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‘A menos que modifiquemos a nossa
maneira de pensar, ndo seremos capazes de
resolver os problemas causados pela forma

como nos acostumamos a ver o mundo”.

(Albert Einstein)
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RESUMO

INTRODUCAO: O céancer é uma doenca multifatorial iniciada por mutacdes
genéticas que causam um descontrole na proliferacdo celular, estas células
cancerosas proliferam em desafio aos controles normais do organismo. Dentre os
tratamentos para essa doenca, a quimioterapia € um dos métodos mais eficazes;
entretanto, os farmacos disponiveis atualmente apresentam limitacdes relacionados
a alta toxicidade e ao desenvolvimento de resisténcia. A piplartina (piperlongumina)
€ uma molécula derivada de plantas que tem recebido intenso interesse devido as
suas caracteristicas anticancerigenas que visam o0 estresse oxidativo. A fim de
potencializar os efeitos citotoxicos em células cancerigenas, tem sido utilizada a
associacdo de compostos naturais com metais de transicdo, como o ruténio.
Recentemente, nosso grupo de pesquisa sintetizou dois novos complexos de ruténio
contendo a piplartina como ligante, os quais aumentaram a expressao de genes das
vias MAPK e p53. OBJETIVO: Assim, o presente trabalho visou estudar o papel
destas vias de sinalizacdo na apoptose induzida por esses complexos, bem como
avaliar sua eficacia in vivo. MATERIAL E METODOS: Para verificar a participacéo
das vias MAPK e p53 na morte celular induzida pelos complexos, foi utilizado o
ensaio de anexina V/PI em células HCT116 pré-tratadas com os inibidores
farmacologicos de JNK (SP 600125), p38 (PD 169316), ERK1/2 (U-0126) e p53
(pifitrina-a ciclica), e a fluorescéncia celular foi quantificada por citometria de fluxo.
Fosfo-JNK2 (T183/Y185), fosfo-ERK1 (T202/Y204), fosfo-p38a (T180/Y182), fosfo-
p53 (S15), MDM2 e fosfo-histona H2AX (S139) foram quantificados pela técnica de
ELISA sanduiche. A citotoxicidade dos complexos foi também avaliada em modelo
3D de esferoides multicelulares de cancer formados a partir de células HCT116. A
atividade antitumoral in vivo foi avaliada em camundongos CB17 SCID
transplantados com células HCT116 e tratados com os complexos na dose de 15
pmol/kg, por via intraperitoneal, uma vez por dia durante 15 dias consecutivos.
RESULTADO: O pré-tratamento com inibidores de JNK, MEK e p38 reduziu a
apoptose induzida pelos complexos, indicando que a apoptose causada pelos
complexos € mediada por essas vias, assim como a apoptose induzida pelos
complexos foi prevenida pelo pré-tratamento com o inibidor de p53, indicando morte
celular apoptotica mediada por uma via dependente de p53. O tratamento com 0s
complexos induziu fosforilagdo de p53 e H2AX apds 24 horas de incubacédo e de
JNK2, ERK1 e p38a apo6s 15 e 30 minutos de incubacéo. Descobrimos, também,
gue ambos os complexos sdo mais potentes do que a piplartina no modelo de
cultura 3D com células HCT116. Os complexos CPR1 e CPR2 apresentaram taxas
de inibicdo do crescimento tumoral in vivo de 35,06% e 29,71 %, respectivamente.
CONCLUSAO: Em conclusdo, os complexos apresentaram maior citotoxicidade do
gue piplartina no modelo 3D e foram capazes de induzir apoptose mediada pela via
MAPK por uma via dependente de p53 em células HCT116, bem como diminuir o
seu crescimento tumoral em modelo de xenotransplante.

Palavras-chave: MAPK, Piplartina, Ruténio, HCT116, Citotoxicidade, Apoptose.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Cancer is a multifactorial disease initiated by genetic mutations
that cause a lack of control in the cell proliferation, these cancer cells proliferate in
defiance of the body's normal controls. Among the treatments for this disease,
chemotherapy is one of the most effective methods; however, currently available
drugs have limitations related to high toxicity and the development of resistance.
Piplartine (piperlongumine) is a plant-derived molecule that has received intense
interest because of its anticancer properties that target oxidative stress. In order to
potentiate cytotoxic effects in cancer cells, the association of natural compounds with
transition metals, such as ruthenium, has been used. Recently, our research group
synthesized two new ruthenium complexes containing piplartine, which increased
gene expression of the MAPK and p53 pathways. OBJECTIVE: Thus, the present
work aims to study the role of these signaling pathways in the apoptosis induced by
these complexes, as well as to evaluate their effectiveness in vivo. MATERIAL AND
METHODS: To verify the role of the MAPKs and p53 pathways in the complexes-
induced cell death, we used the annexin V/PI assay in HCT116 cells pre-treated with
the pharmacological inhibitors of JNK (SP 600125), p38 (PD 169316), ERK1/2 (U-
0126) and p53 (cyclic pifithrin-a), and cell fluorecence was measured by flow
cytometry. Phospho-JNK2 (T183/Y185), phospho-ERK1 (T202/Y204), phospho-p38a
(T180/Y182), phospho-p53 (S15), MDM2 e phospho-histone H2AX (S139) were
measured by sandwich ELISA in cell lysates. The cytotoxicity of the complexes were
evaluated in the 3D model of multicellular cancer spheroids formed from HCT116
cells. In vivo antitumor activity was evaluated in CB17 SCID mice xenografted with
HCT116 cells and treated with the complexes at dose of 15 pumol/kg, by
intraperitoneal route, once a day for 15 consecutive days. . RESULTS: Pre-treatment
with inhibitors of JNK, MEK and p38 reduced the apoptosis caused by the
complexes, indicating that apoptosis is mediated by these pathways. Similarly, the
apoptosis induced by the complexes was prevented by pretreatment with the p53
inhibitor, indicating that the apoptosis is mediated by a p53-dependent pathway.
Treatment with the complexes induced phosphorylation of p53 and H2AX after 24
hours of incubation and JNK2, ERK1 and p38a after 15 and 30 minutes of incubation.
We found that both complexes are more potent than piplartine in the 3D model of
HCT116 cells. The complexes CPR1 and CPR2 showed in vivo tumor growth
inhibition rates of 35.06% and 29.71%, respectively. CONCLUSION: In conclusion,
the complexes presented higher cytotoxicity than piplartine in the 3D model and were
able of inducing MAPK-mediated apoptosis by a p53-dependent pathway, as well as
decreasing its tumor growth in xenograft model.

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

O céancer é uma doenca multifatorial e sua formacdo € um processo
complexo com diversos passos, sendo iniciada por mutacfes genéticas que causam
um descontrole na proliferacdo celular. O que o caracteriza € sua capacidade de
invadir tecidos, pois as células malignas rompem a membrana basal e podem
penetrar cavidades corpéreas, vasos sanguineos e linfaticos, permitindo a
disseminacdo das células malignas pelo corpo, processo denominado metéstase,
desse modo podem surgir outros tumores derivados de um tumor primario
(HANAHAN e WEINBERG, 2000; COTRAN, 2010).

Segundo o INCA, as causas do cancer sao variadas e estdo inter-
relacionadas. Essas causas podem ser externas (relacionadas ao meio ambiente,
hébitos e costumes) ou internas (relacionadas a genética do individuo) com relagéo
ao organismo (INCA, 2017).

O cancer € a segunda principal causa de morte no mundo, o qual causou 8,8
milndes de mortes em 2015 e espera-se que em 2030 a incidéncia mundial seja de
27 milhdes de novos casos. De acordo com o INCA, existem 20 milhdes de pessoas
com cancer no mundo e no Brasil a estimativa é de 600 mil casos novos por ano
para o biénio 2018-2019 (OMS, 2017; INCA, 2017).

Dentre os tratamentos para essa doenca, a quimioterapia € um dos métodos
mais eficazes, entretanto, os farmacos disponiveis atualmente apresentam
limitagbes relacionadas a alta toxicidade e ao desenvolvimento de resisténcia. A
natureza € uma fonte imensuravel de compostos bioativos, seja de origem animal ou
vegetal. Em especial, as plantas sdo as principais fontes de novos medicamentos
anticancer (COTREAU et al., 2000). Uma dessas moléculas derivadas de produtos
naturais é a piplartina (piperlongumina) que € um alcaldide encontrado em algumas
espécies de Piper (Piperaceae) (PARMAR et al.,, 1987). Em estudos anteriores,
realizados pelo nosso e por outros grupos de pesquisa, ela apresentou efeitos
citotoxicos e antitumorais em diversos modelos experimentais (COSTA et al., 2017;
DE CARVALHO et al., 2018; SILVA et al., 2018; OLIVEIRA, et al., 2019). A fim de
potencializar os efeitos citotdxicos em células tumorais, tem sido utilizada a
associacdo de compostos naturais com metais de transicao, incluindo complexos de

platina, tal como cisplatina, carboplatina e oxaliplatina; entretanto, eles tém
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apresentado efeitos colaterais graves, incluindo nefrotoxicidade e neurotoxicidade.
Por outro lado, entre outros complexos de metais de transicdo, o ruténio tem se
apresentado como um anticancerigeno potente e seletivo (ABID et al., 2016).
Consequentemente, varias moléculas organicas estdo sendo usadas como ligantes
para formar complexos com ruténio visando a melhoria de sua atividade citotoxica.
Recentemente, nosso grupo de pesquisa sintetizou dois novos complexos de
ruténio contendo a piplartina como ligante, os quais aumentaram a expressao de
genes das vias MAPK e p53 (COSTA et al., 2017). Assim, o presente trabalho visa
estudar o papel dessas vias de sinalizacdo na apoptose induzida por esses

complexos, bem como avaliar sua eficécia in vivo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

3.1 CANCER

As células cancerigenas apresentam muitos padrées morfolégicos, como
ndcleos aberrantes, cromatina abundante e mitose atipica. A formacdo do cancer é
um processo complexo de multiplos passos e que pode levar varias décadas até que
um tumor primario seja estabelecido. Isso se deve a sustentacdo da sinalizacao
proliferativa, evasdo de supressores de crescimento, resisténcia a morte celular
programada, permitindo a imortalidade replicativa, induzindo a angiogénese e
ativando a invaséo e a metastase, (HANAHAN e WEINBERG, 2000); instabilidade e
mutacdo do genoma, reprogramacdo do metabolismo energético, evasdo da
destruicdo imunolégica e a promocdo da inflamacdo, como mostra a figura 1
(HANAHAN e WEINBERG, 2011). Fouad e Aanei revisaram os trabalhos de
Hanahan e Weinberg e sugeriram que a formacao do cancer se deve ao crescimento
seletivo e vantagem proliferativa, resposta ao estresse alterada favorecendo a
sobrevivéncia global, vascularizagdo, invasdo e metastase, resgate metabdlico,

microambiente de cumplicidade e modulagéo imunologica (FOUAD e AANEI, 2017).

Sinalizacao  Evasaode
proliferativa supressores de

sustentada crescimento
Reprogramacao Q o
do metabolismo T
& £ti * V destruicao imune
nergético
#
Resisténcia a Imortalidade
morte celular replicativa
72,
" Inflamacao
Instabilidade Q@ e
e — 7 promotora de
tumor

genoma

Induzindo Ativando invasao
angiogenese e metastase

Figura 1. Caracteristicas do tumor. Fonte: Adaptado de HANAHAN e WEINGERG, 2011.
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A maioria dos canceres parece originar-se de uma Unica célula que sofreu
uma mutacdo somdtica, mas a progénie destas células deve sofrer outras
mudancas, provavelmente necessitando varias mutacdes adicionais, antes de se
tornarem cancerosas. Este fenbmeno de progressao do tumor reflete a operacéo da
evolugdo por mutacdo e selecdo natural entre células somaticas. A velocidade do
processo é acelerada por agentes mutagénicos (iniciadores tumorais) e certos
agentes nao-mutagénicos (promotores de tumores) que afetam a expressdo do
gene, estimulam a proliferacdo celular e alteram o balanco entres as células
mutantes e ndo-mutantes (ALBERTS et al., 2010).

As causas do céancer sdo variadas, podendo ser externas ou internas com
relacdo ao organismo. Sao consideradas causas externas fatores relacionados ao
meio ambiente, habitos e costumes ou internas, fatores relacionados a genética do
individuo. Essas causas estao inter-relacionadas (INCA, 2017).

