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APRESENTACAO

A obra “As Ciéncias da Saude’ aborda uma série de livros de publicagcdo da
Atena Editora, em seus 15 capitulos do volume |, apresenta a importancia da
farmacovigilancia com o desenvolvimento de estudos relacionados com biomoléculas
ativas na melhoria da qualidade de vida de pacientes, numa perspectiva farmacologica
por meio do desenvolvimento e utilizacdo de novas terapias farmacéuticas.

A farmacovigilancia se relaciona em todos os aspectos com a utilizagao de
medicamentos, desde seu desenvolvimento com estudos preliminares e laboratoriais a
sua utilizacdo empirica ou cientifica, sendo assim, trata-se da ciéncia que desempenha
atividades relativas a identificacéo, avaliagdo, compreensao e prevengao de efeitos
adversos ou quaisquer problemas relacionados ao uso de medicamentos. Desta
forma, cabe a ela identificar, avaliar e monitorar a ocorréncia dos eventos adversos
relacionados ao uso dos medicamentos comercializados no mercado brasileiro, com
0 objetivo de garantir que os beneficios relacionados ao uso desses produtos sejam
maiores que 0s riscos por eles causados.

Atualmente, o desenvolvimento de medicamentos no Brasil se baseia
majoritariamente na utilizacdo de produtos naturais. As plantas fornecem uma gama
de compostos bioativos que podem ser utilizados das mais diversas formas em
medicamentos, possuindo, assim, agdes antifungicas, antibacterianas, antioxidantes,
antidiabéticas, entre outros.

A uniao entre o desenvolvimento e a utilizagcdo de medicamentos compde um
viés gigante para o cuidado com o paciente, uma vez que medicamentos, se utilizados
de forma incorreta, tem elevado potencial de causar mal.

Colaborando com tais descobertas este volume | é dedicado aos pesquisadores
na area da saude que buscam um melhor entendimento sobre o desenvolvimento e
uso de moléculas bioativas. Trazendo artigos que abordam a avaliagcdo da atividade
de diversos compostos biologicamente ativos de plantas; do acido galico sobre a
formacéo de biofilme por Candida albicans; da radiopacidade de cimentos de ionébmero
de vidro indicados para tratamento restaurador atraumatico; da eficiéncia da sintese
de nanoparticulas de prata em extrato de Beta vulgaris para aplicacao em téxteis com
atividade antimicrobiana; e a analise do uso de medicamentos ja produzidos e 0s
danos causados por eles, bem como a automedicacgéo.

Ademais, esperamos que este livro possa mudar a perspectiva do leitor sobre
0 uso inadequado de medicamentos, colaborando e instigando pesquisadores a
conhecer o desenvolvimento de novas drogas e impacto social e econémico do seu
uso pela sociedade.

Nayara Araujo Cardoso
Renan Rhonalty Rocha
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CAPITULO 5

ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA DO COMPLEXO
ACIDO 3,4-CINAMICO/RUTENIO (1) [RU(3,4CIN)
(DPPB)(BIPY)]PF6] SOBRE CELULAS DERIVADAS DE

Gabriel Soares Guerra

Autor Correspondente: Gabriel Soares Guerra,
e-mail: gabrielguerra1593@gmail.com, Instituto
de ciéncias biomédicas, Rua Gabriel Monteiro
da Silva, 714; Centro, Alfenas, MG, Brasil. CEP
37130-000.

