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RESUMO

O cancer destaca-se pela alta incidéncia e mortalidade. O tratamento do cancer
compreende cada vez mais a quimioterapia combinada, ou seja, substincias antitumorais
agindo conjuntamente com as células do sistema imune, potencializando-as ou apenas
mantendo-as viaveis para exercerem sua func¢do. Dentre os tipos celulares que constituem o
sistema 1imunologico, os macrofagos sdo apontados como os principais elementos do
organismo de combate aos tumores. Os macrofagos ativados agem liberando produtos tais
como radicais de oxigénio (H,0O,) e nitrogénio (NO), interleucina-13 (IL-1B) e fator de
necrose tumoral (TNF-a), que sdo prejudiciais as células tumorais dependendo da
concentragcdo, além de sua agdo indireta através da secrecdo de interferon-gama (IFN-y).
Complexos de paladio(IT) sdo investigados hd décadas, destacando-se por sua potencialidade
como agente antitumoral. Neste trabalho avaliou-se a acdo dos compostos
[Pd(dmba)(X)(dppp)] (X= SCN, NCO, N3 ou Cl) sobre as células tumorais de Ehrlich e
macrdfagos in vitro, utilizando como padréo a cis-platina (Cis-Pt). Para tanto, foram realizados
ensaios para determinacdo do indice de citotoxicidade mediano, o ICsy, para cada composto
pelos periodos de 24 e 48h e com base em tais concentracdes investigadas para os macréfagos
verificou-se a produgdo e/ou inibigdo de NO e H,0,, além das citocinas TNF-a, IFN-y e IL-1
bem como a atividade citotoxica/citolitica. Os compostos demonstraram ser agentes
promissores por seus efeitos sobre as células tumorais e imunes, muitas vezes de forma igual

ou superior a Cis-Pt, droga de uso corrente na quimioterapia do cancer.
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ABSTRACT

The cancer is a disease with high incidence and mortality. The cancer treatment
involves the combinated chemotherapy wich one involves antitumour substances acting along
with the immune cells, stimulating or only keeping them able to act in the immune response.
Between the cell types that belong to the immunological system, the macrophages are
considered the main elements of the body that can act against tumours. The activated
macrophages act releasing substances like oxygen (H,O,) and nitrogen (NO) radicals,
interleukin-1 (IL-1) and tumour necrosis factor alpha (TNF-a), wich are not beneficial to the
tumour cells in some concentrations, besides its indirect action towards interferon-gama
(IFN-y) release. Palladium(I) complexes are employed in many studies to verify its
antitumour properties. For example we can describe the four following compounds:
[Pd(dmba)(X)(dppp)], X= SCN, NCO, N3 or Cl. This work had as goal the evaluation of the
action of such compounds towards Ehrlich tumour cells, macrophages and lymphocytes in
vitro, employing cis-platin (Cis-Pt) as standard. The following parameters were evaluated: the
cytotoxic index (ICsp) of each compound after 24 and 48h incubation for Ehrlich tumour cells,
macrophages and lymphocytes; the immunological behaviour of the compounds in the
concentrations previously determined such as NO and H,O, production or inhibition, besides
the cytokines TNF-a, IFN-y and IL-1 as well as the cytotoxic/cytolitic activity. The
compounds presented a good behaviour, based on their efects towads tumour and immune

cells, many times like or even better than cis-Pt, standard drug in cancer chemotherapy.



X1l

LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 Esquema de formacdo do anel ciclometalado...........cccccoceenirininnnnne. 5
Figura 2 Efeito dos compostos na produgdo de perdxido de hidrogénio em
culturas de células peritoneais...........ccueeevreeriieeriie e 37
Figura 3 Produc¢do de oxido nitrico em culturas de células peritoneais
T4 (S 1<) 0L PSPPSR 41
Figura 4 Produgdo de TNF-a nos sobrenadantes das culturas de células
AACTEINILES. ...ttt ettt ettt et se b seebe s seesesseneens 45
Figura 5 Produgdo de interleucina-1f nos sobrenadantes das culturas de
CEIULAS AARTENLES. .....eeuveiieiiiieeiiee e 48
Figura 6 Producdo de IFN-y nos sobrenadantes das culturas de linfocitos
extraidos de linfonodos...........coeeiiiiniiiiniini 51

Figura 7 Medida da atividade citotoxica mediada pelas células aderentes......... 54



XV

LISTA DE TABELAS
Tabela 1 Efeito do solvente DMSO na viabilidade das células tumorais,

aderentes € [INFOCILOS. ......c.uvevuiiiiiiieciie e e 32
Tabela 2 Valores de 1Csy dos compostos para as células tumorais de Ehrlich

apos 24 0u 48h de EXPOSIGAOD....c.veereiierieiieeiieiie et eee e e seeeebeesreees 33
Tabela 3 Valores de ICsy dos compostos para as células aderentes peritoneais

de camundongos portadores do tumor sélido de Ehrlich apés 24 ou

48N d@ EXPOSICAO. ...eeuvieeiiieiieriieeiieriie et etee e eteesae e bt e seeeebeesseeenseensees 34
Tabela 4 Valores de ICsy dos compostos para os linfocitos totais dos

camundongos portadores do tumor sélido de Ehrlich apds 24 ou 48h

14 S € 101 o o SRS 34
Tabela 5 Efeitos dos compostos na producdo de peroxido de hidrogénio em

culturas de células peritoneais. ..........ccveeevreeriieeeniieeiee e 38
Tabela 6 Efeitos dos compostos na produgdo de 6xido nitrico em culturas de

CEIULAS AARTENLES. ... eeueeiienieeiieieee e 42
Tabela 7 Porcentagem de inibi¢do dos compostos sobre a produgdo de H,O,

em células peritoneais de camundongos portadores do tumor so6lido

de Ehrlich apods exposi¢do ao ICsy de 24(B) ou 48(A) h........coeuveeennee. 43
Tabela 8 Porcentagem de inibicdo dos compostos sobre a producdo de NO em

células aderentes de camundongos portadores do tumor sélido de

Ehrlich apos exposi¢ao ao ICsy de 24(A) ou 48(B) h...coveeeiieiieinnnen. 43
T Efeito dos compostos na producdo de TNF-a em culturas de células

abela 9

AAETENTES. ...ttt ettt et 46
Tabela 10 Efeito dos compostos na produgdo de IL-13 em culturas de células

AAETENTES ....vvviieiieeeiiie et ettt e e ete e et eeesbe e e reeestaeeebaeesnseeeesseeenenas 49

Tabela 11 Efeitos dos compostos na produgdo de IFN-y em culturas de Infécitos 52
Tabela 12 Citotoxicidade de células aderentes apds exposi¢cdo aos compostos..... 55



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

°C: Graus Celsius

CO;,: Dioxido de Carbono
NaOH: Hidréxido de sodio
H,S0,: Acido sulftrico
NaCl: Cloreto de sodio
NH4CI: Cloreto de amonio
H,0,: perdxido de hidrogénio
O,": anion superdxido
ONOQ: Peroxinitrito
OH: {on hidroxila
NaNO,: Nitrito de sddio
NO: Oxido nitrico

MTT: Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazdlio

Con A: Concanavalina A

ELISA: Enzyme linked immunosorbent assay
LPS: Lipopolissacarideo

BSA: Soro albumina bovina

PBS: Solugio salina tamponada de fosfatos
PBS-T: Solu¢do salina tamponada de fosfatos-Tween
SDS: Duodecil sulfato de sédio

PMA: Phorbol 1, 2 —myristate 13-acetate
ERNs: Espécies reativas de nitrogénio
EROs: Espécies reativas de oxigénio

ROIs: Resativos intermedidrios de oxigénio
RNIs: Reativos intermediarios de nitrogénio
NOS: Oxido nitrico sintase

iNOS: Oxido nitrico sintase induzivel
NADPH: Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase
NADH: Nicotinamida adenina dinucleotideo
TNF-a.: Fator de necrose tumoral alfa

IL: Interleucina

IFN-y: Interferon-gama

N: Normalidade

nmols: Nanomols

pg: Picogramas

pumols: Micromols

mg: Miligramas

mL: Mililitros

ug: Microgramas

uL: Microlitros

uCi: Micro quirri

umol.L'l/ uM: Micromolar

mM: Milimolar

g: Gramas

h: Hora

min.: Minutos

xg: Gravidade

v/v: Volume/volume

XV



cm’: Centimetros clibicos

L: Litro

ICso: Indice de citotocidade mediano
UV: Ultravioleta

RPMI: Meio de cultura

DMSO: Dimetilsulfoxido

dmba: N, N- dimetilbenzilamina
dppp: 1,3-bis(difenilfosfina)propano
NK: Natural Killer

Timidina-H*: Timidina triciada
ANOVA: Analise de varidncia

C+: Controle positivo

C-: Controle negativo

DP: Desvio-padrao

AP-1: Proteina transcricional

NF- «: Fator nuclear kappa beta
RNA: Acido ribonucléico

DNA: Acido desoxirribonucléico
p-1s. TSCN : Tiosemicarbazona p-isopropilbenzaldeido

XVI



Capitulon,



I. INTRODUCAO

O cancer, nome genérico dado ao grupo de condi¢des clinicas originadas pelo
crescimento descontrolado de células em alguma parte do corpo, ¢ uma doenga que afeta
milhdes de individuos (PIVETTA, 2004).