As causas externas estdo relacionadas com a quantidade de agentes
cancerigenos que as pessoas sao expostas no dia a dia, o que causa um impacto
significativo nas estatisticas de incidéncia do cancer. Esses agentes sao divididos
em trés classes: fisicos, como as radiacdes ultravioletas e ionizantes; quimicos,
como o amianto, os componentes do fumo de tabaco, as aflatoxinas (contaminantes
dos alimentos) e o arsénio (contaminante da agua); e bioldgicos, como determinados
virus, bactérias e parasitos. O envelhecimento é outro fator importante, pois com o
aumento da idade, provavelmente vdo se acumulando fatores de risco de
determinados tipos de cancer combinados com a perda de eficacia dos mecanismos
de reparo celular. Estima-se que cerca de 80% a 90% dos céanceres estao
associados a fatores ambientais, podemos dizer que o “estilo de vida” € um fator
crucial para o surgimento das neoplasias malignas (INCA, 2009; OMS, 2017).

O cancer é a segunda principal causa de morte no mundo, sendo responsavel
por quase uma em cada seis mortes, causando, em 2015, 8,8 milhGes de mortes
(OMS, 2017). Dados globais apresentados pelo INCA relatam que existem 20
milhdes de pessoas com cancer no mundo, chegando a 190 mil mortes por ano. Em
2025 o impacto do cancer sera de 80% entre os paises em desenvolvimento, ja em
2030, espera-se uma incidéncia mundial de 27 milhGes de novos casos. A estimativa
para o Brasil, no biénio 2018-2019, aponta a ocorréncia de cerca de 600 mil casos

novos de cancer por ano. Os tipos mais frequentes em homens séo os de pele nédo
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melanoma, préstata, pulméo, intestino, estémago e cavidade oral. Nas mulheres, os
canceres de pele ndo melanoma, de mama, intestino, colo do Utero, pulméo e
estdbmago figuraram entre os principais (INCA, 2017).

Ainda segundo o INCA, o cancer colorretal abrange tumores que acometem
um segmento do intestino grosso (o colon) e o reto. Esse tipo de cancer é tratavel e
curavel na maioria dos casos, se for detectado precocemente, sem que tenha se
espalhado para outros 6rgados. A estimativa para 2018 foi de 36.360 novos casos,
sendo 17.380 homens e 18.980 mulheres e o numero de morte por esse tipo de
cancer em 2013 foi de 15.415, sendo 7.387 homens e 8.024 mulheres (figura 2). O
tratamento inicial é a cirurgia, a qual tem por objetivo a retirada da parte do intestino
afetada e os nodulos linfaticos proximos a regido. Em seguida podem ser utilizados
outros tratamentos isolados ou associados a fim de diminuir a reincidéncia do tumor,
como a radioterapia e a quimioterapia. O tratamento vai depender do tamanho,
localizag&o e extensao do tumor (INCA, 2017).

Prostata 68.220 31,7% Homens Mulheres  Mama Feminina 59.700 29,5%
Traqueia, Bronquio e Pulmao 18.740 8,7% Colon e Reto 18.980 9,4%
Colon e Reto 17.380 81% Colo do Utero 16.370 8,1%
Estdmago 13.540 6,3% Traqueia, Bronquio e Pulmao  12.530 6,2%
Cavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040 4,0%
Esdfago 8.240 3,8% Estémago 7.750 3,8%
Bexiga 6.690 31% Corpo do Utero 6.600 3,3%
Laringe 6.390 3,0% Qvdrio 6.150 3,0%
Leucemias 5.940 2,8% Sistema Nervoso Central 5.510 2,7%
Sistema Nervoso Central 5.610 2,7% Leucemias 4.860 2,4%

*Numeros arredondados para maltiplos de 10.
Figura 2. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2018 por

sexo, exceto pele ndo melanoma. Fonte: INCA, 2017.

3.2 VIAS DE SINALIZACAO

As MAPK (proteinas quinases ativadas por mitdégenos) representam uma
familia de quinases serina/treonina e tirosina pertencentes ao grupo CMGC e
regulam diversas atividades celulares relacionadas ao desenvolvimento do cancer,
incluindo proliferacdo, diferenciacdo, apoptose, inflamacdo e imunidade (HANKS,
1988; KIM, 2015). Em particular, JNK (quinase c-Jun N-terminal), ERK (quinase
regulada por sinal extracelular) e p38 sé@o os principais subgrupos envolvidos na

carcinogénese. A via ERK é ativada principalmente por fatores de crescimento,
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como o fator de crescimento epidérmico, enquanto que a sinalizacdo JNK e p38 séo
ativadas por varios estimulos de estresse, incluindo radiacdo ultravioleta, espécies
reativas de oxigénio (ERO) e citocinas inflamatorias, como o fator de necrose
tumoral (TNF-a) e interleucina (IL-1B) (revisado por PELUSO et al., 2017). Na figura
3 podemos observar o desenho esquematico dessas vias.

Fatores de Sinais fisioldgicos e ambientais
crescimento
Citocinas Mitogenos Citocinas
Estresse Estresse

MAPKKK

MAPKKK  MAPKK MAPKKK

MAPKK
MAPKK

Proliferagao Proliferagao Proliferagao
Diferenciacao Diferenciagao Diferenciagao
Apoptose Apoptose Apoptose
Inflamagao Migragao Inflamagao

Resposta aos sinais fisiologicos e ambientais

Figura 3. Diagrama esquemdtico simplificado da via de sinalizacdo MAPK. Adaptado de WANG e
XIA, 2012.

A via MAPK candnica exerce seus efeitos através da fosforilacdo e ativacéo
de proteinas sequenciais em sua cascata de quinase. O primeiro componente da via
MAPK ¢é a familia Ras de pequenas GTPases, que atuam como interruptores 'on' ou
'off quando estimulados por sinais upstream. Fatores externos de crescimento
ativam as proteinas receptoras transmembranas e faz com que Ras se ligue ao
trifosfato de guanosina (GTP), adotando sua conformacgao ativa, e assim, permitindo
fosforilar e ativar a préxima quinase na cascata de sinalizacdo, conhecida como Raf
(uma proteina quinase especifica da serina/treonina). Isto é repetido em etapas
sucessivas de fosforilagdo ativando quinases que amplificam o sinal proliferativo,
essa sucessdao vai de Ras>RAF->MEK culminando na ativagdo da quinase efetora
ERK. ERK atua em inlUmeros obijetivos citoplasméaticos e nucleares para promover o
crescimento e a divisao celular (GAESTEL, 2006; KWONG e CHIN, 2010).

As JNK, também conhecidos como MAPKSs ativados por estresse (KYRIAKIS,
2001), foram inicialmente descobertos pela sua capacidade de fosforilar o proto-
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oncogene c-Jun (TURJANSKI, 2007). As JNKs sé&o codificadas por trés genes,
JNK1, JNK2 e JNK3, que produzem pelo menos 10 subtipos de proteinas (DAVIS,
2000). Os subtipos JNK1/2 sao expressos de forma ubiqua, enquanto os JNK3s séo
restritos principalmente ao testiculo e ao cérebro. As JNKs séo caracterizadas pela
bi-fosforilagdo em um motivo Tre-Gli-Tir localizado em uma regido conhecida como o
laco de ativacdo e sdo ativadas pelas quinases MKK4 e MKK7. Essas proteinas
desempenham papéis importantes na apoptose, proliferacdo, diferenciacdo e
inflamacdo. Além de c-Jun, os alvos adjuvantes incluem varios fatores de
transcricdo, proteinas quinases e a proteina supressora de tumor p53 (BAGLEY,
2010). O mecanismo pelo qual o grupo JNK € ativado por estimulos externos nao e
tdo bem entendido como no caso de ERKs. Seguindo o padréo distinto de ativacéo
de ERK e JNK por receptores celulares, uma descoberta inesperada foi que, como
Ras regula ERKSs, dois membros da familia Rho de GTPases, Racl e Cdc42, iniciam
uma cascata de quinase independente que rege a atividade de JNK (COSO et al.,
1995). Estudos mostram que JNK1 e JNK2 estdo envolvidos na sensibilizacdo a
morte celular induzida por cisplatina apés a inibicdo de p38 MAPK e 0 aumento dos
niveis de ERO mediado pela ativacdo de JNK (PEREIRA et al., 2013).

A p38 MAPK é amplamente expressa em muitos tipos de células, incluindo
células imunes, inflamatérias e endoteliais. Existem quatro subtipos p38 (p38a,
p38B, p38y e p38d), cada um codificado por um gene separado (LEE et al., 1994;
SCHIEVEN, 2005). A p38a MAPK ¢ ativada através da bi-fosforilacdo no motivo Tre-
Gli-Tir, levando ao aumento da producéo de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a
e IL-1B. A ativagdo é alcangada por MAPK quinases especificas, MKK3 e MKK6
(FRESHNEY et al., 1994). Em alguns casos, a p38 também pode ser ativada pelo
MKK4, que é mais conhecida como ativadora da JNK. Uma vez ativadas, as
proteinas p38 podem transladar do citosol para o nucleo, onde eles fosforilam os
residuos de serina/treonina de seus muitos substratos. Além do seu papel nas
respostas ao estresse, a via p38 também desempenha um papel na regulacdo da
apoptose, progressao do ciclo celular, crescimento e diferenciacéo. Isto deve-se, em
parte, a capacidade de uma ampla gama de estimulos extracelulares como fatores
de crescimento (como GMCSFD, fator de crescimento de fibroblastos, fator de
crescimento semelhante a insulina 1, PDGF e fator de crescimento nervoso) e

horménios que ativam essa via. Esses estimulos alimentam esta via ativando
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diferentes MAPKKKSs, incluindo TAK1, ASK1/2, DLK, MEKK4, TAO1/2/3 e MLK2/3
(ZARUBIN e HAN, 2005; KRENS et al., 2006).

A via p53 é altamente conservada na evolucdo e sua funcéo € definida como
um ponto de controle ou revisdo que mantém a integridade genética e protege o
organismo do desenvolvimento do cancer. Embora os componentes da via nuclear
sejam conservados na evolucdo, sua regulagdo fina esta sob intensa presséo
evolutiva, especialmente nos dominios carboxi e amino-terminal de p53, que variam
amplamente na sequéncia entre as espécies, enquanto que o dominio de ligacéo ao
DNA do nucleo é relativamente invariante (BELYI et al.,, 2010). Esses dominios
variaveis interagem com um grande numero de proteinas parceiras que criam uma
rede de sinalizacdo muito complexa, que envolve muitas modificacbes pos-
traducionais (MEEK e ANDERSON, 2009). Esta rede de sinalizacao é distorcida na
maioria dos cénceres, criando potenciais alvos especificos de tumor para terapia
(revisado por WASYLISHEN e LOZANO, 2016).

O p53, também chamado de "guardido do genoma", é ativado em resposta a
sinais de estresse - dano do DNA, ativacdo de oncogenes, estresse ribossémico e
hipoxia - e leva a supresséo de crescimento induzindo a parada do ciclo celular ou
morte celular. A funcdo prevalente do supressor de tumor p53 € o controle da
transcricdo de genes alvos que regulam numerosos processos celulares, incluindo o
ciclo celular e a apoptose (VOGELSTEIN, 2000; HORN e VOUSDEN, 2007; RILEY
et al., 2008; BECKERMAN, 2010). Nas células nédo estressadas, a atividade de p53
€ normalmente mantida em controle pelo seu regulador negativo, Mdm2, uma E3
(ubiquitina ligase), que se liga a p53 e visa a degradacao proteossomica (TOLEDO e
WAHL, 2006).

Existem alguns farmacos descritos que induzem efeitos pro-apoptoticos a
partir da ativacéo das vias MAPK, como por exemplo, a doxorrubicina (DOX), a qual
aumenta a fosforilacdo de p38, JNK1 e JNK2 de maneira dose e tempo
dependentes. Esse trabalho também mostrou que DOX desencadeia a ativacdo de
ERK, JNK e p38 em culturas primarias de hepatdcitos de ratos machos Sprague
Dawley independentemente do dano oxidante (NAVARRO et al.,, 2006). Outro
trabalho investigou o envolvimento da ativacdo da sinalizacdo de ERK como
consequéncia do p53 ndo funcional na sensibilidade das células a doxorrubicina e

descobriu-se que a quimiossensibilidade aumentada de células que ndo possuem
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funcdo p53 é devido a niveis elevados de EGFR que ativa ERK. Além disso, foi
observado que, independentemente do status da p53, a pERK contribui para a morte
celular induzida por doxorrubicina (KUMARI et al., 2017).