RESUMO: Complexos metalicos tém sido
estudados quanto seu potencial antitumoral,
uma vez que a cisplatina e derivados
contribuiram significativamente para melhorar
as propostas terapéuticas no combate ao
cancer. Porém, o uso dos compostos a base
de plantina é limitado, pois apresentam alta
toxicidade e, comumente, as células tumorais
desenvolvem resisténcia ao tratamento. Diante
desse contexto, os complexos de ruténio
representam uma alternativa promissora, sendo
mais seletivos e, portanto, apresentando menor
toxicidade as células saudaveis. O presente
artigo apresenta os efeitos do complexo
ruténio(ll)/acido cinamico [Ru(cinamic)(dppb)
(bipy)]PF sobre células derivadas de cancer de
pulmao (A549). Os resultados dos ensaios de
MTS mostram que o complexo estudado reduziu
significativamente a viabilidade celular em
culturas A549 tratadas por 48 horas (IC,, =0.16
+ 0.06 yM), sendo também significantemente
mais toxico que a cisplatina (IC,, = 24.70 £ 4.78
UM) de forma seletiva as células tumorais, além
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de inibir drasticamente a capacidade das células
em formar colbnias, demonstrado por meio de
ensaio clonogénico. Por meio de citometria de
fluxo mostra-se que houve significativo aumento
da populagdo SubG1 apds tratamento, a qual
€ corresponde a populagcéo de células mortas,
também mostrando reducdo nas populagdes
G1, S e G2/M. Conclui-se que o complexo de
ruténio(ll)/acido cindmico tem grande atividade
citotoxica sobre células A549 e, portanto,
suportam a continuidade do estudo quanto
a elucidacdo dos mecanismos moleculares
relacionados 4 acdo do mesmo nas células
tratadas.

PALAVRAS-CHAVE:
Complexo de Ruténio.

Cancer de pulmao,

ABSTRACT: Metallic complexes have been
studied about their antitumor potential, since
cisplatin and derivatives have contributed
significantly to improve the therapeutical
proposals against cancer. Still, the use of
compounds based in platin is limited for
presenting high toxicity and, generally, tumor
cells develop resistance against the treatment.
In this context, ruthenium complexes represent
a promising alternative, since they are more
selective and so, present lower toxicity on
healthy cells. The present paper shows the
effects of the complex ruthenium(ll)/cinnamic

acid [Ru(cinamic)(dppb)(bipy)]PF, against cells
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derived from lung cancer (A549). The results of the MTS assays show that the present
complex reduced significantly cell viability on A549 culture treated for 48 hours (IC, =
0.16 + 0.06 M), also being significantly more toxic then cisplatin (IC,, = 24.70 £ 4.78
UM) selectively against tumor cells, along with inhibiting dramaticaly the cells capacity
to grow colonies, showed by clonogenic assay. By flow cytometry it was observed
significant increase of the SubG1 population after treatment, which corresponds to dead
cells, it is also shown a reduction in the G1, S and G2/M populations. It is concluded
that the ruthenium (ll)/cinnamic acid complex has great cytotoxic activity against A549
cells and supports the continuity of the study about the elucidation of the molecular
mechanisms related to its effects on the treated cells.

KEYWORDS: Lung Cancer, Ruthenium Complex.

11 INTRODUCAO

O céncer de pulméo é a segunda maior causa de morte no Brasil, correspondendo
a 16% do total de Obitos perdendo apenas para doencas cardiovasculares que
correspondem a 29% (Schuwartsman et al., 2012), sendo o tabagismo isoladamente
a principal causa desse cancer no mundo. De acordo com a Agéncia Internacional
de Pesquisas em Cancer (International Agency for Research on Cancer — IARC),
sobem a 20 os tumores malignos associados com o tabagismo, incluindo o cancer
de ovario e o de colon. (Filho et al., 2010), segundo o Instituto Nacional do Cancer
(INCA) o carcinoma pulmonar € o mais comum de todos os tumores malignos no
territério nacional, sendo considerado atualmente a segunda maior causa de morte
nos Estados Unidos. Estima-se ainda que o nUmero de 6bitos advindos de carcinoma
pulmonar ultrapasse as doencas cardiacas nos proéximos anos (Siegel et al., 2015).
Como mais de 85% dos pacientes com cancer de pulmdo vem a Obito nos
primeiros cinco anos apos o diagndstico, a importancia deste ser feito no estadio inicial
da doenca deve ser evidenciada. Apesar do tratamento de escolha para carcinoma
broncogénico seraresseccao cirurgica por ser amodalidade que oferece a maior chance
de cura, infelizmente na maioria dos casos o diagnéstico é feito em uma fase tardia,
onde o tumor ja se espalhou para além dos limites de ressecabilidade. Desse modo,
outras formas de tratamento como a quimioterapia tornam-se de grande importancia
para a diminuicado da morbidade e prolongamento da sobrevida (Uehara et al., 1998),
sendo importante ressaltar que em relacdo aos outros canceres, tém havido poucas
mudancas na sobrevida, a despeito de intensa investigagcao na deteccao precoce e
de novos métodos de terapia cirurgica, radiacao e novos farmacos (Mountain 1997).
A cisplatina foi introduzida em testes clinicos no inicio da década de 70 e os
resultados demonstraram que essa droga era um dos mais eficazes agentes disponiveis
para o tratamento do cancer. Ainteracéo da platina com o DNA pode ocorrer em qualquer
posicado onde exista um par de elétrons livres, contudo, os atomos de nitrogénio da
molécula de DNA estao parcialmente bloqueados por estarem envolvidos em ligagdes
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de hidrogénio intermoleculares. Apesar desta ligacdo parecer improvavel, ela pode
ocorrer, por exemplo, durante o processo de replicacao e transcricdo do DNA, onde as
ligacGes de hidrogénio entre diferentes fitas do DNA sdo momentaneamente desfeitas
permitindo a interacdo em posicdes antes bloqueadas pela configuracdo em dupla
hélice (Fontes; Almeida., 1996).