Dentre os tipos de cancer, o de mama destaca-se como sendo o segundo mais
freqiiente no mundo e o primeiro entre as mulheres. O numero de casos novos de cancer de
mama esperados para o Brasil em 2006 foi de 48.930, com um risco estimado de 52 casos a
cada 100 mil mulheres (BRASIL, 2006).

O cancer ¢ tratado por cirurgia, radiacdo, hormdnios, imunoterapia e quimioterapia
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2006), sendo que a quimioterapia é geralmente o
tratamento aplicado para mulheres com cancer de mama resistentes a hormonios, metéstase ou
doenga de rapido desenvolvimento (DECATRIS et al., 2004). Uma das tentativas de inibir o
crescimento desta doenga ¢é deter o fluxo de informagdo genética, sendo o DNA considerado o
principal alvo de agdo direta dos varios agentes anticancerigenos utilizados (BAKHTIAR e
OCHIACHI, 1999), como ¢ o caso da cis-platina (Cis-Pt). A descoberta da atividade bioldgica
da cis-diaminodicloroplatina(Il) e da cis-diaminotetracloroplatina(IV), cis-[PtCl,(NH3),] e
cis-[PtCl4(NHj3),], respectivamente, na década de 1960 deu-se por Rosenberg (ROSENBERG
et al., 1969).

Testes clinicos iniciais realizados por Hill e Speer no ano de 1971 mostraram que a
cis-Pt ¢ ativa contra certas malignidades (HILL e SPEER, 1982). Por mais de 25 anos a Cis-Pt
continuou desempenhando um importante papel dentre os agentes citotoxicos no tratamento
de doengas epiteliais. A cis-Pt, geralmente em combinagdo com outras drogas, estd sendo
utilizada como quimioterapico de primeira linha contra canceres de pulmio, cabeca e
pescogo, ovarios, esdfago, estomago, colon, bexiga, testiculos, cérvice, utero € como

tratamento de segunda linha contra a maioria dos canceres em estagio avangado como cancer



de pancreas, figado, rim, prdstata bem como glioblastomas, melanomas metastaticos, e
mesoteliomas peritoneais ou pleurais (STATHOPOULOS et al, 1999; BOULIKAS e
VOUGIOUKA, 2004). A terapia com Cis-Pt é considerada o tratamento de escolha na
quimioterapia do cancer cervical, em combina¢do com a radioterapia. A eficiéncia da cis-Pt
esta relacionada ao seu principal mecanismo de atuagdo: sua capacidade de se coordenar ao
DNA gendmico, deformando, desenrolando ou distorcendo a dupla-hélice do DNA. Tal
mecanismo se da pela formacdo de adutos com o DNA, sendo que a maioria dos adutos
formados pela cis-Pt e 0o DNA s3o bem conhecidos, nos quais os dois atomos de cloro da cis-
Pt s@o substituidos por 4&tomos de nitrogénio da posi¢do N(7) das bases purinicas adjacentes,
fato que estd relacionado a seu efeito citotdxico (KOMEDA et al., 2003).

O principal mecanismo da citotoxicidade da cis-Pt provém de sua capacidade em
reagir mono ou bi-funcionalmente com o DNA. A cis-Pt induz os ligagdes cruzadas intra-
filamentos do 1,2- d(GpG) ¢ d(ApG), comprometendo 90% dos adutos da cis-Pt (BELLON et
al., 1991). Em menor proporgdo, a Cis-Pt induz ligagdes cruzadas intra-filamentos do 1,3-
d(GpTpG) (BURSTYN et al., 2000; LEE et al., 2002; JUNG e LIPPARD, 2003). Como
exemplo, pode-se citar a ligacdo cruzada 1,2-intra-filamentos promovida pela cis-Pt em
células de cancer testicular que, em conjunto com complexos do antigeno prostatico
especifico, parece aumentar a sua citotoxicidade devido ao bloqueio do reparo de tais lesdes,
presumivelmente mais eficaz que em outros tecidos; isto poderia explicar a efetividade da cis-
Pt contra o cancer testicular (ZAMBLE et al., 2002).

Entretanto, sua utilizagao clinica continua ndo pode ocorrer devido as reagdes adversas
severas decorrentes deste uso, as quais incluem toxicidade aguda como ndusea e vomito, e
efeitos adversos cronicos como nefrotoxicidade, ototoxicidade (BOULIKAS, 2004) e
neurotoxicidade (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2006; DECATRIS et al.,, 2004). A
neurotoxicidade da cis-Pt ¢ um de seus principais fatores limitantes em decorréncia da perda

de senso de vibragdo, parestesia e ataxia sensorial resultante apds varios ciclos de tratamento.



A ototoxicidade ¢ também um efeito adverso limitante da administracdo da cis-Pt devido a
sua propensdo a induzir a destrui¢do das células ciliadas e neuronios no sistema auditivo.

Ainda, a cis-Pt induz o estresse oxidativo nas células do tubulo renal levando a morte
por apoptose (SCHAAF et al., 2002). Outros efeitos colaterais incluem a toxicidade
gastrointestinal e astenia. (VERMORKEN et al., 1983; LAURELL e BAGGER-SJOBACK,
1991; Mc KEAGE, 1995; DEVARAIJAN et al., 2002). A cis-Pt é a que mais provoca emese
dentre as drogas antitumorais de uso comum; a emese aguda ¢ mediada pela liberagcdo de
serotonina pelas células mucosas tipo enterocromafina encontradas na parede do estdmago e
estimulacdo de receptores 5-Ht3 para serotonina (McKEAGE, 1995). Além disso, o alto
potencial mutagénico da Cis-Pt aumenta a preocupacdo de que seu uso na quimioterapia do
cancer possa ser responsavel por malignidades secundarias, as quais t€ém sido observadas em
animais e alguns pacientes tratados com tal droga (ALY et al., 2003).

Muitos dos efeitos adversos da cis-Pt sio amenizados, na maioria dos casos, com a
associacdo com outras drogas. Como exemplo pode-se citar a hidratagdo com salina para
evitar o dano tubular renal severo que leva a redugdo da filtragdo glomerular causado pela
cis-Pt (Mc KEAGE, 1995). Porém, um outro aspecto limitante do uso da Cis-Pt e que ndo se
pode evitar, é que alguns tumores apresentam resisténcia natural a esta, enquanto outros
desenvolvem esta resisténcia apos o inicio do tratamento. Tal resisténcia natural ou apds
tratamento continuo ocorre devido a pelo menos trés mecanismos basicos: (a) reducdo do
transporte através da membrana celular (WAUD, 1987), (b) forte ligagdo para inativar
ligantes tiolato dentro das células (MEIJER et al., 1990) e (c) existéncia de enzimas que
promovem reparo das lesdes no DNA causadas pela platina (EASTMAN e SCHULTE, 1988).

