FITC/PI. (A) Graficos representativos de citometria de fluxo mostrando a porcentagem de
células viaveis (anexina V-FITC negativa e Pl negativa), apoptose inicial (anexina V-FITC positiva,
mas Pl negativa), apoptose tardia (anexina V-FITC positiva e células Pl positivas) e estagio de
necrose (células Pl positivas, mas anexinas V-FITC negativas). (B) Quantificdo de células HCT116
em apoptose (células positivas para anexina V-FITC). O composto pifitrina-a ciclica foi utilizado a
10uM como inibidor do inibidor p53. As células foram pré-tratadas por 2h com o inibidor e co-
incubadas com o complexo a 4uM por mais 48h. O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO
0,1%) usado para diluir o complexo, e doxorrubicina (1uM) foi usada como controle positivo. Os
dados séo apresentados como médias + S.E.M. de pelo menos trés experiéncias independentes
realizadas em duplicado. Pelo menos 1x10* eventos foram registrados por amostra e os debris
celulares foram omitidos da andlise. * P <0,05 comparado ao controle negativo por ANOVA, seguido
pelo teste de Student-Newman-Keuls. # P <0,05 comparado ao respectivo tratamento sem inibidor de
ANOVA, seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls.
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5.2 RU(I)-TIMINA INIBE O CRESCIMENTO DE CELULAS HCT116 EM MODELO
DE XENOENXERTO

A atividade antitumoral in vivo do complexo de ruténio com timina foi
investigada em camundongos CB-17 SCID inoculados com células HCT116 que
foram submetidos a tratamento com doses de 1 e 2 mg/kg do complexo, por via
intraperitoneal, uma vez por dia durante 15 dias consecutivos.

No 16° dia, o peso médio do tumor dos animais do grupo controle negativo,
tratados com o veiculo utilizado para diluir o composto (DMSO 5%) foi de 0,75 + 0,05
g. Enquanto nos animais tratados com os controles positivos, doxorrubicina 0,8
mg/kg e 5-FU a 15 mg/kg foram de 0,29 + 0,04 e 0,27 £ 0,04 g respectivamente. Os
tumores excisados apos o fim do tratamento com CRT revelaram alteracdes
estatisticamente significantes em seu peso quando comparados com o controle
negativo, sendo de 0,51 + 0,10 g para o CRT 1 mg/kg e de 0,45 £ 0,04 g com o CRT
a 2 mg/kg (figura 12). A porcentagem de inibicdo tumoral em resposta ao complexo
de ruténio com timina foi significativa nas duas doses testadas (1 mg/kg e 2 mg/kg),
sendo de 32,6% e 40% respectivamente. A doxorrubicina apresentou inibicédo
tumoral de 61,8% e o 5-FU teve uma taxa de 62,6% (Figura 12).
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Figura 12. Atividade antitumoral in vivo do Ru(ll)-timina (CRT) em camundongos SCID C.B-17
inoculados com células HCT116. Quantificacdo do peso do tumor (g) e taxas de inibicdo do tumoral
(%). O controle negativo (CTL) foi tratado com DMSO 5%, usado para diluir a substancia testada.
Doxorrubicina (DOX, 0,8 mg/kg/dia) e 5-fluouracil (5-FU, 15 mg/kg) foram usados como controles
positivo. Os dados sdo apresentados como média + E.P.M. de 9 a 23 animais. * P <0,05 em
comparac¢ao com o controle negativo por ANOVA, seguido pelo teste Student Newman-Keuls.
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Na analise histologica todos os tumores foram classificados como
adenocarcinomas pouco diferenciados, com padrdo sélido predominante. Foram
encontradas células malignas exibindo um citoplasma grande e nucleos com
nucléolos proeminentes. Além disso, linfocitos infiltrantes de tumor foram frequentes
em todos os grupos experimentais. No grupo controle (CTL), figuras mit6ticas foram
frequentes. Areas de detritos necréticos foram mais evidentes nos grupos tratados
com o complexo na dose de 2 mg/kg/dia e 5-fluorouracil (figura 13).