3.3 PIPLARTINA

A piplartina (PL) (figura 4), também conhecida como piperlongumina, € um
alcaléide/amida encontrado em algumas espécies de Piper (Piperaceae) (PARMAR
et al., 1987), como a pimenta-longa (Piper longum L. - Piperaceae). Ela é
amplamente utilizada na medicina Ayurveda, que € usada para tratar doencas,
incluindo tumores. Entre as propriedades farmacoldgicas relatadas da piplartina
incluem as atividades: citotdxica, genotéxica, antitumoral, antiangiogénica,
antimetastatica, antiparasitaria, antinociceptiva, ansiolitica, antidepressiva, anti-
ateroscleroética, antidiabética, antibacteriana, antifingica, leishmanicida, tripanocida
e esquistossomicida. Entre elas, a propriedade mais promissora e que tem sido
amplamente investigada € a anticancerigena, onde este composto apresenta
seletividade citotoxica contra células cancerosas por indugdo de estresse oxidativo e
excelente biodisponibilidade oral em camundongos, além de inibir o crescimento
tumoral em camundongos e apresentar uma fraca toxicidade sistémica (revisado por
BEZERRA et al., 2013). Sua estrutura pode ser observada na figura 4.
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Figura 4. Estrutura da piplartina. Fonte: PISKA et al., 2018.

A atividade citotdxica da piplartina em relacédo a diversas linhagens celulares
tumorais foi descrita em muitos estudos. A piplartina é capaz de matar células
cancerosas de varios tipos histoldgicos, incluindo hematoldgicos, célon, melandcitos,
pulmdo, mama, sistema nervoso central (SNC), pancreatico, nasofaringeo, 6sseo,
bexiga, renal e prostata. Também foi observado, utilizando doses na faixa

micromolar, que a piplartina apresentou citotoxicidade seletiva sobre células
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cancerigenas com fraca atividade em células normais (revisado por BEZERRA et al.,
2013).

Os primeiros estudos antitumorais realizados com a piplartina avaliaram as
células de leucemia humana, HL-60 e K-562, demonstrando que a piplartina pode
suprimir o crescimento da leucemia e reduzir a sobrevivéncia celular, provocando a
morte celular por apoptose e/ou necrose dependentes da caspase, foi observado
também uma citotoxicidade fraca em linfocitos normais (PMBC) (BEZERRA et al.,
2007). Em um estudo posterior, realizado com células da linhagem celular V79
(derivada de fibroblastos de hamster chinés), foram demonstrados os efeitos da
piplartina no progresso do ciclo celular, onde a interrupcdo aconteceu em G2/M
seguida de apoptose dependente de mitocondria, sendo observado a condensacéao
de cromatina, fragmentacdo de DNA internucleossomal e perda de potencial de
membrana mitocondrial (BEZERRA et al., 2008b).

Outros estudos também foram realizados para identificar o0 mecanismo de
acao da piplartina. Foram examinados os efeitos antiproliferativos na linhagem de
cancer de prostata humano PC-3, na qual também foi relatada a parada do ciclo
celular na fase G2/M, além da diminuicdo da expressdo de cdc-2 concentragéo-
dependente, que se correlaciona com a parada do ciclo celular da fase G2/M, porém,
a expressdo da ciclina B1, molécula importante para a transicdo G2/M, nao foi
alterada. As alteracdes nos niveis de Bax foram indetectaveis, mas os niveis de bcl-
2, um inibidor da via de intrinseca da apoptose, diminuiram significantemente,
sugerindo que a piplartina induz apoptose através de down-regulation do bcl-2. A
ativacdo da caspase-3 e poli(ADP-ribose) polimerase, proteinas efetoras da
apoptose, também foi encontrada (KONG et al., 2008).

A piplartina suprimiu a progresséo e migracao do tumor através da inibicdo da
expressao de Twist e N-caderina em células tumorais tratadas com este composto
em cultura. O tratamento também foi capaz de perturbar o complexo pl120-
ctnvimentina/N-caderina, que desempenha um papel critico na progressao do tumor,
invasdo e metastase (LEE e MANDINOVA, 2009).

Outro grupo também demonstrou que o tratamento com a piplartina induziu
significantemente a morte celular em células de cancer, mas ndo em células
normais. A morte celular também foi associada a indugdo da expressdo e de

acetilacdo de p53. Surpreendentemente, o tratamento com piplartina matou as



24

células tumorais com p53 WT e mutante. Em adicdo, o tratamento com a piplartina
reduziu a expressao de diversas proteinas de sobrevivéncia celular como Bcl2,
survinina e XIAP; promoveu o0 aumento da expressdao de genes pro-apoptoticos,
como Bim, PUMA e Noxa, enquanto que os genes de sobrevivéncia apresentaram
niveis de mRNA significantemente reduzidos. Também foi encontrada a ativacéo do
gene CDIP (cell death involved p53-target) (revisado por BEZERRA et al., 2013).

Através de uma combinacdo de marcacao isotdpica estavel por aminoacidos
em cultura celular (SILAC) e protedmica quantitativa foram identificados 12 alvos
potenciais para o efeito citotdxico da piplartina que foram conservados em duas
linhagens celulares, EJ (carcinoma da bexiga humana, p53 mutante) e U20S
(osteossarcoma humano, p53 WT), entre eles sete vias estdo envolvidas na
resposta celular ao estresse oxidativo. As proteinas alvo identificadas foram:
glutationa S-transferase pi 1, GSTpl; carbonil redutase 1, CBR1,; glutationa S-
transferase zeta 1, GSTZ1, glutationa S-transferase M3, GSTM3; proteina associada
a diferenciacdo de neuroblastos, AHNAK; pleckstrin homology domain-containing
family M member 1, PLEKHM1,; glioxalase I, GLO1; glutationa S-transferase omega
1, GSTO1; Anexina A5, ANXAD; proteina ribossomal S5, RPS5; vimentina, VIM e
peroxirredoxina 1, PRDX1. Além disso, verificou-se que a piplartina é capaz de
interagir diretamente com o GSTpl, inibir a atividade da glutationa S-transferase,
diminuir os niveis de glutationa reduzida e aumentar os niveis de glutationa oxidada
nas células tumorais. O peroxido de hidrogénio e o 6xido nitrico foram encontrados
entre as espécies reativas de oxigénio induzidas pela piplartina nas células tumorais.
Em contraste com os resultados em células cancerosas, a piplartina ndo provocou
aumento nos niveis de ERO em células normais (revisado por BEZERRA et al.,
2013).

A piplartina também reduziu a viabilidade celular e induziu a apoptose de
forma tempo e concentracdo dependentes. Também foi observada que a sinalizacao
JNK foi ativada durante o tratamento nas células de carcinoma de coléon humano
HCT116 (LI et al., 2015).

Em um estudo mais recente, foram investigados pela primeira vez os efeitos
da piplartina sobre a tubulina e microtubulos. Nesse estudo foram utilizadas células
de céncer de mama (MCF-7), demonstrando que a piplartina é um agente

desestabilizador de tubulina. Este resultado foi confirmado por imunofluorescéncia e
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microscopia confocal, que mostrou que os microtubulos em células MCF-7 foram
despolimerizados quando tratados com piplartina. Também foram sintetizados uma
série de analogos da piplartina para explorar relagdes entre estrutura-atividade, onde
o composto 13 tinha o melhor perfil citotéxico desta série, mostrando efeitos
potentes nas células MCF-7 e sendo relativamente néo tdxico para células epiteliais
de mama nao-tumorigénicas (MCF-10a) (MEEGAN, 2017).

Os modelos de farmacologia e toxicologia em animais portadores de tumores
sdo Uteis para direcionar os ensaios clinicos de um novo farmaco. A atividade
antitumoral in vivo da piplartina foi avaliada pela primeira vez em camundongos
Swiss transplantados com tumor de sarcoma 180, onde a piplartina foi capaz de
inibir o crescimento do tumor a partir da administracdo de 7 doses de 50 ou 100
mg/kg (BEZERRA et al., 2006). Além disso, quando os animais portadores de tumor
foram tratados com piplartina mais 5-FU, a taxa de inibicdo do tumor aumentou
aditivamente (BEZERRA et al.,, 2008a). Nos experimentos acima nao foram
observadas alteracdes significantes nos pesos corporais ou nos pesos dos 0rgaos
dos animais tratados com piplartina. Nos camundongos transplantados com sarcoma
180 e tratados com piplartina foi observado que os parametros renais (niveis de
ureia) e do figado (atividade enzimatica das transaminases: AST e ALT)
permaneceram inalterados. Nas andlises histopatoldgicas, a piplartina ndo teve
efeito no bago ou no figado dos animais tratados, mas teve o rim como alvo
toxicologico (BEZERRA et al., 2006, 2008a).

Em modelos xenograficos, o efeito antitumoral da piplartina foi testado contra
as linhagens tumorais EJ (carcinoma da bexiga humana), MDAMBA436 (carcinoma de
mama humano) e A549 (carcinoma de pulmdo humano), além do melanoma B16-
F10 inoculado em camundongos C57BL/6. Os animais foram tratados por 21 dias
com a dose de piplartina de 1,5 mg/kg/dia. Foram observados efeitos antitumorais. A
taxa de inibicdo foi préxima do controle positivo usado. O tratamento com piplartina
também aumentou a expressdo de CDKN1A, PUMA e caspase 3 em tumores de
células EJ, o que representa o efeito pro-apoptotico da piplartina nos camundongos
portadores do tumor. Além disso, o tratamento com piplartina inibiu a formacéo de
vasos sanguineos em camundongos transplantados com células cancerigenas,
como observado pela reducdo da expressdo de VEGF, sugerindo também uma
atividade antiangiogénica (revisado por BEZERRA et al., 2013).
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Também foi estudado o efeito do tratamento com piplartina em um modelo de
rato transgénico de cancer de mama espontaneo MMTV-PyVT. Foi observada uma
reducdo do desenvolvimento do tumor quando os animais foram tratados com
piplartina (2,4 mg/Kg) por via intraperitoneal durante 13 dias consecutivos. Mais uma
vez, foi encontrada uma inibicdo da formacdo de vasos sanguineos e reducdo da
expressdo de CD31 (também conhecida como molécula de adesdo de células
endoteliais plaquetarias - PECAM-1). Além disso, também foi possivel avaliar o
potencial antimetastatico (revisado por BEZERRA et al., 2013).

A piplartina também foi testada em células de cancer de pulmao (NSCLC) in
vivo e in vitro. A piplartina induziu morte celular apoptotica e suprimiu a atividade de
ligacdo ao DNA de NF-kB concentragcdo-dependente. Em modelo xenogréfico,
suprimiu o seu crescimento tumoral dose-dependente (ZHENG et al., 2016).

Os exames toxicologicos in vivo da piplartina indicam um bom perfil de
seguranca (revisado por BEZERRA et al., 2013; BEZERRA et al., 2008a). Outra
vantagem € a sua alta absorcdo pela via gastro-intestinal. Em camundongos, a
molécula demonstrou biodisponibilidade de 50-76% ap6s a administracdo oral
(revisado por BEZERRA et al., 2013).

A fim de reduzir os mecanismos de resisténcia na quimioterapia clinica de
cancer, medicamentos anticancerigenos sao frequentemente usados em
combinagao. Curiosamente, a piplartina aumentou a citotoxicidade do 5-fluorouracil
(5-FU) em varias linhas celulares (BEZERRA et al., 2008a). Em um trabalho
semelhante, foi investigado o tratamento de piplartina combinada com
diferuloilmetano (curcumina), um agente anti-inflamatério e anticancerigeno. A
combinagdo com diferuloilmetano aumentou a citotoxicidade induzida por piplartina
(JYOTHI et al., 2009).

Em outro estudo, o efeito de reversdo da resisténcia a doxorrubicina pela
piplartina sobre células de leucemia humana K562/A02 e o mecanismo subjacente
foram investigados. Os resultados indicaram que a piplartina promoveu sensibilidade
a doxorrubicina e causou apoptose, acUmulo intracelular de rodamina-123,
atividades de caspase-3 e -8 e expressao de espécies reativas de oxigénio, p53, p27
e p-PTEN. Além disso, suprimiu a expressao da glicoproteina-P, MDR1, MRP1,
survivina e p-Akt, e as atividades transcricionais do NF-kB e twist e interromperam o

ciclo celular na fase G2/M. Os resultados indicam que a piplartina tem o potencial
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para ser utilizada como um agente terapéutico para a leucemia humana (KANG e
YAN, 2015).