Estas e outras desvantagens associadas com a toxicidade da Cis-Pt sdo as maiores
motivagdes para o desenvolvimento de novas drogas antitumorais (WONG e
GIANDOMENICO, 1999) contendo outros ions metalicos como o paladio(II) (COSTA, 2004;

DE ALMEIDA et al., 2005; NAVARRO et al., 2006). Nas duas ultimas décadas, o interesse



em compostos contendo platina(Il) e paladio(I) tem aumentado a fim de se obter drogas
constituidas por metais exibindo elevada atividade antitumoral além de reduzida
citotoxicidade em comparagdo a Cis-Pt e compostos analogos (ALVERDI et al., 2004). Assim,
apesar da efetividade da cis-Pt ser alta, sua toxicidade justifica a demanda de melhores
formulagdes desta droga. Apds mais de 20 anos de pesquisa a fim de se melhorar a efetividade
da cis-Pt, centenas de drogas de platina investigadas resultaram na introdugio da carboplatina,
largamente utilizada e da oxaliplatina, somente utilizada em poucos tipos de cancer. Varios
compostos contendo platina, como por exemplo a nedaplatina, estdo sob avaliacdo clinica
(BOULIKAS e VOUGIOUKA, 2003).

Uma das estratégias basicas no desenvolvimento de novas drogas antitumorais a base
de metais de transi¢do consiste na sintese de complexos que, mesmo possuindo caracteristicas
estruturais similares a carboplatina ou a Cis-Pt, sejam capazes de provocar lesdes diferentes e
irreversiveis na molécula de DNA. No que se refere aos complexos de paladio, observa-se que
0s mesmos, em geral, possuem uma atividade antitumoral muito pequena quando comparados
aos complexos de platina, devendo-se isto a alta labilidade exibida pelos compostos de
paladio(IT) em meio biolégico (NAVARRO — RANNINGER et al., 1993a). Neste sentido, a
classe dos compostos orto-ciclopaladados tem despertado recentemente grande interesse na
aplicacdo dos mesmos como agentes antineoplasicos por produzirem complexos estaveis o
suficiente para permitirem uma eficaz a¢do da droga no organismo em concentracdes muito
baixas em relacdo aos compostos andlogos de platina (NAVARRO-RANNINGER et al.,
1993b; HIGGINS et al., 1993; CAIRES et al., 1999).

Os ciclometalados de paladio(Il) sdo empregados por nosso grupo de pesquisa na
obtencdo de espécies com grande potencial antineopldsico, os quais tém apresentado
resultados bastante promissores como aumento na expectativa de vida de camundongos
tratados com os compostos contendo paladio(Il) e na ativagcdo de macréfagos (ROCHA et al.,

no prelo).



O termo ciclometalado ¢ designado a compostos que possuem em sua estrutura um
anel com uma ligag¢do de coordenacdo entre um metal de transi¢do M e um atomo doador de
elétrons Y pertencente aos grupos 15 (N, P, As) ou 16 (O, S, Se) da tabela periddica, e uma
ligacdo covalente metal-carbono (ANANIAS et al., 2003). A ligagdo M-C ¢ formada pela
ruptura intramolecular de uma ligagdo C-H de um complexo de coordenacdo M—Y, sendo X

um halogénio ou um grupo alquil, como representado na figura 1.

N Y>H b /YJ
M . M + HX
/ \X / \C

Figura 1 - Esquema de formacao do anel ciclometalado.

A reatividade dos compostos orto-ciclometalados resulta numa ampla variedade de
espécies anidnicas, catidnicas ou neutras, investigando-se suas interacdes frente a ligantes
neutros tais como CO, piridinas e fosfinas; ligantes anidnicos como azida (Nj3'), cianato
(NCO), tiocianato (SCN"), cianeto (CN"), haletos (CI', F, Br, I'), entre outros (CAIRES e
MAURO, 1996).

Devido a sua reatividade, os orto-ciclometalados de paladio(Il) sdo empregados na
obtenc¢do de espécies com potencialidade antitumoral (CAIRES et al., 1999; DE ALMEIDA
et al., 2005; BINCOLETTO et al., 2005). Em estudo, o composto organometalico neutro
[Pd(C- dmba)(N3)(dppp)] derivado da reacgdo entre o orto-ciclopaladado de natureza dimérica
[Pd(dmba)N3], e a difosfina 1,3-bis (difenilfosfina) propano (dppp) apresentou uma grande
eficacia no combate a células tumorais humanas da linhagem C6 de glioma cerebral (CAIRES
et al., 1999).

A atividade antineoplésica destes complexos ¢ largamente investigada devido a sua
alta reatividade, aproximadamente 10° vezes maior que a da Pt(I) (FARREL, 1989;
NAVARRO-RANNINGER et al., 1996). A natureza do metal, dos ligantes que podem ser

cineticamente labeis ou inertes, bem como as propriedades eletronicas, cinéticas e estruturais



das moléculas podem ser minuciosamente moduladas para otimizar a atividade destes
complexos. Ligantes mono ou bidentados, com diferentes geometrias, a capacidade de formar
ou ndo ligagdes de hidrogénio e seus grupos funcionais potencialmente ativos sdo fatores que
influenciam na sua reatividade (QUIROGA et al., 1998).

Devido aos problemas significativos apresentados pela cis-Pt e derivados, ja citados
anteriormente, a pesquisa por drogas antitumorais tem caminhado em dire¢do ao
desenvolvimento estruturalmente racionalizado de novos compostos, como oS
organopaladados mononucleares investigados recentemente, [Pd(dmba)(X)(dppp)], dmba =
N,N-dimetilbenzilamina, dppp = 1,3-bis(difenilfosfina)propano, X = Cl, N3, NCO, SCN, os
quais promoveram a ativacdo de macrofagos (DE ALMEIDA et al., 2005). A coordenagdo de
determinados ligantes ao paladio(Il), tais como a N,N’-dimetilbenzilamina (dmba) ¢ a 1,3-
bis(difenilfosfina)propano (dppp), potencializou a atividade antitumoral de seus complexos.
No que diz respeito a nuclearidade dos complexos, a reacdo de clivagem dos dimeros de
formula geral [Pd(N,C-dmba)(u-X)],, X = CI, NCO, SCN ou Cl; empregando a difosfina
dppp, forneceu complexos de organopaladados de férmula geral [Pd(C-dmba)(X)(dppp)].
Estes, por sua vez, em trabalho realizado em nosso laboratério, tiveram suas citotoxicidades
avaliadas frente a culturas de macrofagos peritoneais murinos e células de tumor mamario
experimental in vitro da linhagem LMM3 apresentando potenciais citotdxicos similares ou
superiores a Cis-platina (COSTA, 2004).

Como em toda investigacdo clinica com compostos quimicos, antes de se iniciar e
realizar fases de farmacologia clinica impde-se a execu¢do de estudos pré-clinicos em
laboratorio, fazendo-se necessaria a utilizagdo de modelos experimentais em animais para
testar novos compostos que possam se tornar farmacos. Um modelo muito empregado nesta
vertente € que foi empregado no presente estudo, € o tumor de Ehrlich transplantado em
camundongo (SAAD-HOSSNE et al., 2004). Tal modelo tumoral é empregado na pesquisa de

variadas substdncias, como em ensaios para determinac¢do das atividades citotoxicas de



alcaldides e flavondides de duas espécies do género Solanum (ESTEVES-SOUZA et al.,
2002); na avaliagdo in vivo das atividades antitumorais do iodoacetato ¢ do dimetilsulféxido
(FAHIM, et al., 2003); e na verificagdo da contribuicdo do 6xido nitrico na citotoxicidade
relacionada a doxorubicina (SAYED-AHMAD et al., 2002).

O tumor de Ehrlich ¢ originalmente um tumor mamadrio, que foi isolado no final do
século XIX e descrito em 1905 por Paul Ehrlich (EHRLICH e APOLANT, 1905) e em 1932
foi transplantado com sucesso para a cavidade peritoneal de camundongos, sendo mantido
mediante repiques sucessivos (LOEWENTHAL e JAHN, 1932). Acredita-se que apesar da
adaptacdo das células tumorais de Ehrlich a cavidade peritoneal e ao tecido subcutaneo, estas
ainda possam manter suas caracteristicas primarias de célula tumoral mamaria. Esse tumor
apresenta a caracteristica de se desenvolver em qualquer linhagem de camundongos, de ndo
regredir espontaneamente (SIGIURA, 1965), e ter rapido crescimento (SILVA et al., 1997). O
tumor de Ehrlich, em camundongos, apresenta crescimento tumoral definido pela dose de
células implantadas, o que permite certo grau de controle (SAAD-HOSSNE, 2002).