CTL DOX

Figura 13. Analise histol6gica representativa dos tumores corados com hematoxilina e eosina e
analisados por microscopia Optica. Os asteriscos representam d&reas com necrose tumoral e
inflamacéo. As setas indicam células em mitose. O controle negativo (CTL) foi tratado com o veiculo
(5% DMSO) usado para diluir o complexo. Doxorrubicina (DOX, 0,8 mg / kg / dia) e 5-fluorouracil (5-
FU, 15 mg / kg / dia) foram utilizados como controlos positivos.
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Para ter uma nocao preliminar da seguranca do composto, parametros
toxicologicos foram avaliados nos camundongos através da observagéo da diferenca
no peso corpéreo dos animais e do peso relativo e morfologia do coracédo, pulmao,
figado e rins. Ao final do tratamento, houve uma reducédo significativa no peso
corpéreo dos grupos tratados com doxorrubicina, 5-FU e CRT 2 mg/kg quando
comparados com o inicio do tratamento. No entanto, ndo foram observadas
alteracdes significativas no peso relativo dos 6rgdos de nenhum dos grupos

avaliados quando comparados com o grupo controle (CTL) (tabela 1).

Tabela 1. Efeito do complexo Ru(ll)-timina (CRT) no corpo e peso relativo dos 6rgdos de
camundongos C.B-17 SCID enxertados com células HCT116.

PARAMETROS SEM TUMOR CTL DOX 5FU CRT CRT
Dose (mg/kg/dia) - - 0.8 15 1 2
Sobrevivéncia 10/10 23/23 14122 9/10 10/10 20020

Peso corporal inicial (g) 2255021 23452023 20101091 2286075 22251063 21051041
Peso corporal final (g) 2262+038 2198+041 1461077 19721057 2120025 1892+0735

Coracéo (g/100 g peso 0,52+0,02 0,57 £ 0,03 060+£0,03 0531004 0,56 £ 0,04 0,60 + 0,02
corporal)

Pulméao (g/100 g peso 0,5+0,03 0,78+ 0,02 092+0,04 0,790,086 077+0,04 0,74+ 0,02
corporal)

Figado (g/100 g peso 452 +0,11 4,46+ 0,11 445+022 4561025 491+0,36 496017
corporal)

Rins (g/100 g peso 1,44 £ 0,03 1,50 £ 0,04 1,59+0,10 1,48 £0,08 1,48 +0,09 1,61 +0,04
corporal)

O grupo sem tumor representa os camundongos C.B-17 SCID sem inoculagdo de tumor ou qualquer
tratamento. O controle negativo (CTL) foi tratado com o veiculo (DMSO 5%) usado para diluir o
complexo. Doxorrubicina (DOX, 0,8 mg/kg/dia) e 5-fluorouracil (5-FU, 15 mg/kg/dia) foram utilizados
como controles positivos. Os dados sao apresentados médias + E.P.M. de 9 a 23 animais. * P <0,05

em comparacdo com o controle negativo por ANOVA, seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls.
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Em relacdo aos parametros hematoldgicos, apenas uma diminuicdo nas

plaguetas ap06s o tratamento com doxorrubicina foi significativa (P <0,05). Os demais

parametros hematolégicos e os animais tratados com o complexo apresentaram

valores similares aos do controle negativo (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito do tratamento sobre paradmetros hematoldgicos
camundongos C.B-17 SCID inoculados com células HCT116.

do sangue periférico de

PARAMETROS SEM CTL DOX 3-FU CRT CRT
TUMOR
Dose - 0.8 15 1 2
Leucdcitos totais 3.09+093 4,44+ 0,97 2961029 592+186 8200097 3,35+0.26
Hematdcrito 4511+£395 49662290 45611412 3476+£120 38271318 49781303
Hemoglobina 1249+061 1408027 12281069 11552015 11902105 13.81+057
Hemacias 8571078 9451051 9121047 7441072 8612070 10.01+037
Plaquetas 1084 £138 1082 +66,73 335612811 1119+9810 134118544 10578624
Volume 5461026 50,50 +£25 B086+148 43332033 43672033 4778+119
corpuscular médio
Contagem diferencial de leucocitos (%)

Granulocitos 13,92 23,04 17,89 21,35 21,36 29,65

Linfécitos 68,68 54,31 63,11 63,20 61,96 46,18

Monocitos 14,67 26,76 17.03 15,45 17,81 24,22

O grupo sem tumor representa os camundongos C.B-17 SCID sem inoculagdo de tumor ou qualquer

tratamento. O controle negativo (CTL) foi tratado com o veiculo (DMSO 5%) usado para diluir o

complexo. Doxorrubicina (DOX, 0,8 mg/kg/dia) e 5-fluorouracil (5-FU, 15 mg/kg/dia) foram utilizados

como controles positivos. Os dados sdo apresentados como médias +. E.P.M. de 7-14 animais. * P