Outro estudo teve como objetivo avaliar a citotoxicidade da piplartina e da sua
combinacéo com cisplatina em células de cancer de cabeca e pescoco (HNC) in vitro
e in vivo. A piplartina foi citotdéxica para as células HNC, independentemente do
estado mutacional do p53, e nado foi citotdéxica para as células normais. Nas células
HNC, a piplartina aumentou o acumulo de ERO, induziu morte celular seletiva por
direcionar a resposta de estresse a ERO, levando a inducdo de vias de morte
envolvendo JNK e PARP. A piplartina aumentou a citotoxicidade induzida pela
cisplatina em células HNC de maneira sinérgica in vitro e in vivo (ROH et al., 2015).

Um estudo mais recente apresentou como objetivo o desenvolvimento de um
sistema nanocarrier para co-delivery de paclitaxel e piplartina e investigou o
potencial terapéutico a fim de melhorar a eficacia e reduzir a toxicidade. A piplartina
facilitou a captacdo celular de paclitaxel, e o aumento da citotoxicidade foi
similarmente exibido. A captacdo intracelular de paclitaxel em nanoparticulas
coencapsuladas em relacéo as células HepG2 foi significantemente maior do que a
solucdo livre. Aléem disso, o efeito antitumoral de paclitaxel/piplartina-PTNPs no
modelo de tumor de xenoenxerto com HepG2 sugeriu que as nanoparticulas
mostraram uma maior eficacia antitumoral com toxicidade reduzida para outros
tecidos em comparacdao com paclitaxel livre (LIU et al.,, 2017). Esses trabalhos
demonstraram, entdo, que a piplartina ndo so possui efeito citotéxico, como também

pode aumentar a atividade antitumoral de farmacos quimioterapicos.

3.4 COMPLEXOS METALICOS

Os potenciais terapéuticos dos compostos a base de metais remontam a
antiguidade. Os antigos assirios, egipcios e chineses sabiam da importancia do uso
de compostos a base de metais no tratamento de doencas, como o uso de cinabrio
(sulfeto de mercurio). O advento da “ciéncia tedrica”, pelos filésofos gregos
(Empédocles e Aristételes) no século 5 e 4 a.C., impulsionou o conhecimento de
compostos baseados em metais como agentes terapéuticos (NORN et al., 2008).

O tribxido de arsénio (ATO) foi usado como antisséptico e também no

tratamento de doencas reumaticas, sifilis e psoriase por praticantes da medicina
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tradicional chinesa (AGNEW, 2010). Certamente, o ATO estava entre 0s primeiros
compostos sugeridos para uso no tratamento da leucemia durante os séculos XVIIl e
XIX, até o inicio do século XX, quando seu uso foi substituido por radiacdo e
guimioterapia citotoxica (WAXMAN e ANDERSON, 2001). O uso terapéutico de ouro
e cobre pode ser atribuido a histéria da civilizacdo, onde os egipcios e chineses
eram usuarios famosos no tratamento de certas doencas, como a sifilis (FRICKER,
1996).

Geralmente, os metais sdo componentes essenciais das células (FREZZA et
al., 2010). Eles sao frequentemente encontrados no dominio catalitico das enzimas
e estdo envolvidos em multiplos processos bioldgicos, desde a troca de elétrons até
catélise e papéis estruturais, sendo amplamente utilizados nas atividades celulares
(BRUIININCX e SADLER, 2008). Esses metais incluem o galio, o zinco, o cobalto, a
prata, o vanadio, o estrdncio, o manganés e o cobre, que sdo necessarios em
guantidades vestigiais para desencadear processos cataliticos. Para esse fim, um
equilibrio entre a necessidade celular e a quantidade disponivel no corpo é
importante para o estado fisiolégico normal. Comparativamente, metais, incluindo
niquel, cadmio, cromo e arsénico, podem induzir carcinogénese e, portanto, sédo
menos benéficos para o corpo (MOURINO et al., 2012).

As ricas propriedades fotofisicas e fotoquimicas dos complexos metalicos,
além de sua quimica béasica de coordenacao, tornam eles ideais para uma grande
variedade de aplicacdes biolégicas. Embora a indastria farmacéutica em geral tenha
evitado os produtos farmacéuticos "heavy metal”, com excecéo da cisplatina e seus
derivados, existem de fato oportunidades reais no desenvolvimento de produtos
farmacéuticos de metal de transicdo, dada a sua alta modularidade, facilidade de
sintese em preparo de moléculas de formas e simetrias complexas e a capacidade
de monitorar seu destino dentro da célula usando uma variedade de espectroscopias
(WEIDMANN et al., 2014).

A descoberta da cisplatina por Barnett Rosenberg, em 1960, foi um marco na
historia de compostos a base de metal utilizados no tratamento de cancer (KOPF-
MAIER, 1994). Os medicamentos de platina, como cisplatina, carboplatina e
oxaliplatina, sdo o0s principais suportes dos compostos a base de metal no
tratamento do cancer. Muitos outros compostos a base de metal foram sintetizados

através do redesenho da estrutura quimica existente através da substituicdo do
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ligando ou da construcdo de todo o novo composto com maior seguranca e perfil
citotoxico (NDAGI et al., 2017). A cisplatina e seus analogos foram desenvolvidos
como quimioterapicos "classicos” e destinam-se a interferir na replicacdo e/ou nos
processos mitéticos das células tumorais alcancando poténcia ao danificar células
cancerosas mais do que células saudaveis (WANG e LIPPARD, 2005). Embora esta
abordagem tenha sido frutifera, esses compostos tém causado diversos efeitos
colaterais, como nefrotoxicidade, neurotoxicidade, leucopenia e trombocitopenia,
bem como nauseas, vomitos e perda de cabelo (revisado por DECATRIS, et al.,
2004).

Recentemente, os complexos de ruténio tem sido objeto de grande atencéo
no campo da quimica medicinal devido ao renovado interesse em fornecer uma
alternativa a cisplatina como agentes antitumorais com propriedades
antimetastaticas seletivas e baixa toxicidade sistémica (KOSTOVA, 2006). Os
compostos de ruténio desenvolvidos para este proposito sdo conhecidos por causar
efeitos colaterais menos graves. O ruténio pode formar complexos octaédricos que
dao oportunidade para explorar mais ligandos em comparacdo com complexos de
platina(ll) que apenas formam complexos planares quadrados. Uma das abordagens
para o design do medicamento com ruténio € o desenvolvimento de uma molécula
direta organica de ruténio (RODM). Neste caso, a molécula orgéanica se liga ao local
ativo de uma enzima e o ion de ruténio ligado se liga a residuos proximos da mesma
enzima. A vantagem dessa abordagem é que existe um alvo biolégico conhecido de
um composto do qual estudos enzimolégicos podem ser realizados, como estudos
de taxa de inibicdo enzimética (PAGE, 2012).

Outras abordagens incluem terapia dirigida e abordagem multinuclear. A
capacidade do ruténio para formar arquitetura multinuclear e supramolecular
também foi explorada no planejamento de farmacos. Isso inclui complexos de cluster
de ruténio, intercaladores de DNA de ruténio e compostos de metais misturados com
ruténio e platina (PAGE, 2012). Na terapia direcionada, o ruténio é quimicamente
ligado a um composto organico com alvo biolégico conhecido que direciona o
farmaco para as células, aumentando assim a poténcia do composto. A
peculiaridade do ruténio como um dos complexos metélicos menos téxicos é
atribuida, em parte, & capacidade do complexo Ru(lll) de imitar a proteina sérica de

ligacdo de ferro, reduzindo assim a concentracdo de ruténio no plasma livre e
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aumentando a concentracdo que atinge células cancerigenas em comparacdo com
células saudaveis (ALLARDYCE, 2016).

Na década de 1970, Clarke e colaboradores relataram que os complexos de
pentaaminina-(purina)-ruténio(lll) eram capazes de inibir o DNA e a sintese proteica
em células de carcinoma de nasofaringe in vitro (KELMAN et al.,, 1977), o que
despertou interesse em complexos de ruténio como potenciais farmacos anticancer
(CLARKE, 1980). Durante a década seguinte, Mestroni e colaboradores
desenvolveram complexos Ru(ll) hexacoordenados com dimetilsulfoxido e ligantes
de cloreto, particularmente, cis- e trans-RuClz(dimetilsulfoxido)s, que exibiram
atividade anticancerigena in vitro e in vivo. Os complexos mostraram interagir in vitro
e in vivo com o DNA, seu alvo mais provavel (MESTRONI et al., 1989). Ja na década
de 1990, Keppler e colaboradores (1994) publicaram a sintese e caracterizacao
estrutural do [ImH][trans-RuCls(Im)2], o ICR, o qual apresentou interessantes
propriedades antitumorais em modelos animais. Também nessa década, Sava e
colaboradores publicaram trabalhos sobre as propriedades antitumorais e
antimetastaticas do Na[trans-RuCl4(DMSO)Im], o NAMI (SAVA et al., 1991; 1992;
1994; 1995). Atualmente, existem dois medicamentos anticancer baseados em Ru
em ensaios clinicos fase II: ImH[trans-RuCls(DMSO)Im], o NAMI-A, desenvolvido por
Mestroni, Alessio e colaboradores, e [indH][trans-RuClas(ind)2], o KP1019,
desenvolvido por Keppler e colaboradores, como mostra a figura 5 (revisado por
PIZARRO e SADLE, 2009; ANG et al., 2011).
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Figura 5. Estrutura de KP1019 (A) e NAMI-A (B). Fonte: NDAGI et al., 2017.

Indubitavelmente a interacdo do KP1019 com o DNA é fator importante para
sua acdao citotoxica. Dados experimentais mostram que as lesdes ao DNA, induzidas

pelo KP1019, sao diferentes daquelas promovidas pela cisplatina, uma vez que foi
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observada inibicdo dos mecanismos de reparo do DNA, levando ao aumento da
atividade antiproliferativa do KP1019, o que ndo ocorre para a cisplatina (MALINA, et
al., 2001; ALESSIO, et al., 1997).

O Na[trans-RuCl4(Im)(dmso)] (Im = imidazol), conhecido por NAMI (New Anti-
tumor Metastasis Inhibitor), possui um efeito antimetastatico ndo apresentado pela
cisplatina e seus analogos (SAVA et al., 1999). O NAMI-A é derivado do NAMI pela
substituicdo do contra-ion Na* por ImH*, sendo ambos os primeiros farmacos anti-
cancer de ruténio a entrarem em fase de testes clinicos (SAVA e BERGAMO, 2000;
BERGAMO et al., 2002). O NAMI-A é mais estavel que o NAMI e estes exibem
propriedades farmacologicas similares (SAVA et al.,, 1998). Ambos podem ser
administrados oralmente e sdo ativos contra varios tipos de tumores como
carcinoma pulmonar de Lewis, melanoma B16 e carcinoma mamario MCa (SAVA et
al.,, 1995). Estes complexos apresentam baixa toxicidade, ndo afetando o
crescimento de tumores primarios e nao exibindo citotoxicidade contra células
tumorais in vitro, porém, o NAMI-A € mais ativo contra processos metastéaticos
(FRAUSIN et al., 2005).

No entanto, em contraste com os outros farmacos anticancer baseados em
metal, acredita-se que a atividade antimetastatica do NAMI-A seja devido aos efeitos
combinados no controle da angiogénese (possivelmente porque interfere no
metabolismo do NO in vivo) (MORBIDELLI et al.,, 2003; VACCA et al., 2002) e
propriedades anti-invasivas em relacdo a células tumorais e vasos sanguineos
(BERGAMO et al., 1999).

Os complexos de ruténio possuem outra classe com ligantes arilazopiridil
(azpy), apresentando promissora atividade citotoxica, estruturalmente dependente.
Trés dos cinco possiveis isomeros do [RuClz(azpy):] (a, B e y) tém sido reportados
como potenciais antineoplasicos. Os isdbmeros a e y apresentaram citotoxicidade
maior que o isbmero B (HOTZE, et al., 2004).

Recentemente, foi explorado o potencial dos complexos Ru(ll) (areno) [(h6-
areno)Ru(X)(Y)(Z)] como farmacos antitumorais. Eles possuem estruturas
caracteristicas de “piano-stool” (figura 6, onde X-Y é um ligante quelante neutro e Z
€ monoanibnico). Nestes complexos, o ruténio jA esta em seu estado de oxidagao
mais baixo (2*), o que pode ser importante para a citotoxicidade do farmaco in vivo.

O ligante areno, ligando-se com o eletron doador n® e Tr-aceitador, confere
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estabilidade ao estado de oxidagdo 2*. A presenca de um ligante quelante, X-Y,
parece fornecer estabilidade adicional a toda a estrutura. O ligante Z é o "grupo
abandonador” e permite a ativacdo da molécula: se labil, pode fornecer um local de
coordenacao para biomoléculas. Pequenas variagcdes do areno e das "pernas” do
stool proporcionam versatilidade a molécula e a possibilidade de ajuste fino de suas
propriedades farmacologicas (PIZARRO e SADLE, 2009).
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Figura 6. Estrutura piano-stool. Fonte: PIZARRO e SADLE, 2009.