O cancer, tratando-se de um processo patoldgico, pode provocar uma resposta
imunoldgica (KILLION e FIDLER, 1994). As células do sistema imune do hospedeiro
capazes de promover defesa contra os tumores sdo as células natural killer (NK) ativadas,
células T, e macréfagos ativados (FILEP et al., 1996). Os macréfagos constituem-se em um
dos principais componentes do sistema imunologico e s3o as primeiras células a serem
ativadas para participar de uma resposta imunoldgica propriamente dita quando o organismo ¢
exposto a fatores exogenos, em uma inflamagdo aguda ou cronica como traumas teciduais,
infecgdes, desordens autoimunes e cancer através da secre¢do de quimiocinas e citocinas. Pelo
menos ha duas décadas, os macréfagos tém sido apontados como os principais elementos
presentes no organismo de combate aos tumores. Nos tecidos tumorais, estas células formam
um importante componente do estroma, mas seu papel na regulacdo do crescimento tumoral

ainda ndo esta claro. Os mondcitos infiltrados no tumor bem como aqueles circulantes no



sangue demonstram niveis variados de citotoxicidade que podem estar relacionados com o
microambiente em que se encontram (KLIMP et al., 2002; NATH et al., 2006).

Evidéncias indicam que macréfagos ativados sdo capazes de destruir células tumorais,
incluindo aquelas que sdo resistentes a drogas citostiticas. Os macrofagos podem
desempenhar um papel indireto nas atividades antimicrobianas e antitumorais mediante
secrecdo de citocinas ou pelo processamento e apresentagdo de antigenos e assim ajustar o
sistema imunoldgico ou ainda acompanhar este processo de maneira direta, através da
liberagdo de produtos tais como radicais de oxigénio e nitrogénio e fator de necrose tumoral,
que sdo prejudiciais aos microrganismos e células tumorais, dependendo da concentragdo
liberada (EBERHARDET, 2001; JANEWAY, 2006).

Os macréfagos respondem a um grande espectro de estimulos enddgenos e exdgenos,
sendo em particular o LPS (lipopolisacarideo) muito utilizado para tal finalidade. Dentre os
efeitos provocados pelo LPS, tém-se o aumento na producdo de citocinas como fator de
necrose tumoral (TNF), interferon-y (IFN-y), interleucina-1 (IL-1), expressdo da enzima 6xido
nitrico sintase induzivel (iNOS), secrecdo de oxido nitrico (NO), anion superoxido (02*%),
perdxido de hidrogénio (H,O,), além de regularem a expressdo de moléculas de adesdo na
superficie dos macréfagos (EBERHARDET, 2001; KLIMP et al., 2002).

Atualmente, a terapia do cancer compreende o uso de substincias que, além de
exercerem efeitos sobre as células tumorais, atuem no sistema imunologico, auxiliando no
combate aos tumores. Como exemplo, pode-se mencionar a agdo imunomodulatéria da Cis-
platina (KILLION e FIDLER, 1994). A cis-Pt é considerada um potente ativador de
macrofagos, exercendo multiplos efeitos sobre os mesmos, incluindo maior capacidade em
lisar células tumorais in vitro, produzindo uma maior quantidade de interleucina-1 (IL-1),
fator de necrose tumoral-a (TNF-a), espécies reativas de oxigénio (EROs), de nitrogénio

(ERNS), lisozimas e arginase (SHISHODIA et al., 1998).



Os fagocitos podem migrar até os sitios de inflamagdo direcionados por um processo
denominado quimiotaxia. Receptores especificos sdo encontrados na membrana dessas células
e a ligacdo fator quimiotatico/receptor pode desencadear uma série de eventos celulares e
bioquimicos, incluindo altera¢cdes no potencial de membrana e fluxo de ifons, rearranjo do
citoesqueleto, extravasamento do conteudo citoplasmatico, liberagdo de varios mediadores
como as citocinas e a indugdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERN5)
(HAMPTON et al., 1998; FORMAN e TORRES, 2001; LUM et al., 2002).

As espécies reativas de oxigénio (EROs), como o radical 4nion superdxido (02*),
perdxido de hidrogénio (H2O) e o fon hidroxila (OH'), sdo importantes na destruicdo de
microrganismos invasores e c€lulas cancerigenas. Durante a fagocitose, h4 um aumento no
consumo de oxigénio pelos neutrdfilos. Neste fendmeno, conhecido como explosdo
respiratdria, o O, € produzido pela reducdo de 1 elétron do O,, promovida pela nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), o doador especifico de elétrons. Uma porgdo
significativa do O, produzido ¢ liberada para o meio extracelular, onde ocorre uma
dismutacdo espontanea que resulta na formagao do H,O,. O peroxido de hidrogénio ultrapassa
facilmente as membranas biologicas, enquanto que o O, depende de canais anidnicos
(DAHLGREN e KARLSSON, 1999; HALLIWELL ¢ GUTTERIDGE, 1999).

A geragdo de H,O, ¢ um processo natural, resultante de varias reagdes especificas
essenciais a atividade celular. Entretanto, a liberacdo de quantidades significativas de H,O,
induz a quebra da fita de DNA e/ou perturbag@o no citoesqueleto da membrana, levando a
morte celular (RAMASARMA, 1990).

As espécies reativas de oxigénio podem lesar o tecido do hospedeiro especialmente na
vizinhanga do sitio inflamatoério. Tém-se relatado seu envolvimento em danos a tecidos
associados com doengas inflamatdrias incluindo a artrite reumatoide, aterosclerose, catarata,
diabetes mellitus, cancer, dentre outras (BERGENDI et al., 1999; KARPUZOGLU e

AHMED, 2006).
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O o¢xido nitrico (NO) e seus metabolitos, os reativos intermedidrios de nitrogénio
(RNIs), desempenham um papel importante em diversos eventos celulares, constituindo-se
numa das moléculas que exerce agdo citotoxica contra células tumorais (WINK e
MITCHELL, 1998). Dentre as moléculas efetoras liberadas pelos macréfagos que podem
causar dano nas células tumorais, o NO ¢ essencial para a citotoxicidade dos macrofagos
(LALA, 1998) e, em menor grau, para as células natural killer (NK) (FILEP et al., 1996)
Entretanto, ao mesmo tempo, existe forte evidéncia sugerindo que o NO produzido pelos
macrofagos inibe as respostas antitumorais dos linfocitos T citotoxicos in Vivo, provavelmente
através de seus efeitos citostaticos na proliferagdo das células T (MEDOT-PIRENNE et al.,
1999).

O NO ¢ formado nos macrofagos ativados como o produto da conversdo da L-arginina
em L-citrulina em uma reacdo catalisada pela enzima oOxido nitrico sintase (NOS). Esta
reacdo, assim como a explosdo respiratoria, envolve o consumo de oxigénio. O excesso de
NO causa estresse oxidativo, dano ao DNA, interrup¢do do metabolismo energético,
homeostase do célcio e fungdo mitocondrial. Todos esses disturbios podem levar a morte
celular por apoptose ou necrose, dependendo da severidade do dano (MARCINKIEWICKZ,
1997; GALLI et al., 2003).

O NO possui atividade antitumoral, mostrando promover inibi¢do da proliferacdo,
promocao da diferenciagdo e redug¢do da progressdo metastatica de alguns tipos de células
tumorais (GALLI et al., 2003). Conjuntamente, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e NO
sdo considerados os mediadores mais importantes envolvidos diretamente na morte de células
tumorais (OBERLING, 1997).

O crescimento tumoral associado com a inflamagdo ¢ dependente da ativagdo
endotelial e da infiltracdo de leucécitos induzidos pelas citocinas geradas pelo endotélio
ativado. Constatou-se que a inflamagao influencia no desenvolvimento do céncer, visto que a

enzima 6xido nitrico sintase (NOS) ¢ induzida por citocinas inflamatorias a produzir o 6xido
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nitrico, mediador essencial na resposta imune (HUSSAIN et al., 2004). Citocinas sdo
glicoproteinas de baixo peso molecular que sdo sintetizadas e secretadas especialmente por
fagocitos mononucleares e linfocitos T ativados apos diversos estimulos tais como células
tumorais, agentes infecciosos, etc. Elas agem em diferentes células-alvo adjacentes
(pleiotropismo) geralmente de maneira aditiva, sinérgica ou antagbnica. Em organismos
pluricelulares, as citocinas sd3o mediadores intracelulares que regulam a sobrevivéncia,
crescimento, diferenciacdo e as fungdes efetoras das células (HEINRICH et al., 1998). Assim,
ndo é surpresa que as citocinas afetem significativamente o crescimento dos tumores in Vivo.
Entretanto, elas também sdo produzidas por células cancerigenas e representam uma rede com
ampla variedade de constituintes funcionais e moleculares que podem agir como fatores
promotores ou inibidores do crescimento tumoral. Como elas afetam o crescimento e funcéo
das células imunocompetentes, podem ativar ou modular respostas antitumorais especificas ou
inespecificas (NICOLINI et al., 2006).