<0,05 comparado com o controle negativo por ANOVA, seguido pelo teste Student-Newman-Keuls.
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Andlises morfolégicas do figado, rins, pulmdes e coracdes foram realizadas
em todos os grupos. Os coragbes dos animais ndo mostraram alteragcbes em
qualquer grupo. Nos pulmdes, a arquitetura do parénquima foi parcialmente mantida
em todos o0s grupos, observando-se espessamento do septo alveolar com
diminuicdo do espago aéreo, variando de areas focais a generalizadas nos tecidos.
Andlises histopatolégicas revelaram inflamacdo predominantemente de células
mononucleares, edema, congestao e hemorragia, variando de leve a grave. Nos
figados, a arquitetura acinar e a veia centrolobular foram preservadas em todos os
grupos. Areas focais de inflamac&o e necrose de coagulacdo foram observadas em
todos os grupos experimentais. Outras descobertas, como 0 congestionamento e
degeneracdo hidrépica também foram encontrados em todos os grupos, variando de
leve a moderada. Nos rins, a arquitetura do tecido estava preservada em todos o0s
grupos experimentais. Alteracdes histopatoldgicas incluiram congestdo vascular e
espessamento da membrana basal do glomérulo renal com diminuicdo do espaco

urinario em todos os rins, variando de leve a moderado.
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6 DISCUSSAO

Devido as suas propriedades bioquimicas Unicas e versateis, 0s complexos a
base de ruténio tém se mostrado candidatos promissores para novas terapias contra
0 cancer como alternativa a cisplatina e seus derivados (ZENG et al., 2017). Isto
porque ainda ha uma busca por medicamentos que oferecam melhor viabilidade e
diferentes mecanismos de acgé&o, afim de superar a resisténcia inerente ou adquirida
a cisplatina, e serem um tratamento ativo para tumores que ndo respondem a
quimioterapia atual (PIZZARRO et al., 2009). Diversos estudos com complexos de
ruténio tém mostrado que esses sao inibidores potentes do crescimento de varias
células cancerigenas, como células de melanoma, ovéario e mama (BETANZOS et
al., 2012; LIDA et al, 2016), tanto in vitro como in vivo. Devido a essas
propriedades, varios desses complexos estdo em estudos clinicos de fase | ou I,
como é o caso do NAMI-A e KP1019, que tém seu provavel mecanismo de acdo
relacionado a reducdo do complexos de ruténio(lll) a Ru(ll) (KUHN et al.; 2015;
LEIJEN et al., 2015). Esses complexos demonstram como os metais de transicéo
podem atuar como um suporte para estruturas interessantes que interrompem a
funcdo normal do DNA e enganam a estratégia de reparo celular, levando a morte
da célula cancerosa (PIZZARRO et al., 2009). Apesar disso, até 0 momento ndo ha
complexos de ruténio sendo utilizado como quimioterdpicos antineoplasicos na
pratica clinica, e os mecanismos que promovem a atividade antineoplasica desses
compostos permanecem expeculativos e inexplorados.

Em trabalhos anteriores do nosso grupo mostramos que o CRT possui
atividade citotoxica promissora em diversas linhagens cancerigenas com indices de
seletividade equivalentes aos controles positivos; além de ser capaz de induzir
apoptose mediada por caspases em linhagens de leucemia promielocitica humana
HL-60 (CORREA et al.,, 2017; OLIVEIRA et al., 2017). Levando esses fatos em
consideracao, decidimos estudar as vias de sinalizagdo envolvidas na apoptose
induzida pelo complexo de ruténio com timina. Para isso utilizamos a linhagem
HCT116 que estava entre uma das mais sensiveis a esse composto. A concentracéo
de CRT testada foi 4 ug/mL, definida de acordo com os valores de Clso nessa

linhagem. Desta maneira, neste trabalho estudamos o papel das vias de sinalizacao
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MAPK e p53 na atividade citotoxica do complexo de ruténio com timina, em células
HCT116, bem como avaliamos a capacidade antitumoral do CRT in vivo.
Demonstramos, pela primeira vez, que o complexo causa danos ao DNA e morte
celular apoptica em células HCT116 por ativagdo da via de sinalizacao
JNK/p38/ERK1/2 de maneira independente de p53 e inibe o crescimento tumoral em
modelo de xenoenxerto. O desenvolvimento de farmacos capazes de provocar
apoptose € de grande interesse ja que a grande maioria antineoplasicos utilizados
na pratica clinica exercem seus efeitos através desta via (BRENES et al., 2007).