Estes compostos monofuncionais se coordenam ao N7 da guanina no DNA, o
gue é complementado pela ligacdo intercalativa do areno, assim como por uma
ligacdo de hidrogénio entre os ligantes bidentados e 0 CsO da guanina (CHEN et al.,
2002). Areno-complexos half-sandwich contendo iodo e fenilazopiridina em sua
esfera de coordenacdo mostraram-se inertes quanto a substituicio em solucéo
aguosa, mas apresentaram alta citotoxicidade em células de cancer de ovario e
pulmédo (DOUGAN, et al., 2008).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa sintetizou um complexo de platina
contendo piplartina. O complexo exibiu citotoxicidade mais potente do que a
piplartina em um painel de diferentes células cancerigenas e desencadeou a
apoptose mediada por estresse oxidativo e pela via de sinalizagdo ERK/p38 em
células de leucemia promielocitica aguda humana HL-60 (OLIVEIRA et al., 2019).
Nosso grupo de pesquisa também sintetizou dois novos complexos de ruténio
contendo a piplartina como ligante. Esses complexos apresentaram citotoxicidade
mais potente que a piplartina em diversas linhagens celulares e induziram morte
celular por apoptose mediada por ERO em células de carcinoma de colén humano
HCT116. Também foi observado aumento da expressdo de genes relacionados a via
de sinalizacdo MAPK e p53 em células HCT116 (COSTA et al., 2017). Assim, nesse
trabalho decidimos investigar o papel das vias de sinalizacdo MAPK (INK, p38 e
ERK1/2) e p53 na apoptose induzida por complexos de ruténio com piplartina em
células HCT116.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL
Investigar o papel das vias de sinalizacdo MAPK (IJNK, p38 e ERK1/2) e p53
na apoptose induzida por complexos de ruténio com piplartina em células de

carcinoma de colén humano HCT116.

3.2 ESPECIFICOS

v Avaliar o efeito dos inibidores de JNK (SP 600125), p38 (PD 169316), ERK1/2
(U-0126) e p53 (pifitrina-a ciclica) na apoptose induzida por complexos de
ruténio com piplartina em células HCT116;

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

v' Avaliar a citotoxicidade dos complexos de ruténio com piplartina em células
HCT116 cultivadas em modelo 3D;

v' Avaliar a eficiéncia antitumoral in vivo de complexos de ruténio com piplartina

em modelo de xenotransplante com células HCT116.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO DO COMPOSTO

Os complexos de ruténio [Ru(piplartina)(dppf)(bipy)](PFe)2 (CPR1) e
[Ru(piplartina)(dppb)(bipy)](PFe)2 (CPR2) foram sintetizados conforme descrito
anteriormente (COSTA et al., 2017). A obtencéo e caracterizacdo desses complexos
de ruténio foram realizados pelo prof. Dr. Alzir Azevedo Batista e Dr. Jodo Honorato

de Araujo Neto da Universidade Federal de Sao Carlos.

4.2 OBTENCAO E TRATAMENTO DAS CELULAS

A linhagem HCT116 (carcinoma de c6lon humano) utilizada neste trabalho foi
obtida da American Type Culture Collection - ATCC (Rockville, Maryland, U.S.A.). As
células foram cultivadas em garrafas para cultura de células (75 cm?3, volume de 250
mL) utilizando o meio de cultura RPMI 1640, suplementado com 10% de soro bovino
fetal e 10 pg/mL de gentamicina, e foram mantidas em incubadora com atmosfera de
5% de CO:2 a 37°C e acompanhadas diariamente e subcultivadas a cada 3-4 dias
para manter o crescimento exponencial. As células foram testadas para micoplasma
usando um kit de deteccédo por coloragdo com Hoechst (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, EUA), e estavam isentas de qualquer contaminagao.

Para os ensaios de morte celular, células da linhagem HCT116 (0,7 x 10°
células/mL) foram adicionadas a placas de 24 pocos por um periodo inicial de 24 h
para aderirem. Apés este periodo, as células foram tratadas por 48 horas com CPR1
(2,5 yM) e CPR2 (5,0 uM) (concentracOes estabelecidas previamente com base no
valor de Clso) (COSTA et al., 2017). Doxorrubicina (DOX, 1 uM, pureza = 95%,
hidrocloreto de doxorrubicina, Laboratory IMA S.A.l.C., Buenos Aires, Argentina) e
piplartina (PL, 10 yM, pureza > 98%, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) foram
utilizados como controles positivo e o controle negativo recebeu apenas o veiculo
(0,1% da mistura contendo 70% de sorbitol, 25% de tween 80 e 5% de agua) usado

para solubilizar e diluir as substancias testadas.
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4.3 MARCACAO PARA ANEXINA V/IP

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 0 processo apoptotico e na ligacdo do
iodeto de propidio ao DNA das células no processo tardio de apoptose ou necrose.
As células na concentracdo de 0,7 x 10° células/mL, foram incubadas por 24 e 48
horas com as substancias teste. Apds os tratamentos, as células foram
centrifugadas e posteriormente lavadas com salina. O sobrenadante foi descartado e
ao pellet celular foram adicionados 400 pL de tampao de ligacdo e em seguida
acrescentados 5 pL de Anexina V-FITC e 5 pL de iodeto de propidio. As células
foram entdo incubadas em temperatura ambiente por 15 min, e posteriormente foi
feita a aquisicdo dos dados em citometro de fluxo. Os detritos celulares foram

omitidos das analises e 10.000 eventos foram analisados por amostra.

4.3.1 Ensaio de reversdo com inibidores farmacolégicos

No ensaio de reversdo com inibidores farmacologicos, 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 (cyclic pifithrin-q;
Cayman Chemical) para confirmar o possivel mecanismo de citotoxicidade induzido
pelo tratamento com os complexos. Para avaliacdo da reversdo, as células foram
pré-tratadas 2h antes com 5 yM U-0126, 5 yM SP 600125, 5 yM PD 169316 ou 10
MM pifitrina-a ciclica, seguida pela incubagdo com os controles negativos e positivos
e com os complexos por 48h. As células foram entao tripsinizadas e foram adotadas

as metodologias de anexina V/IP conforme descrito acima.
4.4 QUANTIFICAC}AO DE PROTEINAS ALVO - ELISA FOSFO-ESPECIFICA
JNK2 (T183/Y185), p53 (S15) e histona H2AX (S139) fosforilados e MDM2

foram quantificados em lisados celulares usando kits ELISA tipo sanduiche (R & D
Systems, Inc. Minneapolis, MN, EUA) e a analise foi realizada de acordo com as
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instrucdes do fabricante. As células foram lisadas numa solu¢do tampao contendo
100 mM de tris, pH 7,4, 150 mM de NaCl, 1 mM de EGTA, 1 mM de EDTA, 1% de
triton X-100 e 0,5% de desoxicolato de sédio mais coquetel inibidor de fosfatase,
coquetel inibidor de protease e 1 mM PMSF imediatamente antes do uso (todos da
Sigma-Aldrich Co.). A quantificagéo total de proteina foi realizada em cada amostra
pelo ensaio de Pierce usando BSA como padrdo. A absorbancia a 450 nm foi
medida utilizando o Leitor de Microplacas SpectraMax 190 (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, EUA).

4.5 ATIVIDADE CITOTOXICA DOS COMPLEXOS NO MODELO 3D

As células HCT116 foram cultivadas em esferoides multicelulares 3D. Foram
inseridos 100 uL de uma solugdo de células (0,5 x 10° células/mL) em uma placa de
96 pocos com uma superficie repelente de células (Greiner Bio-One, Kremsmdnster,
Austria) e cultivadas em meio RPMI 1640 completo com 3% de matrigel (BD
Biosciences, San Jose, CA, EUA) a 37°C com 5% de CO2. Os esferoides com
estruturas estaveis e didmetros se formaram apds trés dias. Entdo, os complexos
CPR1 e CPR2 (numa gama de oito concentracdes diferentes variando de 0,19 a 25
pMg/mL) foram dissolvidos em 0,1% de uma solugao contendo 70% de sorbitol, 25%
de tween 80 e 5% de agua e a solucéo foi adicionada a cada po¢o e incubado por
72h. O controle negativo recebeu o veiculo que foi usado para diluir os compostos
testados. Doxorrubicina e piplartina foram utilizados como controles positivo com
concentracfes variando de 0,003 a 5 pg/mL. No final do experimento, as alteracdes
morfologicas foram examinadas por microscopia Optica (Olympus BX41, Toquio,
Japao) usando o software Image-Pro (Media Cybernetics, Inc. Silver Spring, EUA) e
a viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de alamar blue.

O método colorimétrico do alamar blue € utilizado para avaliar a citotoxicidade
dos complexos e determinar o valor de Clso. O alamar blue (resazurina, Sigma-
Aldrich Co., Saint Louis, MO, USA) possui cor azul e nao fluorescente, quando as
células estdo viaveis, por reacdes enzimaticas, reduzem a resazurina a um
composto chamado resofurina, o qual possui cor rosa e fluorescente. Quatro horas
antes do término do periodo de incubacéo, 20 uL da solucéo estoque (0,312 mg/mL)

de alamar blue foi adicionado em cada poco. Os resultados foram mensurados
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usando o espectrofotdbmetro SpectraMax 190 Microplate Reader (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, EUA) nas absorbancias de 570 nm e 600 nm e o efeitos dos

compostos foram quantificados como a porcentagem da absorbancia controle.

4.6 ENSAIO DE ATIVIDADE ANTITUMORAL IN VIVO

4.6.1 Animais

Foram utilizados 41 camundongos CB17 SCID, fémeas, entre 15-20 g,
obtidos e mantidos nas instalacbes do IGM-FIOCRUZ. Os animais ficaram alojados
em gaiolas com livre acesso a comida e agua. Todos os animais foram mantidos sob
um ciclo de luz-escuro de 12:12 h (luzes acesas as 06:00). Os animais foram
tratados de acordo com os principios éticos na experimentacdo animal de SBCAL
(Soceidade Brasileira de ciéncia em animais de laboratério). O Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEUA) aprovou o protocolo experimental (numero
006/2015).

4.6.2 Modelo de xenotransplante

Para este ensaio, as células tumorais HCT116 foram contadas e utilizadas em
uma densidade de 2x107 células por 500 pL e implantadas subcutaneamente na
axila esquerda de camundongos CB17 SCID. Os complexos CPR1 e CPR2 foram
dissolvidos incialmente na solugdo e administrados aos camundongos por via
intraperitoneal uma vez por dia durante 15 dias consecutivos. O tratamento foi
iniciado um dia apds a inoculacdo do tumor. Os camundongos foram divididos em
guatro grupos: grupo 1 — 10 animais tratados com o veiculo, solugcdo 5% (70% de
sorbitol, 25% de tween 80 e 5% de &agua); Grupo 2 — 10 animais tratados com
piplartina (60 pymol/kg); grupo 3 — 10 animais tratados com o CPR1 (15 umol/kg);
grupo 4 — 11 animais tratados com CPR2 (15 pmol/kg). No dia 16, amostras de
sangue periférico dos camundongos foram colhidas para analises hematolégicas.
Em seguida, os animais foram eutanasiados por overdose anestésica e 0os tumores
foram excisados e pesados. O efeito do tratamento foi expresso como a

porcentagem de inibicdo do controle.
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4.6.3 Avaliagéo toxicoldgica sistémica

Os camundongos foram pesados no inicio e no fim do tratamento. Além disso,
os animais foram observados para identificagdo de sinais de anomalias ao longo do
estudo. Os parametros (motricidade, tremores, tdbnus musculares, deambulagéo,
miccdo, defecacdo, piloerecdo, hipotermia, respiracdo, cianose, hiperemia,
irritabilidade e morte) foram observados durante os 15 dias de tratamento. Figados,
rins, coragdes e pulmdes foram retirados, pesados e observados para detectar
quaisquer sinais de lesdes graves ou variacdes de cor e hemorragia. As analises
hematolégicas foram realizadas por microscopia de Iluz. Os parametros
hematoldgicos, incluindo contagem total de eritrocitos e leucécitos, assim como uma
contagem diferencial de leucdcitos, tais como neutréfilos, linfocitos, mondcitos,
eosinofilos e basdfilos, também foram medidos.