A ligacédo da cisplatina com o DNA distorce sua estrutura, podendo causar
interferéncia no funcionamento normal de eventos fisiol6gicos importantes da célula
como replicagao e transcricdo do DNA, em que qualquer modificagao é extremamente
citotdxica. Adutos de Cisplatina-DNA porém séo reparados nas células primariamente
pela via de excisdao de nucleotideos (NER), um processo que envolve diversas
proteinas e é usado parar reparar varias lesdes no DNA incluindo danos causados
por radiacdo UV (Chu et al., 1994). Células deficientes em mecanismos de reparo
s&o muito mais sensiveis a cisplatina que células proficientes, demonstrando assim a
atividade potencial da cisplatina em células tumorais que, em muitos casos, carecem
de reparos eficiente no DNA (Jamieson; Lippard.,1999). Evidéncias comprovam
também que a cisplatina induz as células a entrarem no processo de morte celular
expondo assim o principal mecanismo pelo qual o tratamento mata a célula tumoral
(Sorenson; Eastman, 1988).

Como a maioria dos quimioterapicos, a cisplatina possui varios efeitos
indesejados, destacando-se a toxicidade renal, que foi considerada dose limitante, a
toxicidade gastrointestinal e a neurotoxicidade. As manifestacdes de toxicidade renal,
decorrentes da administracdo de doses baixas, sdo comumente brandas e reversiveis,
ja a toxicidade gastrointestinal manifesta-se através de nauseas e vémitos intensos
tornando dificil 0 manejo terapéutico. A neurotoxicidade manifesta-se principalmente
através da neuropatia periférica, embora seja geralmente de baixa intensidade e
raramente limita o uso da droga. A ototoxicidade apresenta-se como perda parcial da
capacidade auditiva principalmente em altas frequéncias e, por ser irreversivel, indica
que o uso de cisplatina deve ser interrompido. (Fontes; Almeida., et al 1996).

Uma grande variedade de metais e semi-metais tem sido investigados quanto a
sua eficiéncia em termos de atividade antitumoral (Cesme 2015) e dentre eles o ruténio
tem atraido um interesse particular principalmente pela possibilidade de formacgéo de
complexos com diversos tipos de moléculas organicas e inorganicas (Li et al., 2014) e
por driblar efeitos adversos causados pela cisplatina, que ainda € o mais proeminente
dentre os complexos metalicos usados no tratamento antitumoral. Metodologias
recentes cada vez mais modernas de isolamento e identificacdo de novos compostos
tém propiciado aumento no numero de novas estruturas quimicas bioativas, metéalicas ou
néo, para inumeras indicagdes terapéuticas (Brandao 2010). Com o aprimoramento da
metodologia de cultura de células foi possivel o desenvolvimento de diversas linhagens
celulares oriundas de tumores humanos, que possibilitaram o desenvolvimento de
triagem in vitro. Atualmente os métodos que utilizam-se da cultura de células tumorais
humanas sdo os mais utilizados para a descoberta e desenvolvimento de novos
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agentes com potencial terapéutico (Carvalho 2006).