Certas proteinas podem ser alvos para complexos de ruténio, especialmente
proteinas quinases, dado que essas enzimas desempenham um papel chave nas
vias metabdlicas associadas a diversos processos celulares, entre eles a
proliferacdo de células cancerosas e morte celular programada (AMAN et al., 2017,
BABAK et al., 2015). A familia MAPK classica é composta por JINK/SAPK (isoformas
JNK-1, JNK-2 e JNK-3), p38 MAPK (isoformas p38a, p383, p38y e p38d) e ERK1/2,
gue sdo conhecidoa por mediar muitos dos processos associados com crescimento,
sobrevivéncia e apoptose. N6s encontramos que, 0 co-tratamento com inibidores
farmacoldgicos dessas MAPKSs, preveni significativamente a apoptose induzida pelo
Ru(ll)-timina, indicando que essa via esta envolvida na morte celular provocada pelo
complexo. Além disso, realizamos a quantificacdo das proteinas alvo JNK2
fosforilada (T183/Y185), p38a (T180/Y182) e ERK1 (T202/Y204) e mostramos que
essas vias tiveram sua expressao significativamente aumentada, confirmando que
elas foram ativadas nas células HCT116 tratadas com CRT.

Quantificou-se a expressdo da histona H2AX fosforilada que € um dos
primeiros eventos em resposta a um dano na dupla fita do DNA. Foi possivel notar
um aumento significativo na expressao da fosfo-histona H2AX (S139), indicando que
este complexo causa dano ao DNA nas células HCT116 tratadas com o complexo.
Corroborando com nossos achados, o acumulo de H2AX fosforilada foi relatado
apos a exposicao a radiagdo ionizante e a agentes quimioterdpicos que produzem
guebras diretas da dupla fita, como etoposideo, doxorrubicina e tirapazamina
(BANATH et al., 2003). Os niveis de H2AX ap0s tratamento com complexos de
ruténio foram significativamente aumentados nas linhagens Du-145 (céncer de

préstata), Vero (cancer de figado) e HT-29 (adenocarcinoma de coldn)
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(VATANSEVER et al., 2018). Além disso, células MCF-7 tratadas com um complexo
de ruténio(lll)-guanidina apresentaram niveis aumentados de y-H2AX (LI et al.,
2017).

De fato, varios agentes que provocam danos ao DNA tém como mecanismo
de apoptose sugerido, o envolvimento da ativacdo de JNK, que por sua vez ativa
mais fatores pro-apoptoticos por fosforilacdo (LIU et al.,, 2005). Por exemplo, o
tratamento de células de carcinoma ascitico de Ehrlich-Lettre EAC com o composto
de ruténio(ll)-areno RAPTA-C resultou no acumulo de fosfo-JNK e seu substrato,
sugerindo que seu efeito € pelo menos parcialmente mediado pela modulacdo da
atividade dessa via (CHATTERJEE et al., 2008). Chen e colaboradores (2018)
também mostraram que um complexo de ruténio(lll) induziu a ativacdo de p38 e
JNK, mas ndo houve ativacdo de ERK em células de carcinoma de pulm&o humano
A549. O KP1019, que é um dos mais estudados compostos contendo ruténio, tém
demonstrado atividade antitumoral contra varios tipos de cancer e apresentou como
um dos mecanismos de acao a inducédo de apoptose, pela ativacado da via MAPK
(SINGH et al., 2014), corroborando com nossos resultados.

A sinalizacdo através de JNK e p38 é ativada por varios estimulos de
estresse, incluindo radiacdo ultravioleta, calor, choque osmatico, espécies reativas
de oxigénio (ERO) e citocinas inflamatérias (PELUSO et al., 2017). Segundo
estudos, p38a parece sensibilizar as células para a apoptose por meio de regulagao
positiva das proteinas pré-apoptéticas e regulacdo negativa das vias de
sobrevivéncia (PORRAS et al., 2004). Foi mostrado que a p38 € ativada pela
doxorrubicina e € importante para causar apoptose em fibroblastos e cardiomiocitos,
no entanto, outros pesquisadores ndo encontraram nenhuma mudanca na atividade
de p38 em células de cancer de mama tratadas com a DOX (GRETHE et al., 2006).
Os nossos resultados encontraram a participacédo da p38 na morte celular provocada
por CRT. Outros trabalhos ainda corroboram a p38 como um importante mediador
da apoptose induzida por radiacdo e mostraram que sua inibicdo reduziu a ativagao
de caspases (PELUSO et al., 2017).