Depois de ser fixado em solu¢do de formol a 4%, tumores, figados, rins,
coracfes e pulmbes foram examinados para tamanho ou alteracdes de cor e
hemorragia. Tumores e Orgdos foram entdo cortados em pedagcos pequenos,
incluidos em parafina e os cortes histoldgicos foram corados com hematoxilina e

eosina. As analises histoldgicas foram realizadas sob microscopia de luz.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média + E.P.M. ou valores de Clso e
respectivos intervalos de confianca de 95%, obtidos através de regressao nao linear,
a partir de pelo menos trés experimentos independentes realizados em duplicata. A
diferenca entre os grupos experimentais foi avaliada pelo teste ANOVA (andlise de
variancia) seguida do teste de Student-Newman-Keuls (P < 0,05). O programa
GRAPHPAD PRISM (Intuitive Software for Science) foi utilizado para a realizacéo de
todas as andlises.
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5 RESULTADOS

5.1 EFEITOS DOS INIBIDORES DE JNK, P38 E MEK.

JNK, p38 e MEK sdo membros da superfamilia MAP quinase que induzem a
expressdo de genes imediatos e iniciais em resposta a estresse especifico e sinais
inflamatoérios. Em relacdo ao papel da sinalizagdo MAPK em células HCT116
tratadas com os complexos de ruténio com piplartina, o pré-tratamento com um
inibidor de MEK (U-0126) impediu a apoptose induzida pelos complexos, indicando a
ativacdo da apoptose mediada por ERK1/2 em células HCT116. Do mesmo modo o
pré-tratamento com um inibidor de JNK1-3 (SP 600125) e um inibidor de p38 MAPK
(PD 169316) foram capazes de prevenir a morte por apoptose induzida pelos
complexos, indicando a ativacdo da apoptose mediada por JNK1-3 e p38,
respectivamente (figuras 7 A/B, 8 A/B e 9 A/B).
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Células apoptoticas (%)

CTL DOX PL CPR1 CPR2 CTL DOX PL CPR1 CPR2

- SP 600125

Figura 7. Efeito do inibidor de JNK (SP 600125) na apoptose induzida pelos complexos de ruténio
com piplartina em células HCT116 determinadas por citometria de fluxo usando coloragdo anexina V-
FITC/PI. (A) Dot plots representativos de citometria de fluxo mostrando a porcentagem de células em
estagios de necrose, apoptose tardia, apoptose inicial e viaveis. (B) Quantificacdo de células
apoptéticas (células em apoptose inicial + tardia). As células foram pré-tratadas durante 2 h com 5 yM
de SP 600125 e incubadas com os complexos de ruténio com piplartina nas concentracdes
estabelecidas (2,5 yM para CPR1 e 5 uM para CPR2) por 48 h. O controle negativo (CTL) foi tratado
com o veiculo (0,1% da mistura contendo 70% de sorbitol, 25% de tween 80 e 5% de agua) usado
para solubilizar e diluir as substancias testadas. Doxorrubicina (DOX, 1 uM) e piplartina (PL, 10 uM)
foram usadas como controles positivo. Os valores correspondem a média + E.P.M. de pelo menos
trés experimentos independentes realizados em duplicata. Para a analise em citometria de fluxo,
10.000 eventos foram avaliados por experimento e os detritos celulares foram omitidos da analise. * P
< 0,05 quando comparado com o grupo controle negativo por ANOVA (analise de variancia) seguido
por Student Newman- Keuls. # P < 0,05 em comparacdo com o respectivo tratamento sem inibidor
por ANOVA, seguido do teste Student-Newman-Keuls.
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Células apoptoéticas (%)

CTL DOX PL CPR1 CPR2 CTL DOX PL CPR1 CPR2

- PD 169316

Figura 8. Efeito do inibidor de p38 MAPK (PD 169316) na apoptose induzida pelos complexos de
ruténio com piplartina em células HCT116 determinadas por citometria de fluxo usando coloracéo
anexina V-FITC/PI. (A) Dot plots representativos de citometria de fluxo mostrando a porcentagem de
células em estdgios de necrose, apoptose tardia, apoptose inicial e viaveis. (B) Quantificacdo de
células apoptéticas (células em apoptose inicial + tardia). As células foram pré-tratadas durante 2 h
com 5 uM de PD 169316 e incubadas com os complexos de ruténio com piplartina has concentracdes
estabelecidas (2,5 uM para CPR1 e 5 uM para CPR2) por 48 h. O controle negativo (CTL) foi tratado
com o veiculo (0,1% da mistura contendo 70% de sorbitol, 25% de tween 80 e 5% de agua) usado
para solubilizar e diluir as substancias testadas. Doxorrubicina (DOX, 1 uM) e piplartina (PL, 10 uM)
foram usadas como controles positivo. Os valores correspondem a média + E.P.M. de pelo menos
trés experimentos independentes realizados em duplicata. Para a analise em citometria de fluxo,
10.000 eventos foram avaliados por experimento e os detritos celulares foram omitidos da analise. * P
< 0,05 quando comparado com o grupo controle negativo por ANOVA (andlise de variancia) seguido
por Student Newman-Keuls. # P < 0,05 em compara¢ao com o respectivo tratamento sem inibidor por
ANOVA, seguido do teste Student-Newman-Keuls.
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Figura 9. Efeito do inibidor MEK (U-0126) na apoptose induzida pelos complexos de ruténio com
piplartina em células HCT116 determinadas por citometria de fluxo usando coloragdo anexina V-
FITC/PI. (A) Dot plots representativos de citometria de fluxo mostrando a porcentagem de células em
estagios de necrose, apoptose tardia, apoptose inicial e viaveis. (B) Quantificacdo de células
apoptoticas (células em apoptose inicial + tardia). As células foram pré-tratadas durante 2 h com 5 uM
de U-0126 e incubadas com os complexos de ruténio com piplartina nas concentra¢cfes estabelecidas
(2,5 M para CPR1 e 5 uyM para CPR2) por 48 h. O controle negativo (CTL) foi tratado com o veiculo
(0,1% da mistura contendo 70% de sorbitol, 25% de tween 80 e 5% de agua) usado para solubilizar e
diluir as substancias testadas. Doxorrubicina (DOX, 1 yM) e piplartina (PL, 10 yM) foram usadas
como controles positivo. Os valores correspondem a média + E.P.M. de pelo menos trés
experimentos independentes realizados em duplicata. Para a analise em citometria de fluxo, 10.000
eventos foram avaliados por experimento e os detritos celulares foram omitidos da analise. * P < 0,05
guando comparado com o grupo controle negativo por ANOVA (andlise de variancia) seguido por
Student Newman-Keuls. # P < 0,05 em compara¢do com o respectivo tratamento sem inibidor por
ANOVA, seguido do teste Student-Newman-Keuls.

5.2 EFEITO DO INIBIDOR DE P53

A ativacdo de ERK1/2 esta associada com a ativacdo da via p53, a qual
também ¢é ativada durante o dano do DNA celular. A fim de confirmar essa
associacgdao, foi realizado o pré-tratamento com o inibidor de p53 (pifitrina-a ciclica),
gue impediu a apoptose induzida pelos complexos, indicando a inducdo de morte

celular por apoptose em uma via dependente de p53 (figura 10 A/B).
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Figura 10. Efeito do inibidor de p53 (pifitrina-a ciclica) na apoptose induzida pelos complexos em
células HCT116 determinadas por citometria de fluxo usando coloracéo anexina V-FITC/PI. (A) Dot
plots representativos de citometria de fluxo mostrando a porcentagem de células em estagios de
necrose, apoptose tardia, apoptose inicial e viaveis. (B) Quantificacdo de células apoptoticas (células
em apoptose inicial + tardia). As células foram pré-tratadas durante 2 h com 10 yM de pifitrina-a
ciclica e incubadas com os complexos de ruténio com piplartina nas concentracdes estabelecidas (2,5
UM para CPR1 e 5 uyM para CPR2) por 48 h. O controle negativo (CTL) foi tratado com o veiculo
(0,1% da mistura contendo 70% de sorbitol, 25% de tween 80 e 5% de 4gua) usado para solubilizar e
diluir as substancias testadas. Doxorubicina (DOX, 1 uM) e piplartina (PL, 10 yM) foram usadas como
controles positivo. Os valores correspondem a média + E.P.M. de pelo menos trés experimentos
independentes realizados em duplicata. Para a analise em citometria de fluxo, 10.000 eventos foram
avaliados por experimento e os detritos celulares foram omitidos da andlise. * P < 0,05 quando
comparado com o grupo controle negativo por ANOVA (andlise de variancia) seguido por Student
Newman-Keuls. # P < 0,05 em comparagdo com o0 respectivo tratamento sem inibidor por ANOVA,
seguido do teste Student-Newman-Keuls.

5.3 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS ALVO

Conforme observado acima, o pré-tratamento com os inibidores MEK (U-
0126), JNK1-3 (SP 600125), p38 MAPK (PD 169316) e p53 (pifitrina-a ciclica) foram
capazes de prevenir a morte por apoptose induzida pelos complexos CPR1 e CPR2
indicando que os mesmos ativam a apoptose mediada por MAPK (INK, p38 e ERK)
e p53. Portanto, decidimos confirmar a participacdo dessas vias na apoptose
induzida pelos complexos em células HCT116 através das avaliagfes das alteracdes
no estado de fosforilacdo das proteinas fosfo-JNK2 (T183/Y185), fosfo-p38a
(T180/Y182), fosfo-ERK1 (T202/Y204), fosfo-p53 (S15), MDM2 e fosfo-histona H2AX
(S139) pela técnica de ELISA, apds incubagdo aguda (15 e 30 min) e prolongada (24
h). O tratamento com CPR1 e CPR2 induziu fosforilacdo de JNK2 (figura 11), p38a
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(figura 12) e ERK1 (figura 13) apds 15 e 30 minutos de incubag&o, mas nao induziu
apos o periodo de 24h. J4 em relacdo a p53 (figura 14A) e H2AX (figura 15) o
tratamento com CPR1 e CPR2 induziu fosforilagdo apds 24 horas de incubacdo. N&o
foi observado alteracdo na quantificacdo do regulador negativo do p53, MDM2
(figura 14B).
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Figura 11. Quantificacdo dos niveis de fosfo-JNK2 (T183/Y185). As células foram tratadas durante 15
min, 30 min e 24 h com os complexos de ruténio com piplartina nas concentracdes estabelecidas (2,5
MM para CPR1 e 5 pM para CPR2). O controle negativo (CTL) foi tratado com o veiculo (0,1% da
mistura contendo 70% de sorbitol, 25% de tween 80 e 5% de agua) usado para solubilizar e diluir as
substancias testadas. Doxorubicina (DOX, 1 pM) e piplartina (PL, 10 pM) foram usadas como
controles positivo. Os valores correspondem a média + E.P.M. de pelo menos trés experimentos
independentes realizados em duplicata. * P < 0,05 quando comparado com o grupo controle negativo
por ANOVA (analise de variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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Figura 12. Quantificacdo dos niveis de fosfo-p38a (T180/Y182). As células foram tratadas durante 15
min, 30 min e 24 h com os complexos de ruténio com piplartina nas concentracdes estabelecidas (2,5
MM para CPR1 e 5 pM para CPR2). O controle negativo (CTL) foi tratado com o veiculo (0,1% da
mistura contendo 70% de sorbitol, 25% de tween 80 e 5% de agua) usado para solubilizar e diluir as
substancias testadas. Doxorubicina (DOX, 1 pM) e piplartina (PL, 10 pM) foram usadas como
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controles positivo. Os valores correspondem a média + E.P.M. de pelo menos trés experimentos
independentes realizados em duplicata. * P < 0,05 quando comparado com o grupo controle negativo
por ANOVA (analise de variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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Figura 13. Quantificacdo dos niveis de fosfo-ERK1 (T202/Y204). As células foram tratadas durante
15 min, 30 min e 24 h com os complexos de ruténio com piplartina nas concentracdes estabelecidas
(2,5 pyM para CPR1 e 5 uM para CPR2). O controle negativo (CTL) foi tratado com o veiculo (0,1% da
mistura contendo 70% de sorbitol, 25% de tween 80 e 5% de agua) usado para solubilizar e diluir as
substancias testadas. Doxorubicina (DOX, 1 pM) e piplartina (PL, 10 yM) foram usadas como
controles positivo. Os valores correspondem a média + E.P.M. de pelo menos trés experimentos
independentes realizados em duplicata. * P < 0,05 quando comparado com o grupo controle negativo
por ANOVA (andlise de variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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Figura 14. Quantificacdo dos niveis de fosfo-p53 (S15) e MDM2. (A) Quantificagdo dos niveis de
fosfo-p53 (S15). (B) Quantificagdo dos niveis MDM2. As células foram tratadas durante 24 h com os
complexos de ruténio com piplartina nas concentracdes estabelecidas (2,5 pM para CPR1 e 5 uyM
para CPR2). O controle negativo (CTL) foi tratado com o veiculo (0,1% da mistura contendo 70% de
sorbitol, 25% de tween 80 e 5% de &gua) usado para solubilizar e diluir as substancias testadas.
Doxorubicina (DOX, 1 yM) e piplartina (PL, 10 uM) foram usadas como controles positivo. Os valores
correspondem a média + E.P.M. de pelo menos trés experimentos independentes realizados em
duplicata. * P < 0,05 quando comparado com o grupo controle negativo por ANOVA (analise de
variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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Figura 15. Quantificac@o dos niveis de fosfo-histona H2AX (S139). As células foram tratadas durante
24 h com os complexos de ruténio com piplartina nas concentracfes estabelecidas (2,5 uM para
CPR1 e 5 uyM para CPR2). O controle negativo (CTL) foi tratado com o veiculo (0,1% da mistura
contendo 70% de sorbitol, 25% de tween 80 e 5% de &agua) usado para solubilizar e diluir as
substancias testadas. Doxorubicina (DOX, 1 uM) e piplartina (PL, 10 yM) foram usadas como
controles positivo. Os valores correspondem a média + E.P.M. de pelo menos trés experimentos
independentes realizados em duplicata. * P < 0,05 quando comparado com o grupo controle negativo
por ANOVA (analise de variancia) seguido por Student Newman-Keuls.