Dentre as citocinas envolvidas na resposta imunoldgica, a interleucina-1 (IL-1) e fator
de necrose tumoral-alfa (TNF-a) sdo as primeiras a serem secretadas, determinando a adesdo
ao endotélio e a migragdo trans-endotelial dos leucocitos (NATH et al., 2006). Sugere-se que
essas duas citocinas formam uma rede de fatores relacionados que podem afetar a progressao
celular tumoral de uma maneira cooperativa (BEN-BARUCH, 2003).

A IL-1PB € conhecida como um regulador-chave da resposta imune/inflamatdria. Ela ¢
produzida muito rapidamente durante a resposta inflamatoria e € conhecida por induzir a
expressdo de uma grande variedade de citocinas (EMERY e SALMON, 1991).

Sua ativagdo leva a uma cascata de citocinas pro-tumorigénicas, cujos sinais
secundarios induzem a expressio de numerosas atividades pré-tumorigénicas como, por
exemplo, a expressdo de IL-8, a qual vai contribuir subseqiientemente com a angiogénese,
proliferag¢do e invasdao tumoral (PANTSCHENKO et al., 2003). Estudo envolvendo IL-1B e

cancer de mama indicou que seus niveis foram significativamente maiores em carcinomas
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invasivos do que em carcinomas in Situ ou em lesdes iniciais, implicando que elevados niveis
de IL-1 s3o diretamente correlacionados com estidgios mais avancados da doenca (BEN-
BARUCH, 2003). Entretanto, estudos vém demonstrando o papel da IL-1 na modulagdo das
células cancerigenas bem como de células teciduais normais no microambiente tumoral tanto
in vitro quanto in vivo. (PANTSCHENKO et al., 2003).

O TNF-a estimula um amplo espectro de respostas celulares, incluindo a ativagéo e
migracdo de linfécitos e leucdcitos, febre, resposta de fase aguda, proliferagdo celular,
diferenciagdo e apoptose (TRACEY e CERAMI, 1993).

A exposicdo das células ao TNF-a pode resultar na ativagdo da cascata da caspase
causando apoptose (CHANG e YANG, 2000). Entretanto, mais comumente, a ligacdo do
TNF-a a receptores especificos causa a ativagdo de dois importantes fatores de transcrigao,
AP-1 e NF-«B, que por sua vez induzem genes envolvidos nas respostas inflamatorias agudas
e cronicas (BARNES e KARIN, 1997; KARIN et al., 1997).

O TNF-a pode induzir necrose tumoral através de dois mecanismos: pelo efeito
citotoxico direto em células tumorais e pela estimulagdo do sistema imune. Foi demonstrado
que o TNF-o induz morte por necrose ou apoptose em algumas células tumorais humanas
primdrias e em linhagens celulares tumorais (CARSWELL et al., 1975; AGGARWAL e;
NATARIJAN, 1996), incluindo linhagens de cancer de mama (BEN-BARUCH, 2003),
melanoma maligno e sarcoma de tecidos moles dos membros (LAKE et al., 2003).

A ativagdo dos macrofagos pode também ser induzida por outras citocinas,
principalmente o interferon-gama (IFN-y). O IFN-y possui vdrias atividades biologicas que
sdo consideradas grandes determinantes da efetividade do sistema de defesa inespecifica do
hospedeiro (GRESSER, 1997).

O IFN-y é responsavel pelo aumento da liberagcdo de IL-1, da atividade citotdxica, da

explosdo respiratdria e da secre¢do de NO. Embora somente o IFN-y possa ativar macrofagos
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murinos (LIEW et al., 1991; VERDOT et al.,, 1996) bem como outras células, como
fibroblastos (WERNER-FELMAYER et al., 1990) ou neutrofilos (YAMASHITA et al., 1997)
a produzir niveis elevados de NO, a formag¢ao do NO pode ser potencializada pelo TNF- a ou
IL-2 (COX et al., 1992; DENG et al., 1993; WEISZ et al., 1994). Em estudo verificou-se que
o IFN-y ndo induz a produgdo de NO sozinho, o TNF-a induzido em resposta ao estimulo do
proéprio IFN- y é também um pré-requisito (FRANKOVA e ZIDEK, 1998).

Enfim, muitos mecanismos antitumorais tém sido atribuidos ao IFN-y. Estudos
demonstraram que os linfocitos e o IFN- y colaboram na prote¢do contra o desenvolvimento
de sarcomas induzidos e carcinomas epiteliais espontdneos e também na selecdo por células
tumorais com reduzida imunogenicidade (SHANKARAN et al., 2001); também verificou-se
que esta citocina apresentou a capacidade de inibir o crescimento de células de cancer de
mama (RUIZ-RUIZ et al., 2000). Essa propriedade vem ao encontro com dados experimentais
nos quais camundongos deficientes em IFN-y desenvolveram mais tumores em resposta a
agentes quimicos carcinogénicos do que em camundongos normais (DRANOFF, 2004).

A reagdo tumoricida in vitro de macréfagos representa um mecanismo de defesa
do hospedeiro para o controle e erradica¢do de doenga neopldsica (ADAMS e HAMILTON,
1984; KLOSTERGAARD et al., 1991). Atualmente reconhece-se que macréfagos podem ser
ativados e tornarem-se citotoxicos para células tumorais fenotipicamente diferentes, incluindo
células resistentes a morte por outros componentes do sistema de defesa do hospedeiro e
drogas anti-cancer. A ativac¢do de células das séries macrofago-histiocito aumenta a defesa do
hospedeiro contra o cancer. Muito de nosso conhecimento sobre os mecanismos pelos quais
os fagocitos mononucleares destroem essas células ¢ obtido através de investigagdes tais
como observagdes morfoldgicas, inibicdo do crescimento do tumor e liberagdo de
radioatividade pela célula alvo entre outras (FIDLER e SCHROIT, 1988).

Com base no exposto anteriormente, neste trabalho buscou-se avaliar a citotoxicidade

de complexos organometalicos de paladio(Il) de formula geral [Pd(C-dmba)(X)(dppp)], sendo



14

X= SCN, NCO, N; ou Cl, e de seus ligantes N,N-dimetilbenzilamina (dmba) e 1,3-
bis(difenilfosfina)propano (dppp) isoladamente, frente a células tumorais de Ehrlich in vitro.
Verificou-se ainda a ag@o de tais classes de compostos sobre a ativacdo de macrofagos
peritoneais obtidos de camundongos portadores do tumor solido de Ehrlich a fim de constatar
suas propriedades imunoldgicas. Nestes ensaios, empregou-se a Cis-platina (Cis-Pt) como

padrio de comparagdo dada sua atividade antitumoral e imunomoduladora.
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II. OBJETIVOS

2.1. Geral

Sabendo que compostos de paladio(Il), de féormula geral [Pd(C-dmba)(X)(dppp)], X=
haleto ou  pseudo-haleto, dmba=  N,N-dimetilbenzilamina e dppp= 1,3-
bis(difenilfosfina)propano, apresentaram atividade citotoxica/citolitica in vitro frente a
linhagem tumoral LMM3 (COSTA, 2004) e frente a células de glioma cerebral (CAIRES et
al., 1999) e/ou imunologica (DE ALMEIDA et al., 2005; ROCHA et al., no prelo), o presente
trabalho teve como objetivo avaliar a a¢do de compostos analogos e/ou idénticos aos
compostos utilizados nos estudos relatados acima sobre células da linhagem tumoral de

Ehrlich, macrofagos e linfécitos in vitro.