A via ERK ¢é iniciada por estimulos mitogénicos, como fatores de crescimento,
citocinas, estresse metabolico interno, dano ao DNA, concentracdes alteradas de

proteinas e desempenha um papel importante na regulacdo do crescimento e
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diferenciacéo celular (GRETHE et al., 2006). Ha relatatos de que a via ERK possa
ser tanto oncogénica, como ter efeitos supressores de tumor, dependendo do
microambiente tumoral especifico do tecido. Além do local no qual foi ativado, o
efeito final da via ERK é modulado pelo tempo, duracéo e intensidade do seu sinal.
A funcéo normal de ERK também é responsavel pela supressédo tumoral por meio da
inducéo de senescéncia e da ubiquitinizacdo e degradacéo de proteinas necessarias
para a atividade e sobrevida do ciclo celular (BUROTTO et al., 2014). Foi
demostrado que estimulos de dano ao DNA, como etoposideo (ETOP), complexos
de platina, adriamicina (ADR), radiacao ionizante (IR) e ultravioleta (UV) ativam a via
ERK1/2 em linhagens de fibroblastos embrionarios de camundongo (MEF), células
fetais de pulmdo humano (IMR90), fibroblasto embrionario murino (NIH3T3) e em
células de cancer de mama (MCF-7) contribuindo para a apoptose (TANG, 2002;
WEI, 2010).

A ativacdo de ERK também desempenha um papel ativo na mediacdo da
apoptose induzida pela cisplatina em adenocarcinoma de cérvice (HeLa) e em
células de pulmdo humano (A549), pela ativacdo da caspase 3 que inicia o sinal
apoptoéticos (WANG, 2000; TANG, 2002). Neste estudo, demonstramos que o
complexo Ru(ll)-timina causa morte celular apoptética em células HCT116 com
ativacdo de ERK1/2. Corroborando com nossos resultados, a analise da expressao
génica e protéica em células HepG2 tratadas com um complexo de ruténio com
xantoxilina indicou que a via ERK1/2 era importante para apoptose induzida por esse
composto (CARVALHO et al.,, 2018). Além disso, a sinalizacdo induzida pelo
tratamento com doxorrubicina na via MEK/ERK é pré-apoptética, corroborando com
outras investigacbes (GRETHE et al., 2006) e com nossos resultados, que
mostraram ativacdo de MKK, precursor que ativa ERK, quando as células foram
tratadas com a DOX. Esses dados mostram que os efeitos pré ou anti-apoptoticos
das MAPKs séo dependentes do tipo e contexto celular.

O papel da via p53 também foi investigado na apoptose mediada pelo Ru(ll)-
timina uma vez que essa é uma das principais vias que pode ser ativada em
resposta a danos celulares, devido ao seu envolvimento no reparo do DNA, na
parada do ciclo celular e na inducéo de apoptose. Observamos que o pré-tratamento

com o inibidor de p53 ndo preveniu a apoptose induzida pelo complexo nem
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aumentou a expressdo de fosfo-p53 (S15) nas células HCT116, também nao
houveram alteracdes nos niveis de expressdo de MDM2, regulador negativo de p53,
indicando que a apoptose foi ativada por meio de uma via independente de p53. O
fato de a p53 estar inativada em mais de 50% de todos canceres, devido a mutacdes
ou superexpressdo de seus reguladores negativos, leva a resisténcia aos
medicamentos e a falhas terapéuticas j& que a maioria dos antineoplasicos agem
por um mecanismo dependente de p53 (CHOW et al., 2016). A doxorrubicina, por
exemplo, tem seu mecanismo de acdo dependente de p53 (CHOW, 2016), como
mostrado também em nossos resultados, e devido a isso sdo menos eficazes na
inducdo da apoptose em canceres que tém p53 mutante. Portanto, o complexo
Ru(ll)-timina é atraente pelo fato de induzir a morte celular independente do estado
da p53, 0 que pode contornar a resisténcia existente nesses tipos de cancer.