Os metais tém um lugar estimado na quimica medicinal, em particular metais
de transicdo por sua capacidade de formar complexos em que um atomo metalico
central € ligado a uma gama de moléculas ou anions. Diversas drogas como a propria
cisplatina fazem uso dessa caracteristica, em particular pela interacdo desse complexo
com o DNA (Cesme et al., 2015). Neste contexto, nos ultimos anos o estudo acerca
do ruténio tem crescido sem precedentes. Complexos de ruténio tem sido usados nas
mais diversas areas como biologia, medicina, biotecnologia e nanociéncia. Ambos os
seus estados de oxidacao Ru(ll) e Ru(lll) acomodam seis configura¢des octaédricas
em que os ligantes axiais ajudam a refinar as propriedades estéricas e eletrénicas dos
complexos (Dragutan, Dragutan, Demonceau 2015).

Atualmente o ruténio é considerado entre uma das mais promissoras alternativas
aos compostos de platina. Ambos Ru(ll) e Ru(lll) sdo estaveis em solugdes fisioldgicas,
sendo os complexos de ruténio geralmente classificados como pro-farmacos ativaveis
por oxi-reducao (Lippard; Graf, 2012; Lee et al., 2014). Dentre outras caracteristicas,
€ investigado que os compostos de ruténio tém a capacidade de mimetizar o ferro,
usando assim o transporte natural de ferro , realizado pelas transferrinas, para
serem incorporados para dentro das células, resultando em uma menor toxicidade
(Antonarakis, Emadi., 2010). Dois complexos de ruténio passaram por testes clinicos,
NAMI-A e KP1019. NAMI-A é capaz nao sé de prevenir a formacéo de metastase mas
também inibir o crescimento do tumor. Apds resultados pré-clinicos satisfatorios em
murinos acometidos por cancer de pulmao, NAMI-A foi o primeiro farmaco a base de
ruténio a atingir testes clinicos, sendo usada em teste de fase | em pacientes com
diferentes tipos de tumores solidos em metastase. KP1019, ativa contra tumores
primarios nos quais causa apoptose, foi o segundo farmaco baseado em ruténio a
atingir testes clinicos, sendo testado em pacientes com diversos tumores sélidos como
melanoma e colo-retal, obtendo-se resultados promissores. (Antonarakis, Emadi.,
2010).

Investigacdes intensas se fazem na escolha das moléculas organicas que se
ligarao ao ruténio para obtencéo de um complexo com maior efetividade no combate ao
cancer e testes se utilizando de diversos ligantes podem ser encontrados na literatura,
Fontana et. al. (2011) Descreve testes in vitro de ruténio complexado a agucares, que
apesar de apresentarem baixa citotoxicidade direta mostraram atividade anti-invasiva
em células de melanoma . Outra abordagem ¢é utilizar ruténio complexado a anéis
puliaromaticos como descrito por Miserachs et. al., (2015) em que cinco compostos
foram sintetizados, e um deles, Ru-fenantronina5,6diona, se mostrou mais citotoxico
que a cisplatina.

Ruténio complexado a 3—carbolina péde induzir a ativagao da via das caspases
(sobretudo caspases 7/3 e caspase 9 induzindo a apoptose em células HelLa no
estudo de Chen et al (2013) mostrando a ativade desse complexo nos mecanismos de
regulacdo da morte programada. Mondelli et. al (2014) testou um complexo de ruténo
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e pirimidina, Ru(ll)/4,6dimetil-2-mercaptopirimidina, em ensaios citotoxicos utilizando
também a linhagem Hela na qual este se mostrou moderadamente citotoxico, j& em
linhagem U251 ndo houve carater citotéxico e por fim na linhagem MDA-MB-231, contra
a qual se mostrou extremamente citotoxico. Li et. al. (2015) por sua vez descreveu
testes utilizando Ruténio complexado a polipirina, se mostrando altamente citotdxico
contra a linhagem BEL-7402.

Alguns complexos de ruténio ja foram caracterizados especificamente em
linhagens de carcinoma pulmonar. Complexos como ruténio (ll) conjugado a
fenantrolina e ruténio (Ill) conjugado a amino&cidos ferrocénicos em associagdao com
base de Mannich foram usados por Ramadevi et al (2015) em testes citotoxicos como
MTT na linhagem A549 de carcinoma de pulmao na qual demonstrou acentuamento da
morte celular. Correa et. al. (2015) descreve um complexo de ruténio e tiouréia usado
também contra a linhagem A549 de carcinoma de pulm&o obtendo citotoxicidade
aceitavel quando comparados ao controle usando cisplatina. Lai et al (2015) descreve
a sintese de um complexo de ruténio (Il) associado a polipiridina, o qual apds testes
in vitro diminuiu a viabilidade celular em varias linhagens celulares, entre elas a A549.