2.2. Especifico

Utilizar os compostos de formula geral [Pd(C-dmba)(X)(dppp)], X=Cl, SCN, NCO, N3,

além dos ligantes dmba ¢ dppp isoladamente e a cis-platina (Cis-Pt) sobre células

tumorais, aderentes e linfocitos obtidos de animais portadores de tumor de Ehrlich. Para

tanto se determinou:

a) o indice de citotoxicidade mediano (o ICsp) sobre as células acima descritas;

b) a producdo e/ou inibicdo da producdo de 6xido nitrico (NO) e de perdxido de
hidrogénio (H»O) utilizando células aderentes;

c) a produgdo das citocinas: fator de necrose tumoral-o (TNF-a) e interleucina-13
(IL-1B) pelas células aderentes e interferon-y (IFN-y) pelos linfécitos;

d) a atividade citotdxica/citolitica de células aderentes.



III. MATERIAIS E METODOS

3.1.Delineamento experimental
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3.1.1. Obtencio das células tumorais de Ehrlich para os ensaios in vitro e inoculagio dos

animais

Camundongo portador do tumor
de Ehrlich na forma ascitica

Isolamento e ajuste das células
tumorais de Ehrlich

Ensaio de citotoxicidade dos Inoculagdo subcutanea dos
compostos sobre as células camundongos com as células
tumorais de Ehrlich tumorais de Ehrlich
Determinacdo do indice de Crescimento do tumor de
citotoxicidade mediano (I1Cso), Ehrlich na forma so6lida
dos compostos, ligantes e Cis-Pt (Volume final=0,5 cm®)
em células tumorais de Ehrlich
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3.1.2. Obtencido das células aderentes peritoneais e linfocitos de camundongos

portadores do tumor solido de Ehrlich

Crescimento do tumor de Ehrlich na forma solida
(Volume final=0,5 cm®)

!

Inoculag@o dos camundongos normais e portadores do
tumor s6lido com tioglicolato de sodio a 3,0%.

!

Sacrificio apos 3 dias

!

Isolamento e ajuste das células aderentes peritoneais e
dos linfocitos linfonodulares.

!

Ensaio de citotoxicidade dos compostos, ligantes e Cis-Pt
sobre as células aderentes e linfdcitos.

!

a) Determinacdo do ICsg para células aderentes e linfocitos;

b) Determinagdo dos niveis de NO e H,O; nos sobrenadantes das culturas;
¢) Medida da atividade citotoxica mediada pelas células aderentes;

d) Determinacdo dos niveis de citocinas nos sobrenadantes das culturas.
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3.2. Complexos organometalicos

Os complexos organometalicos utilizados neste trabalho foram sintetizados no
Laboratério de Organometélicos e Quimica de Coordenagdo pelo Dr. Eduardo Tonon de
Almeida (DE ALMEIDA, 2002), sob a supervisdo do Prof. Dr. Antonio Eduardo Mauro, no
Departamento de Quimica Geral e Inorganica do Instituto de Quimica de Araraquara. Os
métodos para obtengdo dos complexos estdo descritos na literatura (DE LUCCA NETO et al.,
1999; CAIRES et al., 1999; DE ALMEIDA et al., 2005).

Os compostos utilizados foram: [Pd(C-dmba)(SCN)(dppp)], denominado SCN; [Pd(C-
dmba)(NCO)(dppp)], denominado NCO; [Pd(C-dmba)(N;)(dppp)], denominado Nj; [Pd(C-
dmba)(Cl)(dppp)], denominado Cl. Deve-se mencionar que os ligantes dmba (N,N-
dimetilbenzilamina) e dppp [1,3 — bis(difenilfosfina)propano] também foram investigados
isoladamente.

Também se utilizou a cis-platina (cis-Pt) , fabricada por F H Faulding & Companhia
Ltda — Australia; lote: M191881, gentilmente cedida pelo Centro Oncologico da Regido de

Araraquara (CORA).

3.2.1. Preparo das solu¢des-mie dos complexos

As massas das amostras foram solubilizadas em dimetilsulféxido [(DMSO), Merck,
Alemanha] tratado conforme métodos convencionais (PERRIN et al., 1993). As solu¢des-mae
foram preparadas numa concentracdo de DMSO (Merck, Alemanha) tal que, em cada
concentragdo desejada dos compostos, a concentragdo final deste fosse de 0,3% v/v
(DMSO/RPMI), tanto nos testes com células tumorais de Ehrlich como os macrofagos
peritoneais e linfocitos obtidos de camundongos portadores do tumor de Ehrlich na forma
solida. As solu¢des-mie foram diluidas em meio de cultura RPMI — 1640 suplementado com
5% de soro fetal bovino, 100pg/ml de estreptomicina, 100 U/ml de penicilina e 5x10% m P -

mercaptoetanol, designado como RPMI - Completo [(RPMI — 1640 — C), Sigma Chemical
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Co., EUA] momentos antes de cada ensaio. Empregaram-se concentra¢des 1.10” mol.L™,
1.10* mol.L™", 1.10° molL" e 1.10° mol.L" nas investiga¢des prévias. Posteriormente,
foram empregadas concentracdes variando de 1 a 100 pumol.L"' para determinacdo da
viabilidade celular frente a culturas de células tumorais, macrofagos e linfocitos. Dependendo
dos resultados, os intervalos de concentragdo variaram para cada espécie organopaladada

testada.

3.3. Animais

Utilizaram-se camundongos ndo isogénicos tipo Swiss, fémeas de seis semanas,
pesando entre 18 e 25g, fornecidos pelo Biotério Central da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas — UNESP — Campus de Araraquara. Os animais foram mantidos em gaiolas de
policarbonato, com agua e rag¢do (Purina) ad libitum em local climatizado, (23 + 2°C, 56 + 2%
de umidade relativa do ar), com controle de claro e escuro a cada periodo de 12h. Todos os
procedimentos com animais foram conduzidos conforme parecer do Comité de Etica local

(parecer n°59/2004).

3.4. Linhagem celular tumoral utilizada e manutencio do tumor in vivo

O modelo tumoral empregado foi o tumor de Ehrlich na forma sélida. A manutenc¢édo
das células tumorais no laboratério se deu na forma ascitica in vivo através de repiques
semanais. Para manuten¢do do tumor in vivo, 1x107 células tumorais em um volume de 0,2
mL foram inoculadas intraperitonealmente em camundongos receptores, a cada 7 dias,

segundo metodologia descrita na literatura (FECCHIO et al., 1990).
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3.4.1. Inoculac¢io das células tumorais
Os camundongos, apo6s assepsia local com éalcool iodado, foram inoculados
subcutaneamente com 0,1 mL da suspensdo tumoral ajustada na concentragio de 1x10’

células tumorais/mL em PBS.

3.4.2. Determinacio do volume dos tumores

Uma vez iniciado o desenvolvimento dos tumores, foram realizadas medidas semanais
dos didmetros das massas tumorais da seguinte maneira: cada animal teve a pele esticada na
regido abdominal para facilitar a visualizagdo do nddulo e também auxiliar na medida do
comprimento do mesmo com o auxilio de paquimetro digital (Mitutoyo Sul Americana Ltda,
Ind. Bras.). Quando o volume tumoral havia atingido 0,5 cm’, os animais foram sacrificados e
submetidos aos testes biologicos, sendo que para se determinar o volume tumoral utilizou-se a

seguinte formula (ZHOU et al., 1995):

V (em’) = 0,523 X comprimento X largura X altura

3.5. Obtencao de células tumorais, peritoneais e linfocitos:
3.5.1. Isolamento das células tumorais de Ehrlich para os ensaios in vitro

Apos 5 dias de evolugdo do tumor, periodo no qual ainda nao havia influxo
significativo de células inflamatorias (FECCHIO et al., 1990), realizou-se o sacrificio dos
camundongos portadores do tumor de Ehrlich na forma ascitica em camara de CO, e estes
tiveram o fluido ascitico retirado assepticamente em fluxo laminar Classe 100 (Veco, Ind.
Bras.).

Para o preparo da suspensdo celular, esta foi primeiramente centrifugada duas vezes
com 5 volumes de cloreto de amdnio (NH4Cl, Labsynth Ind. Bras. Ltda) 0,17M (SLATER et

al., 1982), caso o fluido ascitico estivesse hemorragico, ¢ depois duas vezes com solucdo
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salina tamponada de fosfatos de pH 7,2, estéril (PBS) a 200xg durante 5 min.. Apods esse
procedimento, as células tumorais de Ehrlich sedimentadas foram ajustadas para os ensaios in
vitro (SAAD-HOSSNE et al., 2004).