Embora existam relacdes entre a ativacdo de ERK e p53 durante o estresse
induzido por danos ao DNA, a ativacdo de ERK pode induzir apoptose por uma via
dependente ou independente de p53 (TANG et al.,, 2002; SINGH et al., 2007). A
ativacdo de ERK em resposta ao ETOP, por exemplo, foi independente de p53
(TANG, 2002), semelhante a nossos achados. Nossos dados corroboram outros
estudos, com o trabalho relatado por Chow et al. (2016), no qual o Ru (ll)-areno
contendo azopiridina, iminopiridina, cloroquina, fenantrolina e imidazol induzem
citotoxicidade em células H53 do tipo selvagem e p53-nula, indicando uma inducéo
de apoptose independente de p53 por estes compostos. O trabalho de Carvalho e
colaboradores (2018) também n&o encotraram reducéo significativa com o uso de
inibidor da p53 e confirmaram por expressdo génica que o principal gene
responsavel pela ativacdo da via p53 (TP53) estava regulado negativamente em
carcinoma hepatocelular (HepG2) tratadas com o complexo de ruténio com
xantoxilina.

Quanto a capacidade do complexo de ruténio com timina em inibir o
crescimento de células tumorais in vivo, n0s observamos que o complexo foi capaz
de reduzir o peso dos tumores de maneira significativa e teve uma inibigao tumoral
também significativa para ambas as doses testadas (1 e 2 mg/kg) em camundongos
C.B-17 SCID inoculados com células HCT116. Houve uma perda de peso

significativa nos controles positivos e no complexo em maior concentracdo. Esse é
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um efeito colateral bastante comum para os quimioterapicos. Apesar dessa perda de
peso no grupo CRT 2mg/kg, ndo houveram diferencas significantes no peso dos
orgaos. Vale ressaltar também que os animais do controle positivo tiveram 6bitos
durante o tratamento enquanto os tratados com CRT ndo. Os parametros
hematoldgicos analisados ndo apresentaram alteragdes importantes. Esses dados
mostram que, além da atividade antitumoral promissora, o0 CRT apresentou bons
resultados nos testes de toxicidade

Outros complexos de ruténio também apresentaram atividade antitumoral in
vivo em modelos de xenotransplante, como por exemplo o complexo de ruténio com
xantoxilina em células HepG2 (CARVALHO et al., 2018), o complexo de ruténio com
um derivado de fenilterpiridina em células de melanoma humano A375 (DENG et al.,
2017), o complexo de ruténio com ligante imidazol e metilimidazol em carcinoma
pulmonar humano A549 (CHEN et al., 2016 e 2018). Além desses, diversos outros
complexos de ruténio(ll) mostraram efeito antitumoral tanto em células de
osteosarcoma HOS (ZHU et al., 2016), em carcinoma cervical humano HeLa (WANG
et al.,, 2015), como em hepatocarcinoma humano BEL-7402 (WAN et al., 2017).
Esses resultados indicam que os complexos de ruténio, especialmente ruténio(ll),
apresentaram nao apenas boa citotoxicidade, mas também notavel atividade
antitumoral.

O provavel mecanismo de acdo do complexo de ruténio com timina baseia-se
na homologia do ruténio com o ferro, além da sua conjugacdo com a base
nitrogenada timina, que faz com que esse complexo seja importado para o nucleo da
célula, onde é adicionado a dupla fita de DNA no lugar de uma timina comum. A
insercao dessa base que carrega o ruténio ira provocar um dano grave ao DNA e a
partir de entdo as vias que levam a morte celular programada serdo acionadas,
como a ativagcdo das MAPKs JNK, ERK 1/2 e p38, e serdo responsaveis por
fosforilar uma série de substratos que culminardo na apoptose dessas células
tumorais. Estas células tem uma demanda muito maior por ferro e acidos nucleicos
do que as células normais devido a sua taxa de replicacdo aumentada, o que pode
conferir certa seletividade a esse complexo. Porém, ainda sdo necessarios mais
estudos para tentar encontrar outras vias de inducdo de morte celular e melhor

elucidar os mecanismos pelos quais o0 CRT conduz a apoptose.
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7 CONCLUSAO

Nés concluimos neste estudo que o complexo de ruténio(ll)-timina provoca
danos ao DNA que desencadeiam a morte celular por apoptose em células de
carcinoma de célon humano HCT116 através da ativacdo das MAPKs ERK, JNK e
p38 de maneira independente da participacdo de p53. Além disso, esta molécula
reduz o crescimento de células HCT116 em modelo de xenotransplante, indicando
que este € um promissor agente antitumoral e um novo candidato a farmaco

anticancerigeno.
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