5.4 ATIVIDADE CITOTOXICA DO COMPLEXO NO MODELO 3D

O efeito citotoxico dos complexos de ruténio com piplartina em um modelo 3D
foi avaliado em esferoides multicelulares formados a partir de células HCT116. Os
esferoides tratados com os complexos apresentaram alteraces morfoldgicas que
indicam permeabilidade do farmaco e citotoxicidade na cultura 3D (figura 16). Apos
72h de incubagdo, o valor Clsp de CPR1 e CPR2 foi de 7,3 e 8,3 uM,
respectivamente (tabela 1), enquanto a piplartina apresentou o valor Clso de 22,1
MM.
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Figura 16. Efeito dos complexos no modelo 3D de esferoides multicelulares de cancer formados a
partir de células HCT116. Células examinadas por microscopia 6ptica (bar = 100 ym). As células
foram incubadas com os complexos de ruténio com piplartina numa gama de oito concentragfes
diferentes variando de 0,19 a 25 pg/mL. O controle negativo (CTL) foi tratado com o veiculo (0,1% da
mistura contendo 70% de sorbitol, 25% de tween 80 e 5% de 4gua) usado para solubilizar e diluir as
substancias testadas. Doxorrubicina (DOX) e piplartina (PL) foram usadas como controles positivo.

Tabela 1. Efeito dos complexos no modelo 3D de esferoides multicelulares de

cancer formados a partir de células HCT116.

Esferoides Clso em uM

DOX PL CPR1 CPR2

HCT116 6,3 22,1 7,3 8,3

1,2-111 141-285 4,1-131 6,0-11,6

Valores de CI50 e o respectivo intervalo de confianca de 95% de pelo menos trés experimentos

independentes realizados em duplicata pelo método do alamar blue apds 72 h de exposi¢do obtidos
por regressao ndo-linear. As células foram incubadas com os complexos de ruténio com piplartina
numa gama de oito concentracdes diferentes variando de 0,19 a 25 pg/mL. O controle negativo (CTL)
foi tratado com o veiculo (0,1% da mistura contendo 70% de sorbitol, 25% de tween 80 e 5% de
agua) usado para solubilizar e diluir as substancias testadas. Doxorrubicina (DOX) e piplartina (PL)

foram usadas como controles positivo.
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5.5 ENSAIO DE ATIVIDADE ANTITUMORAL IN VIVO

A atividade antitumoral in vivo dos complexos foi investigada em
camundongos CB17 SCID inoculados com células HCT116. Foram observadas
alteragOes estatisticamente significantes no peso do tumor (em gramas) dos animais
tratados com os complexos que foram de 1,32 + 0,14, 0,94 £ 0,05, 0,93 + 0,06 e 0,97
+ 0,05 para o controle negativo, piplartina, CPR1 e CPR2, respectivamente (figura
17 A). As porcentagens de inibicdo tumoral em resposta a piplartina e aos
complexos 1 e 2 foram de 32,03%, 35,06% e 29,71%, respectivamente, e o que faz
com que os complexos sejam mais potentes € o fato de que a dose em pmol/kg dos
mesmos foi 4 vezes menor em relacdo a piplartina (figura 17 B). Nao foram
observadas alteracdes significantes no peso corp6reo nem nos 6rgaos (figado, rim,
pulméo e coracdo) dos grupos tratados com o0s complexos, o que é um resultado
positivo (P>0,05, tabela 2). Além disso, a contagem total de eritrécitos e leucécitos,
assim como uma contagem diferencial de leucdcitos, tais como neutrofilos, linfécitos,
monacitos, eosinofilos e basofilos, foram realizadas como parametro hematolégico.
N&o ocorreram alteragcdes estatisticamente significantes nos parametros
hematolégicos do sangue periféricos nos grupos tratados com o0s complexos
(P>0,05, tabela 3).
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Figura 17. Efeito dos complexos de ruténio contento a piplartina como ligante sobre a massa tumoral
em camundongos CB17 SCID inoculados com células HCT116. Quantificacdo do peso do tumor e
inibicdo do tumor. (A) peso do tumor (g) e (B) inibicdo do tumor (%). Os animais foram tratados com
0s complexos nas concentracdes estabelecidas (15 uymol/kg para os complexos CPR1 e CPR2) por
15 dias consecutivos. O controle negativo (CTL) foi tratado com o veiculo (0,1% da mistura contendo
70% de sorbitol, 25% de tween 80 e 5% de &gua) usado para solubilizar e diluir as substancias
testadas. Piplartina (PL, 60 pmol/kg) foi usado como controle positivo. Os valores correspondem a
média + E.P.M. de 10-11 animais. *P<0,05 quando comparado ao grupo controle negativo por
ANOVA (analise de variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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Tabela 2. Efeito dos complexos de ruténio contento a piplartina como ligante sobre a

massa corplrea e a massa Umida dos érgdos de camundongos inoculados com

células HCT116.

CTL Piplartina CPR1 CPR2

Dose (pumol/kg) - 60 15 15
Figado (g/100gde  4,95+0,23 5,02+0,25 546+028 5,45 +0,17
massa corporea)

Rins (g/100g de 153+0,05 1,60+0,06 1,620,07 1,64 £ 0,05
massa corporea)

Pulméo (g/100gde 0,79+0,04 0,81+0,04 0,82+0,05 0,87+0,10
massa corporea)

Coracéo (g/100g de 0,65+0,07 0,59+0,02 0,63+0,03 0,63+0,03

massa corporea)

Os valores correspondem a média + E.P.M. O controle negativo foi tratado com o veiculo utilizado

para solubilizar e diluir a substancia teste. *p < 0,05 quando comparado ao grupo controle negativo

por ANOVA (anélise de variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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Tabela 3. Efeito dos complexos de ruténio contento a piplartina como ligante sobre
0s parametros hematoldgicos de sangue periférico de camundongos inoculados com
células HCT116.

Parametros CTL Piplartina CPR1 CPR2
Dose (umol/kg) - 60 15 15
Eritrécitos (106 cél./uL) 888+135 6,48+053 8,10+£0,42 9,26+0,79

Leucdcitos totais (10 cél./uL) 2,05+0,38 2,36 +0,27 3,08+0,90 3,36+0,30

Contagem diferencial de leucocitos

Neutrofilos (%) 75,60 66,80 72,60 60,75
Basofilos (%) 1,00 1,00 1,00 1,00
Mondcitos (%) 0,0 0,0 0,0 0,0

Eosindfilos (%) 1,00 1,00 1,00 1,50
Linfocitos (%) 22,40 31,20 25,00 36,75

Os valores correspondem a média = E.P.M de seis animais por grupo (n=6). O controle negativo foi

tratado com o veiculo utilizado para solubilizar e diluir a substancia teste.

As analises histopatologicas dos pulmdes revelaram, de forma geral, uma
arquitetura parcialmente preservada, observando um espessamento dos septos
interalveolares com diminuicdo do espaco aéreo, que variou de discreto a moderado,
em todos 0s grupos experimentais. Também foi observado inflamacéo
predominantemente mononuclear, edema, congestdo e hemorragia, variando de
leve a grave. E importante notar que essas alteracées histopatolégicas foram mais
pronunciadas nos grupos do controle negativo, pirplatina e CPR2 do que no grupo
CPR1. Além disso, nodulos tumorais e émbolos nos pulmdes foram observados
apenas em um animal do grupo controle negativo e CPR2, respectivamente. Nos
figados, a arquitetura acinar e a veia centrolobular também foram preservadas em
todos os grupos. Areas focais de inflamacdo e necrose de coagulagcdo foram
observadas no controle negativo, CPR1 e CPR2. Outros achados, como congestao

e degeneracao hidrépica foram encontrados em todos o0s grupos, variando de leve a
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moderado. Nos rins, a arquitetura dos tecidos foi preservada em todos 0s grupos
experimentais. Alteragfes histopatologicas incluiram congestdo vascular e
espessamento da membrana basal do glomérulo renal com diminuicdo do espaco
urinario em todos os rins, variando de leve a moderada. A analise histopatologica
dos coragdes dos animais ndo mostrou alteragcbes em nenhum grupo. Em relagéo
aos tumores, todos os grupos exibiram um adenocarcinoma predominantemente
pouco diferenciado com padrdo de crescimento sélido, com extensas areas de
necrose tumoral para os grupos tratados com piplartina e com CPR1 e CPR2 (figura
18).

Figura 18. Analise histoldgica representativa dos tumores de camundongos CB17 SCID inoculados
com células HCT116 corados com hematoxilina e eosina e analisados por microscopia Optica. Os
asteriscos representam areas com necrose tumoral. Os tratamentos foram iniciados um dia apds a
injecdo das células cancerigenas. Os animais foram tratados intraperitonealmente uma vez ao dia por
15 dias consecutivos com 0s complexos nas concentracfes estabelecidas (15 umol/kg para os
complexos CPR1 e CPR2). O controle negativo (CTL) foi tratado com o veiculo (0,1% da mistura
contendo 70% de sorbitol, 25% de tween 80 e 5% de &agua) usado para solubilizar e diluir as
substancias testadas. Piplartina (PL, 60 umol/kg) foi usado como controle positivo.
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6 DISCUSSAO

Como mencionado anteriormente, os complexos de ruténio sdo amplamente
referenciados por seu potencial citotoxico em diferentes linhagens de células
cancerosas, além de serem conhecidos por causarem efeitos colaterais menos
graves. O ruténio pode formar complexos octaédricos que dao oportunidade para
explorar mais ligantes, podendo atuar na terapia dirigida e abordagem multinuclear
(complexos de cluster de ruténio, intercaladores de DNA de ruténio e compostos de
metais misturados com ruténio e platina) (PAGE, 2012).

A piplartina tem sido mais extensamente estudada como um potencial agente
anticancerigeno, exibindo citotoxicidade contra um amplo espectro de linhagens
celulares de cancer humano, bem como atividade antitumoral demonstrada em
roedores. Verificou-se também que a piplartina € um agente antiangiogénico, pro-
apoptoético, anti-invasivo e atua em sinergia com agentes quimioterapéuticos
modernos. Devido ao seu potencial clinico, varios estudos foram realizados para
obter analogos de piplartina, os quais exibiram atividade mais potente ou parametros
mais apropriados (revisado por PISKA et al., 2018).

O uso de complexos metélicos no tratamento do cancer é uma concepcao
antiga que recentemente esta sob investigacdo intensiva. Muitas moléculas foram
consideradas como ions quelantes de diferentes ions metalicos, e alguns complexos
sdo atualmente estudados em ensaios clinicos (PISKA et al., 2018). Nosso grupo de
pesquisa sintetizou dois novos complexos de ruténio contendo a piplartina como
ligante, CPR1 e CPR2, os quais aumentaram a expressao de genes das vias MAPK
e p53 (COSTA et al., 2017). Nesse estudo, esses complexos foram avaliados quanto
a sua via de sinalizacdo na apoptose em células de carcinoma de colén humano
HCT116, bem como sua eficacia in vivo. Os complexos de ruténio com piplartina
foram capazes de induzir morte celular por apoptose em células HCT116 por vias
mediadas pela sinalizagdo MAPK e p53, e ainda foi capaz de reduzir o crescimento
tumoral em modelo de xenotransplante de células HCT116, sendo mais potentes
gue a piplartina livre.