As células tumorais sedimentadas foram ressuspendidas em 1,0 mL de meio RPMI —
1640 — C para os ensaios de citotoxicidade e/ou viabilidade celular in vitro, sendo ajustadas a
concentracdo de 1x10° células/mL (ESTEVES-SOUZA et al., 2002). O numero de células foi
determinado por contagem em cadmara hemocitométrica tipo Neubauer (Boeco, Alemanha)
utilizando-se o corante azul de Tripan. Em todos os protocolos, empregaram-se somente as

suspensdes que apresentaram viabilidade superior a 95%.

3.5.2. Obtencio de células peritoneais e dos sobrenadantes das culturas

Os animais inoculados com as células tumorais (volume tumoral= 0,5cm’) e animais
normais (ndo portadores de tumor) foram estimulados previamente pela inoculacdo
intraperitoneal de 3,0 mL de tioglicolato de sédio a 3,0% (Difco Lab. Ltda, EUA) trés dias
antes do sacrificio. Apds o sacrificio em cdmara de CO,, os animais tiveram a pele da regido
abdominal retirada assepticamente em camara de fluxo laminar classe 100 (Veco, Ind. Bras.)
e o peritoneo exposto. Em seguida, inoculou-se intraperitonealmente 5,0 mL de PBS e, apos
massagem peritoneal para garantir a obten¢do das células peritoneais, o liquido peritoneal
resultante foi coletado com seringa e agulha e transferido para um tubo conico estéril
(Corning, Inc., EUA) e centrifugado (Centrifuga Fanem, Ind. Bras.) a 200xg durante 5 min., o
sedimento celular obtido foi lavado trés vezes com 3,0 mL de PBS. Apds a ultima lavagem, as
células foram ressuspendidas em RPMI-1640-C para a contagem em camara hemocitométrica
tipo Neubauer (Boeco, Alemanha) e ajustadas as concentra¢des exigidas para a realizacdo de
cada teste imunoldgico (item 3.6).

Para a obtengdo dos sobrenadantes das culturas, 1,0 mL das suspensdes de células

peritoneais ajustadas a 5x10° células/mL em meio RPMI-1640-C foram distribuidas em placas
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de culturas de tecidos de 24 cavidades (Corning Inc., EUA) e acrescentado o mesmo volume
das solugdes dos diferentes compostos nas concentragdes de ICsg obtidas no periodo de 24 ou
48h de incubacdo, LPS (Sigma Chemical Co., EUA) (controle positivo) na concentragcdo de
10 pg/mL ou somente meio de cultura RPMI-1640-C (controle negativo) e as placas foram
incubadas a 37° C em estufa (Forma Scientific, EUA) com tensdo constante de 7,5% de CO,
por 24 ou 48h. Os sobrenadantes das culturas foram entdo coletados, centrifugados em
centrifuga refrigerada (Hettich, Alemanha), aliquotados em eppendorfs e estocados a —80°C

para posterior dosagem das citocinas TNF-a e IL-1.

3.5.3. Obtencio de linfocitos totais e dos sobrenadantes das culturas

Os animais, apds sacrificio em camara de CO,, tiveram os linfonodos inguinais,
mesentéricos e periadrticos extraidos assepticamente em camara de fluxo laminar classe 100
(Veco, Ind. Bras.) e transportados para uma placa de Petri estéril, na qual havia uma malha
estéril imersa em 3,0 mL RPMI-C, os linfonodos foram cuidadosamente macerados sobre tal
malha com o auxilio de pincas também estéreis para liberacdo das células. O conteudo da
placa foi aspirado varias vezes com auxilio de um pipetador automatico para obten¢do de uma
suspensdo celular homogénea. Apos este procedimento, as células foram transferidas para um
tubo conico estéril (Corning Inc., EUA) de 15 mL e centrifugadas em RPMI-C a 200xg por 5
min. As células sedimentadas foi acrescentado 1 mL de meio de RPMI 1640-C para contagem
em camara hemocitométrica tipo Neubauer (Boeco, Alemanha) através da técnica de exclusdo
com Azul de Tripan a 0,04%. Apds a contagem, as suspensdes celulares foram ajustadas a
concentracdo de 5x10° células/mL para determinagdo da citocina IFN-y.

Das suspensdes de células linfonodulares ajustadas a essa concentrag@o, foi distribuido
1,0 mL em placas de culturas de tecidos de 24 cavidades (Corning Inc., EUA) e
acrescentadas solucdes dos diferentes compostos nas concentracdes de ICsp de 24 ou 48 h e

Concanavalina A [(Con A), Sigma Chemical Co., EUA] como controle positivo na
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concentragdo de 0,5 pg/mL ou somente meio de cultura RPMI-1640-C (controle negativo) e
as placas foram incubadas a 37° C em estufa (Forma Scientific, EUA) com tensdo constante
de 7,5% CO; por 24 ou 48 h. Os sobrenadantes das culturas foram coletados, centrifugados
em centrifuga refrigerada (Hettich, Alemanha), aliquotados em eppendorfs e estocados a

-80°C para posterior dosagem da citocina IFN-y.

3.6. Viabilidade celular pela técnica de MTT (MOSSMAN, 1983)
3.6.1 Ajuste das concentracées das suspensdes de células tumorais, peritoneais e de
linfocitos

Todas as suspensdes celulares empregadas nos ensaios de viabilidade celular foram
ajustadas em meio RPMI-1640-C, sendo que as suspensdes de células tumorais foram
ajustadas a concentracdo de 1x10° células/mL; as suspensdes de células peritoneais e de

linfcitos foram ajustadas & concentracio de 5x10° células/mL.

3.6.2. Ensaio de viabilidade celular de células tumorais e de células aderentes.

Aliquotas de 100 pL das suspensdes celulares obtidas conforme item 3.5.2. ajustadas
as concentragdes previamente descritas no item 3.6.1., foram adicionadas em placas de 96
cavidades para cultivo de tecidos (Corning, Inc., EUA). Sendo que para as células peritoneais,
as placas foram incubadas em estufa (Forma Scientific, EUA) a 37° C, com tensdo constante
de 7,5% de CO; por 1h para a formagdo do tapete celular. O sobrenadante foi descartado e
tanto sobre as células aderidas quanto sobre as células tumorais sedimentadas, adicionou-se
em triplicata, 100puL dos compostos: SCN, NCO, N3 e Cl e dos ligantes dmba e dppp, além
da cis-Pt (padrdo) nas diferentes concentragdes (uWM) a serem testadas e 100 uL. de DMSO
(Merck, Alemanha) diluido em RPMI-1640-C a 0,3% ou ainda, o mesmo volume de RPMI -
1640-C como controle de células. A incubacdo das placas foi feita durante 24 ou 48h em

estufa (Forma Scientific, EUA) a 37° C, com tens3o constante de 7,5% de CO,. Apos esse
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periodo os sobrenadantes das culturas foram descartados e 100uL de uma solugdo de MTT
[brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazolio, (Usb, EUA)] diluido em tampao
PBS a Smg/mL e posteriormente em meio RPMI-1640-C na propor¢ao 1:5, foram adicionados
a placa, a qual foi incubada por 3 h a 37° C, tensdo de 7,5 % de CO, (Forma Scientific, EUA).
O sal de tetrazoélio, nessas condi¢des, sofre metabolizagdo pelas proteinases mitocondriais das
células vivas formando cristais de formazana. Apds a incubag@o desprezou-se o sobrenadante
e adicionou-se 100uL de isopropanol (Mallinckrodt, México) para solubilizar os cristais. A
leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro UV/Visivel (Multiskan Ascent,
Labsystems, Finldndia) a 540 nm com filtro de referéncia a 620 nm.

A determinag@o de 50% da concentragdo inibitéria do composto (ICsp), concentracio
do agente que reduz em 50% a viabilidade celular, foi quantificada com auxilio gréafico
(concentracdo x viabilidade celular) por regressdo linear com limite de confianca de 95% e o

ICs definido através de equacio da reta gerada (Microcal Software Origin™ versdo 5.0).