O éacido cinadmico, molécula escolhida para compor o complexo de ruténio no
presente estudo, também pode ser chamado de acido 3-fenil-2-propendico consistindo
de um &cido graxo aromatico natural encontrado em folhas de coca e 6leos de canela.
Pertence ao grupo das auxinas, horménios vegetais responsaveis pela regulagéo do
crescimento e diferenciacao celular (Liu et al., 1995). Na literatura existem trabalhos
gue descrevem a atividade antiproliferativa do acido cinamico, porém por mecanismos
pouco conhecidos na inibicao do crescimento tumoral (Liu et al., 1995). Foi também
demonstrado que o acido cindmico tem a capacidade de reduzir a quantidade de AMP
ciclico em células de carcinoma de préstata (Bang et al., 1994). Em linhagens de
melanoma, o acido cindmico foi capaz de aumentar a producéo de melanina e reduzir
a capacidade invasiva (Li et al., 1995).

O uso conjunto do acido cindmico, uma substéancia natural com propriedade
antiproliferativa ja demonstrada, em combina¢do com o ruténio pode significar uma
nova estrutura molecular com atividade antitumoral promissora contra o cancer de
pulmao. No presente trabalho foi estudado o efeito de um complexo composto por
ruténio e acido cinamico (acido 3,4 cinamico/Ruténio Il), sobre a proliferacéo de células
derivadas de carcinoma pulmonar humano. Por meio dos resultados, contribui-se para
o entendimento da acao do ruténio e do acido cindmico em conjunto no comportamento
proliferativo e na inducdo da morte celular dessa linhagem, demonstrando um método
alternativo de tratamento quimioterapico que nao o convencional utilizando a cisplatina.
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21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Linhagem celular e condicdes de cultivo

Foi utilizada neste estudo a linhagem A549 derivado de carcinoma pulmonar
humano obtida junto ao banco de células do Rio de Janeiro. As células foram mantidas
em meio de cultura DMEM (Dulbeccos Modified Eagle Medium) suplementado com
10% de Soro Fetal Bovino (SFB) em atmosfera e temperatura controlada a 37°C e 5%
de CO,,.

2.2 Esquema de tratamento

Apbs a adesao celular (24 horas), as culturas foram tratadas com o complexo
[Ru(3,4cin)(dppb)(bipy)]PF6, denominado CINAM neste estudo. O complexo CINAM
foi solubilizado em DMSO e mantido a -20°C em solugcéo estoque de 20mM. A
concentracao final de DMSO utilizado nos ensaios nao ultrapassou 0,1%. As células
foram cultivadas em placas de Petri (24 e 96 pocos), em diferentes densidades e
tempos de tratamento em acordo com a abordagem experimental utilizada.

2.3 Viabilidade celular

2.3.1 Ensaio de MTS

Para avaliar o efeito do tratamento sobre a viabilidade celular foi o utilizado o
ensaio colorimétrico de MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazélio); (Promega Corporation, Madison, WI, USA), descrito por Cori
et. al. (1991). Este ensaio € baseado na conversao enzimatica (desidrogenases) do sal
tetrazélioem formazano, o qual absorve luza490 nanémetro (nm). Ataxa de absorbéancia
€ diretamente proporcional ao numero de células vivas. Os valores de absorbancia
obtidos nas amostras tratadas foram comparados com os valores de absorbancia das
amostras que nao foram expostas ao tratamento. As células foram inoculadas em
placas de 96 pocos na densidade de 5x102 células por pogo. Apds aderéncia (24h) as
células foram tratadas por 24 e 48 horas em diferentes concentracées do complexo
CINAM (1,25, 2,5, 5,0, 10,0 e 20,0 uM). O valor de foi calculado através do programa
GraphPad Prism® (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).