As cascatas das proteinas quinases ativada por mitdogeno (MAPK)
desempenham um papel fundamental na transducé&o de sinais extracelulares para

respostas celulares. Em células de mamifero, trés familias MAPK foram claramente
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caracterizadas: MAPK classica (também conhecida como ERK), quinase c-Jun N-
terminal /proteina quinase ativada por estresse (JNK/SAPK) e quinase p38
(WIDMANN et al., 1999). Navarro e colaboradores (2006) concluiram que a DOX
desencadeia a ativacdo das quinases ERK, JNK e p38 em culturas primarias de
hepatdcitos de ratos, independentemente do dano oxidativo.

A familia JNK é predominantemente ativada por citocinas, radiacdo UV,
privacdo de fatores de crescimento, agentes danificadores de DNA e certos
receptores acoplados a proteina G (WESTON e DAVIS, 2002). Nesse trabalho, o
pré-tratamento com um inibidor de JNK1-3 (SP 600125) foi capaz de reverter a
morte celular por apoptose induzida pelos complexos CPR1 e CPR2 em células
HCT116, o que foi confirmado pela quantificacdo dos niveis de fosforilacdo de JNK2.
Um estudo mostrou que JNK foi fosforilada na presenca de piplartina na linhagem
celular de melanoma A375, sugerindo que o efeito da producédo de ERO induzida por
piplartina estava associado a via JNK (SONG et al., 2018). Além disso, a piplartina
aumentou a fosforilagdo de JNK em células mononucleares da medula 0ssea,
BMMNCs, provenientes de pacientes com leucemias mieldides, enquanto o pré-
tratamento com o inibidor especifico de JNK SP600125 inverteu parcialmente a
producéo de ERO induzida por piplartina (XIONG et al., 2015). Liu e colaboradores
(2013) relataram que a piplartina matou seletivamente células de glioblastoma
multiforme (GBM) através da acumulacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO)
para ativar JNK e p38. Outro estudo demonstrou que um composto de ruténio (Il)
denominado "RAPTA-C", em camundongos com carcinoma ascitico de Ehrlich
(EAC), foi capaz de aumentar JNK significantemente durante a apoptose
(CHATTERJEE et al., 2008).

Foram identificadas quatro isoformas de p38 MAPK: p38a, p383, p38y e p386,
sendo as isoformas p38a e p38B as mais estudadas. As familias de p38 MAPK de
mamifero sdo ativadas por tensdo celular incluindo irradiagdo UV, choque térmico,
estresse osmoético elevado, lipopolissacarideo, inibidores de sintese proteica,
citocinas proé-inflamatérias (tais como IL-1 e TNF-a) e certos mitdbgenos. Sua
ativacdo modula uma ampla variedade de funcfes celulares, tais como proteinas
guinases, fosfatases, reguladores de ciclos celulares e fatores de transcricao,
incluindo p53 (ICHIJO, 1999; STRAMUCCI et al., 2018). Com o intuito de avaliar se

a via p38 esta envolvida na apoptose causada por CPR1 e CPR2, fizemos o pré-
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tratamento com um inibidor de p38 MAPK (PD 169316) o qual foi capaz de prevenir
a morte por apoptose induzida pelos complexos em células HCT116, o que foi
confirmado pela quantificagdo dos niveis de fosforilacdo de p38a (T180/Y182),
indicando a ativacdo da apoptose mediada por p38. Além de JNK, Xiong e
colaboradores demonstraram que a piplartina também aumentou a fosforilacdo de
p38 em células mononucleares da medula 6ssea, BMMNCs, provenientes de
pacientes com leucemias mieléides, enquanto o pré-tratamento com o inibidor
especifico de p38 SB203580 inverteu parcialmente a producédo de ERO induzida por
PL (XIONG et al., 2015). Wang e colaboradores também relataram que a piplartina
induz a apoptose e a autofagia em células leucémicas por meio do direcionamento
das vias de sinalizagcdo PI3K/Akt/mTOR e p38 (WANG et al., 2018). Estudos
utilizando a técnina de western blotting sugeriram que as vias de sinalizacdo de
MAPK estavam envolvidas na apoptose induzida pelo complexo de metilimidazol de
ruténio (I1) [Ru(Melm)a(4mopip)]?* em células de carcinoma de pulmdo humano
A549, onde ocorreu a fosforilacdo de JNK (p-JNK) e p38 (p-p38) (CHEN et al.,
2017).

ERK tem sido a melhor MAPK caracterizada e a via Raf-MEK-ERK representa
uma das melhores vias de sinalizagdo MAPK (ZHANG e LIU, 2002). A via ERK
desempenha um papel importante na regulacdo do crescimento e diferenciagao
celular, sendo altamente induzida em resposta a fatores de crescimento, citocinas e
ésteres de forbol (JOHNSON e VAILLANCOURT, 1994; ROBINSON e COBB, 1997;
HE et al., 1999). No que se refere ao papel das vias de sinalizacdo MAPK na morte
celular causada por CPR1 e CPR2 em células HCT116, o pré-tratamento com um
inibidor de MKK (U-0126), que inibe a ativacdo de ERK1/2, impediu a apoptose
induzida pelos complexos, e foi observada uma fosforilacdo aumentada de ERK1
(T202/Y204), indicando que os complexos sdo capazes de ativar uma via apoptotica
em células HCT116 mediada por ERK1/2. O complexo de ruténio com xantoxilina,
CRX, induziu a fosforilagédo de ERK1/2, e o pré-tratamento com U-0126, um inibidor
de MEK, preveniu a apoptose induzida por CRX em células HepG2 (DE CARVALHO
et al.,, 2018). O tratamento com cisplatina resultou em ativacdo dose e tempo-
dependentes de ERK em células de carcinoma cervical humano Hela. A utilizacdo
de inibidores quimicos da via de sinalizagdo MEK/ERK, PD98059 e U0126,

preveniram a apoptose (WANG et al, 2000). Randhawa e colaboradores
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investigaram 0s mecanismos de sinalizacdo intracelular através dos quais a
piplartina leva & morte celular de cancer de célon. Descobriram que a exposi¢do
aguda (0-60 min) e prolongada (24h) das células HT-29 a piplartina resultou na
fosforilacdo de ERK. Os resultados sugerem que a piplartina funciona, pelo menos
em parte, através da via MEK/ERK para resultar na morte de células de cancer de
célon (RANDHAWA et al., 2013). Oliveira e colaboradores também demonstraram
gue o pré-tratamento com um inibidor de p38 MAPK (PD 169316) e um inibidor de
MEK (U-0126) preveniu a apoptose induzida pelo complexo de platina contendo
piplartina em células de leucemia promielocitica aguda humana HL-60 (OLIVEIRA et
al., 2019). Além disso, outro estudo mostrou que a piplartina provocou a morte das
linhas celulares de colangiocarcinoma CCA através da ativacdo do JNK-ERK
observado por analise de western blotting (p-ERK) (THONGSOM et al., 2017).

A ativacdo de ERK1/2 estd associada com a ativacao da via p53, a qual
também é ativada durante o dano do DNA celular. Embora existam liga¢des entre a
ativacdo de ERK e p53 durante o estresse induzido por danos ao DNA, a ativacao
de ERK pode induzir apoptose por uma via dependente ou independente de p53
(TANG et al., 2002; SINGH et al.,, 2007). O gene TP53 codifica a proteina
supressora de tumor p53. A morte celular induzida pela piplartina tem sido
observada tanto por via dependente como independente de p53 (BEZERRA et al.,
2013). Um trabalho anterior realizado por nosso grupo demonstrou que 0S
complexos de ruténio contendo piplartina como ligante, CPR1 e CPR2, foram
capazes de aumentar a expressao do gene TP53, sugerindo também a ativacao
dessa via de sinalizagdo (COSTA et al., 2017). Os complexos de hidrazinil-tiazolo
areno-ruténio também podem induzir a morte celular pela via p53 em células de
cancer do ovario resistentes e/ou sensiveis a cisplatina (GROZAV et al., 2015). Com
0 objetivo de confirmar a associacdo de ERK1/2 com p53, realizamos o pré-
tratamento com o inibidor de p53 (pifitrina-a ciclica), o qual impediu a apoptose
induzida por CPR1 e CPR2, indicando a indugao de morte celular por apoptose em
uma via dependente de p53. Esse resultado corrobora com o que observamos na
guantificacao dos niveis de fosfo-p53 (S15).

Um dos primeiros acontecimentos na resposta a danos ao DNA é a
fosforilagdo da histona H2A variante H2AX, numa serina de quatro residuos no
terminal C (residuo 139) para formar y-H2AX (ROGAKOU et al., 1998). O tratamento
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com os complexos CPR1 e CPR2 induziu a fosforilagdo de H2AX (S139) apos 24
horas, indicando que os compostos causam danos ao DNA celular.

Os métodos de cultura de células 3D conferem um alto grau de relevancia
clinica e bioldgica aos modelos in vitro além de simular melhor o microambiente
tumoral in vivo e as interagfes célula-célula e célula-matriz (FENNEMA et al., 2013;
GAO et al., 2017). Os esferoides formados a partir de células HCT116 tratados com
CPR1 e CPR2 apresentaram alterac6es morfolégicas que indicam que os complexos
tém a capacidade de penetrar nos pequenos agregados de células além de serem
mais potentes na indugcdo da citotoxicidade do que a piplartina livre de metal.
Estudos similares relataram que novos complexos de ruténio também apresentaram
citotoxicidade no modelo 3D, levando a alteracbes morfolégicas em células de
carcinoma hepatocelular humano HepG2 e carcinoma de c6lon HCT116 em modelo
de cultura 3D (DE CARVALHO et al., 2018; SILVA et al., 2018).

A atividade antitumoral in vivo dos compostos CPR1 e CPR2 foi investigada
em camundongos CB17 SCID enxertados com células HCT116. Os complexos
foram capazes de inibir o crescimento do tumor nas doses testadas assim como a
piplartina livre de metal. Também n&o foram observadas alteragdes significantes no
peso corporal e dos Orgdos dos animais tratados, e nem nos parametros
hematolégicos analisados, indicando baixa toxicidade dos compostos. Em estudos
anteriores realizados por nosso grupo, foi demonstrado que um complexo de ruténio
com xantoxilina, CRX, inibiu o desenvolvimento de células HepG2 em modelo de
xenotransplante (DE CARVALHO et al.,, 2018). O complexo de ruténio com um
ligante imidazol também inibiu significantemente o crescimento tumoral em
camundongos inoculados com células de carcinoma pulmonar humano A549 (CHEN
et al.,, 2016). Outro grupo demonstrou que o complexo de ruténio (ll) inibiu de
maneira dose-dependente o crescimento de ceélulas de hepatocarcinoma humano
BEL-7402 em camundongos xenotransplantados (WANG et al.,, 2018). Estes
resultados sdo analogos a outros estudos previamente reportados (WANG et al.,
2015; ZHU et al., 2016; DENG et al., 2017). Quando camundongos Swiss
transplantados com tumor de sarcoma 180 foram tratados com a combinacdo de
piplartina e 5-FU, a taxa de inibicdo do tumor aumentou aditivamente (BEZERRA et
al., 2006; 2008a). O mesmo foi observado quando foi utilizada a combinacdo de

piplartina com cisplatina, o qual suprimiu sinergicamente o crescimento tumoral em



61

camundongos BALB/c inoculados com células AMC-HN3 e AMC-HN9 (ROH et al.,
2014).

COMPLEXOS DE RUTENIO COM PIPLARTINA

DANO AO DNA

HCT116

|
p53 JNK p38 ERK1/2

Ativacdo dasinalizacdaop53 Ativacao dasinalizacao MAPK

\ )
I

APOPTOSE

INIBIGAO TUMORAL

Figura 19. Resumo do mecanismo de acdo dos complexos de ruténio com piplartina nas células
HCT116.
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7 CONCLUSAO

O nosso estudo revelou que os complexos de ruténio com piplartina, CPR1 e
CPR2, sao capazes de induzir apoptose pela ativacao das vias MAPK (JNK, MEK e
p38) e p53 em células HCT116. Exibiram uma citotoxicidade maior que a piplartina
no modelo 3D. Além disso, os complexos foram capazes de reduzir o crescimento de
células HCT116 em modelo de xenotransplante, sendo mais potentes que a
piplartina livre, indicando que estes sao novos candidatos a farmacos

anticancerigenos.
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