2.3.2 Ensaio de Exclusdo com Azul de Tripano

As células foram plaqueadas na densidade de 5x10* células por po¢o em placas
de cultura de 24 pocos. Ap6s adeséao (24h) foi realizado tratamento com CINAM nas
concentracoes de 2uM e 4uM durante 24, 48 e 72 horas. Nos dias de interesse, as
células foram contadas em hemocitdmetro na presenca do corante azul de tripano
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(0,4%). O experimento foi realizado em triplicata e os resultados apresentados
correspondem a média + DP de dois experimentos independentes.

2.4 Ensaio de Capacidade Clonogénica

Células em baixa densidade (500 células por po¢o) foram semeadas em placas
de 35mm, de forma que 24h apds o plagueamento as culturas exibissem células
aderidas, porém isoladas. Posteriormente, as células foram tratadas por 24 horas com
2,0 e 4,0 uM de CINAM e mantidas em meio fresco por 15 dias em estufa a 37°C,
contendo 5% de CO,. Apos o periodo de incubagéo as células foram lavadas com
PBSA e fixadas por 30 minutos com Metanol P.A (Sigma Aldrich LTDA, Brasil). Apés
secagem foram coradas com solu¢ao Giemsa 1:4 (Sigma Aldrich LTDA, Brasil) por 5
minutos, depois lavadas com agua destilada. A contagem do numero de colbnias foi
realizada com auxilio de lupa. O experimento foi realizado em triplicata e os resultados
apresentados correspondem a média + DP.

2.5 Quantificacao de DNA para analise de progressao do ciclo celular

Células foram semeadas em placas de 24 poc¢os (densidade 5x10* células/po¢o)
e apos aderéncia (24h) foram tratadas com 2,0 e 4,0 uM de CINAM por 24 e 48 horas.
Apoés tratamento, as células foram coletadas por digestdo enzimatica (Trypsin-EDTA
solution/Sigma Aldrich LTDA, Brasil) e transferidas para tubos de 50mL. O precipitado
de células foi obtido por centrifugacao (5 minutos a 1000 rpm). Na sequéncia as células
foram fixadas com etanol gelado (75% em PBSA-Salina fosfato tamponada) por 30
minutos. Ap6s nova centrifugacédo, as células foram coradas por 25 minutos em uma
solucéo contendo PBSA, RNAse (10 mg/mL) e lodeto de Propidio (30 mg/mL)(Guava
Technologies-Merck Millipore). As amostras foram analisadas por citometria de fluxo
(Guava Mini EasyCyte, 8HT) utilizando-se o software GuavaSoft 2.7.

2.6 Analise estatistica

Os dados quantitativos sao apresentados como a média + desvio padréo (DP).
Os dados foram submetidos a andlise de variancia one-way ANOVA, seguido pelo
pds-teste de comparacdes multiplas de Tukey usando o software GraphPad Prism®
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O Presente trabalho iniciou-se investigando a viabilidade celular da linhagem
A549 de carcinoma de pulmao frente o tratamento com o composto [Ru(3,4cin)(dppb)
(bipy)]PF6, denominado CINAM. A figura 1 apresenta que a reducédo da viabilidade
celular desencadeada pelo complexo CINAM foi concentracéo e tempo dependente,
ou seja, aumentando-se a concentracdo e prolongando-se o tempo entre a leitura
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e o tratamento a viabilidade decaiu. Uma resposta semelhante foi observada por
Ramadevi et al. (2015) em que apods tratamento da linhagem A594 com um complexo
de ruténio ligado a ferrocenos a viabilidade celular teve também um comportamento
de dependéncia em relagdo a concentracdo. Lai et al. (2015) utilizou-se da mesma
linhagem tratada com ruténio complexado a polipiridinas, e, em seus resultados,
foi evidenciado que o percentual de células viaveis diminuiu a medida que maiores
concentracoes do complexo sao utilizadas.

AS549

i
= -] [
= =

1 ]

Viabilidade Celular (%0)
=
=

Concentracio (M)

Figura 1. Viabilidade celular determinada por MTS em culturas A549 (carcinoma de pulméo
humano). Apds tratamento com CINAM em diferentes concentragcbes (M) por 24 e 48 horas.
Os valores de viabilidade celular representados no grafico referem-se a média das triplicatas

obtidas a partir de 2 experimentos independentes. A barra de erros representa o desvio padrao.
(ST: sem tratamento DMSO: veiculo). ***p<0,001 e *p<0,05 de acordo com a analise de
variancia ANOVA e pés-teste de Tukey.

Com auxilio do software GraphPad Prism® (GraphPad Software, Inc., San Diego,
CA, USA) o valor de IC,, em uM foi calculado. Comparando com os valores de IC,  dos
precursores do complexo completo (CB e Ac. 3,4-Cinamico) € possivel observar que
os componentes do complexo CINAM sozinhos ndo desempenham atividade citotéxica
relevante. Ao comparar-se também o IC_ do CINAM frente ao controle positivo de
Cisplatina (CIS*) observa-se um valor numérico significantemente menor tanto em 24
guanto em 48 horas de tratamento, o que corrobora para o fato de que o CINAM se
mostra mais citotéxico que a cisplatina in vitro como mostra a tabela 1.

Composto 24h 48h
CINAM 3.31 +0.16 0.16 £0.6
Acido 3,4 cinamico  n.d >100

CB n.d >100
CIs* 61.84+7.75 24.70+4.78

Tabela 1. Valores de IC, obtidos pelo software GraphPad Prism determinados a partir dos
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resultados do ensaio de MTS apds 24 e 48 horas de tratamento com CINAM, precursores de
sua sintese (CB e Ac. 3,4-Cinamico) e Cisplatina (CIS*), n.d ndo determinado.

O indice de seletividade (IS) em relacéo a linhagem nao tumoral também foi
calculado e € apresentado na tabela 2. Quando plotados os valores de IC,_, apés 48
horas de tratamento nas linhagens A549 e CCD-1029Sk (fibroblastica), O complexo
CINAM obteve valor 30 de IS se mostrando assim significantemente mais seletivo para
as células tumorais que a Cisplatina (CIS*), que obteve 3,15 de IS in vitro.

Composto Linhagem A549 CCD-1029Sk IS
CINAM 0.16 £0.06 4.80 +0.29 30
cls* 24.70 +4.78 77.71 £8.22 3,15

Tabela 2: indices de seletividade do complexo CINAM e da Cisplatina (CIS*) em linhagem
tumoral (A549) e ndo tumoral (CCD-1029Sk) calculado por meio dos valores de IC_, apds o
tratamento das duas linhagens no ensaio de MTS.

Os resultados do ensaio de exclusdo com azul de tripano séo apresentados
na figura 2. Quando f tratadas com CINAM na concentracdo 2 yM houve reducéo
acentuada do numero de células viaveis nas culturas em todos os tempos de tratamento
avaliados, foi possivel observar também um aumento do niumero de células mortas.
Ja nas culturas tratadas na concentracao de 4 yM, o numero de células mortas
correspondiam a 72%, 84% e 94% do total de células contadas, apés 24, 48 e 72 horas,
respectivamente. O complexo CINAM mostrou assim um carater mais citotdéxico que
antiproliferativo nesse ensaio causando a permeabilizacdo da membrana plasmatica e
consequentemente a morte celular. Fontana et al. (2011) realizou ensaio de exclusao
de tripano frente o tratamento de células da linhagem A375 de melanoma em contato
com ruténio complexado a derivados de agUcares e apresentou em seus resultados
inibicdo de crescimento celular assim como o obtido no presente trabalho.

A549 AS549

600+ 150+
4004

1004

2004 50

Células vidveis (x10%)
Células invidveis (x10%)

=]
L

(=]
L

-+ C (DMSO 0.1%) -# CINAM (2uM) -+ CINAM (4puM)

Figura 2. Viabilidade celular determinada pelo ensaio de exclusao com azul de tripano nos
tempos 0, 24, 48 e 72 horas ap6s o tratamento da linhagem A549 com o composto CINAM
em concentracéo de 2 yM (quadrados) e 4 uM (triangulos) e apenas o veiculo do mesmo (C,
mostrado em circulos) composto de DMSO 0,1%, O experimento foi realizado em triplicata.
***n<0,001 e *p<0,05 de acordo com a analise de variancia ANOVA e poOs-teste de Tukey.
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Considerando os dados prévios objetivou-se avaliar a capacidade de CINAM
em inibir a proliferacdo de células A549 por periodos prolongados, e para isso foram
realizados ensaios de capacidade clonogénica. O numero de colbnias obtidas nos
tratamentos controle DMSO 0,1% e CINAM nas concentracdes de 2 uM e 4 uM, além
de fotografia do aspecto de visual de uma das placas de cada condicao de tratamento
séo apresentados nas Figura 3 e 4. No tratamento de concentragéo 2 yM houve 94%
de inibicdo na formacgéo de colbnias ao passo que com 4 yM a inibi¢do foi total, ndo
havendo qualquer colbnia visivel na placa tratada. O ensaio mostra portanto um efeito
prolongado do CINAM nas células, que ndo conseguem reparar os danos causados
pelo mesmo resultando em um namero de reduzido ou nulo de coldnias contabilizadas
15 dias ap6és o tratamento. Sendo assim, o complexo CINAM além citotoxico apresenta
carater antiproliferativo, contendo o crescimento da populagéo celular de A549 apos
tratamento em diferentes concentragdes.
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Figura 3. Ensaio de capacidade clonogénica 15 dias ap6s o tratamento com CINAM em
concentracoes 2 yM, 4 uM e DMSO 0.1% . Os numeros de coldnias representados no grafico
referem-se a média do experimento realizado em triplicata e a barra de erros representa o
desvio padrdo. ***p<0,001 de acordo com a andlise de variancia ANOVA e pés-teste de Tukey.

E importante ressaltar que, quando tratadas com a concentracdo de 4uM, as
placas ndo apresentaram qualquer formacgao de colénias em nenhuma das triplicatas,
uma delas mostrada na Figura 4 (C).

(&) ® ©
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Figura 4. Fotografia das placas de células 15 dias ap6s o tratamento com respectivamente (A)
DMSO 0.1%; (B) CINAM 2 uM; (C) CINAM 4 uM.

Nos presente estudo, também foi realizada anélise das diferentes populacdes
distribuidas nas diferentes fases do ciclo celular. De acordo com os resultados obtidos
por citometria de fluxo, apresentados na figura 5, houve aumento significativo de
células na populacdo SubG1 quando as culturas foram tratadas nas concentracoes
2 uM e 4 uM do complexo CINAM por 24 horas. O mesmo perfil de distribuicéo foi
verificado quando as culturas foram tratadas por 48 horas. O acumulo de células em
SubG1 é um indicativo de citotoxicidade, uma vez que essa populacao é constituida
por células com fragmentacdo do DNA caracteristica de morte celular (Soares et al
2013). Resultado semelhante de numero significativo de células na regiao SubG1 do
ciclo celular foi também apresentado por Li et al (2014) apds tratamento da linhagem
A549 com ruténio complexado a moléculas de polipiridina.
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Figura 5. Andlise de progressao do ciclo celular da linhagem A549 tratada com o complexo
CINAM nas concentracdes 2 yM e 4 uM apds 24 e 48 horas de tratamento além de tratamento
com controle DMSO 0,1%. ***p<0,001 de acordo com a analise de varidncia ANOVA e pés-teste
de Tukey.

41 CONCLUSAO

A busca por compostos igualmente ou mais citotoxicos que a cisplatina porém
com maior seletividades as células tumorais é de extrema importancia para a medicina
atual visto a grande quantidade de efeitos adversos que esse quimioterapico causa
ao organismo do paciente em tratamento contra o cancer (Uehara 1998). O Composto
CINAM, como demonstrado nos resultados apresentados, se mostrou positivo quanto
ao seu efeito citotdxico nas células tratadas, provocando aumento do numero de
inviaveis apos o tratamento. Houve notavel seletividade em relagédo tratamento com
células nao tumorais, que pode ser observado pelo elevado valor de IS em relagéo &
cisplatina. O composto apresentou também um caréater antiproliferativo, diminuindo

Capitulo 5




drasticamente o numero de colbnias contabilizadas ap6s o tratamento em diferentes
concentracoes.

Estudos futuros com o CINAM poderdo tentar explicar exatamente os
mecanismos moleculares envolvidos com os efeitos antiproliferativo e citotéxico do
mesmo observados no presente estudo, além da fragmentacdo de DNA obtida por
meio do tratamento com CINAM, que pode ser um indicio de indug&o de morte celular
programada.
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