3.6.3. Ensaio de viabilidade celular de linfocitos totais obtidos a partir de linfonodos.

Aliquotas de 100 pL das suspensdes de linfocitos obtidas conforme item 3.5.3. na
concentragcdo descrita no item 3.6.1., foram adicionadas em placas de 96 cavidades para
cultivo de tecidos (Corning, Inc., EUA). Aos linfocitos foram adicionados 100 pL dos
compostos em concentragdes proximas (uma concentragdo maior € outra menor) as do I1Csy de
24 ou 48 h previamente determinadas para as culturas de células aderentes.

A incubacio foi feita em estufa a 37°C, com tensdo constante de 7,5% de CO; (Forma
Scientific, EUA) por 24 ou 48 h. A seguir, foram adicionados 20 pL de uma solugdo
concentrada de MTT (5mg/mL e meio RPMI 1640)/cavidade e incubou-se por mais 3 h em
estufa a 37°C, com tensdo de 7,5% de CO, (Forma Scientific, EUA). Apds esse
procedimento, as placas foram centrifugadas a 800g durante 10 minutos a 10°C em centrifuga

refrigerada (Hettich, Alemanha), os sobrenadantes foram retirados por aspiracdo com auxilio
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de uma micropipeta, transferidos para outra placa e adicionados 100 pL de alcool isopropilico
(Mallinckrodt, México) em cada cavidade. Procedeu-se a leitura em espectrofotdometro
UV/Visivel (Multiskan Ascent, Labsystems, Finlandia) em comprimento de onda de 570nm
(BAUTISTA et al., 2000).

A determinag@o de 50% da concentragdo inibitdria do composto (ICsp), concentracio
do agente que reduz em 50% a viabilidade celular, foi quantificada com auxilio grafico
(concentracdo x viabilidade celular) por regressdo linear com limite de confianca de 95% e o

ICso definido através de equagio da reta gerada (Microcal Software Origin™ versio 5.0).

3.7. Ensaios para verificacio da ativacio de células aderentes ou linfécitos in vitro.

3.7.1. Peréxido de hidrogénio (H,O,)

A produgdo de H,O, foi determinada conforme procedimento descrito na literatura
(PICK e KEISARI, 1980; PICK e MIZEL,1981). A concentracdo celular do exsudato
peritoneal obtido conforme item 3.5.2. foi ajustada a 2x10° células/mL em solucdo completa
de vermelho de fenol, contendo 140mM de NaCl ( Merck, Brasil); 10mM de tampao fosfato
de potassio, pH 7,0; 5,5 mM de dextrose (Merck, Alemanha); 0,56 mM de vermelho de fenol
(Berse, Brasil) e peroxidase de raiz forte, tipo IT a 0,01 mg/mL (Sigma, EUA).

A cada poco da placa de 96 cavidades (Corning Inc., EUA), foram acrescentados
100uL da suspenséo celular juntamente com 50uL dos compostos e da Cis-Pt na concentragdo
do ICsp de 24 ou 48h por 1h a 37° C em estufa (Forma Scientific, EUA) com tensdo constante
de 7,5% de CO,. Como controles negativo foram utilizados somente células em solugdo
completa de vermelho de fenol adicionadas de 50uL de tampéo fosfato de potassio pH 7,0 e
como controle positivo foram utilizadas somente células em solucdo completa de vermelho de
fenol adicionadas de 50uL. de uma solugdo de PMA a 0,2uM (Sigma Chemical. Co, EUA).

Decorrido o tempo de incubagdo, a reacdo foi interrompida pela adigdo de S0uL de hidroxido
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de sddio (NaOH, Sigma Chemical. Co., EUA) 5M, e a seguir foram feitas leituras em
espectrofotometro UV/Visivel de microplacas (Multiskan Ascent Labsystems, Finladndia) a
620nm. As amostras foram analisadas em triplicata. Os resultados foram expressos em
nanomols de H,0,/2x10° células peritoneais, a partir de curva padrio previamente
estabelecida, constituida de concentragcdes molares conhecidas de H,O, em tampao vermelho

de fenol.

3.7.2. Oxido Nitrico (NO)

O ¢6xido nitrico foi quantificado pelo acumulo de nitrito em meio de cultura e medido
espectrofotometricamente utilizando o reagente de Griess, contendo NaNO, como padrio, de
acordo com literatura (GREEN et al., 1982). A concentragdo celular do exsudato peritoneal
obtido conforme item 3.5.2. foi ajustada a 5x10° células/ mL em meio de RPMI-1640-C para
a detec¢io do NO nos sobrenadantes das culturas. As placas de 96 cavidades (Corning Inc.,
EUA), foram acrescentados 100uL da suspensdo celular e entdo incubadas em estufa (Forma
Scientific, EUA) a 37° C, com tensdo constante de 7,5% de CO; por 1h para a formagio do
tapete celular. O sobrenadante foi descartado e, sobre esses tapetes de células aderidas,
adicionou-se em triplicata, 100uL dos compostos: SCN, NCO, N3 e Cl e dos ligantes dmba e
dppp, além da cis-Pt (padrdo) na concentragdo do ICsy de 24 ou 48 h. Em algumas cavidades
da placa, adicionou-se 100 pL da solucdo de LPS a 10ug/ mL (Lipopolissacarideo de
Escherichia coli sorotipo 0111:B4, Sigma Chemical. Co, EUA) como agente estimulante
(controle positivo). Em outras cavidades, adicionou-se 100 uL de meio RPMI-1640-C a
suspensao celular, como controle de células (controle negativo). A placa assim constituida foi
incubada em estufa (Forma Scientific, EUA) por 24 ou 48h a 37° C com tensdo constante de
7,5% CO,. Apds a incubagdo, foram retiradas aliquotas de 50 puL. dos sobrenadantes de cada
amostra, transferidas para outra placa e adicionados 50 pL/ cavidade de reagente de Griess,

constituido de 0,1% de N-I-naftil-etilenodiamina, 1% de sulfanilamida em solu¢do de acido
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fosforico a 2,5%. Apo6s 10 min. a temperatura ambiente ¢ ao abrigo da luz, as placas foram
lidas em espectrofotometro UV/Visivel de microplacas com filtro de 540 nm. A concentragio
de NO foi calculada a partir de uma curva padrio previamente estabelecida com
concentragdes molares de nitrito de sédio em meio de RPMI-1640. Os testes foram realizados

em triplicata e os valores expressos em pmol de NO/ 5x10° células.

3.7.3. Determinacdo da atividade inibitoria dos compostos em culturas de células
aderentes quanto a producio de H,O, e NO (LOPES et al., 2005)
3.7.3.1. Quanto a producio de H,O,

Os células peritoneais (2x10° células/mL) foram incubadas com 50pL de acetato de
forbol miristato (PMA) a 0,2uM e 50uL dos compostos na concentragdo do ICsy de 24 ou 48
h durante 1h em estufa (Forma Scientific, EUA) a 37°C com tensdo constante de 7,5% de

CO,. A produgdo de H,O, foi medida espectrofotometricamente conforme descrito no item

3.7.1..

3.7.3.2. Quanto a producio de NO

As células peritoneais (5x10° células/mL) foram incubadas por lh para formagdo do
tapete celular composto pelas células aderentes conforme descrito no item 3.7.2.. Os
sobrenadantes foram descartados e, sobre esses tapetes de células aderidas, adicionou-se em
triplicata, 100uL dos compostos na concentracdo do ICsy de 24 ou 48h juntamente com
100uL de solucdo de LPS a 10pg/mL (Sigma Chemical Co., EUA). A incubagdo foi feita por
24 ou 48 h em estufa (Forma Scientific, EUA) a 37°C com tensdo constante de 7,5% de CO,.
A producdo de NO foi medida espectrofotometricamente através do acumulo de nitrito no

meio de cultura com a utilizagdo do reagente de Griess de acordo com o item 3.7.2..
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3.7.3.3. Calculo da porcentagem de inibicao
Foram calculadas as porcentagens de inibi¢do mediante comparacdo com os controles
negativos. Nos experimentos em que os compostos apresentaram efeitos inibitorios sobre a

producdo de H,O; e NO, a seguinte equagao foi utilizada para o célculo:

A= LPS (+), composto (-)
Inibicdo (%) =A -B x 100
A-C B=LPS (+), composto (+) ~ Nos testes de NO.

C=LPS (-), composto (-)

Sendo, —

—~
A= PMA (+), composto (-)
B=PMA (+), composto (-) > Nos testes de H,O,.
C=PMA (-), composto (-)
—

3.7.4. Quantificacdo de TNF-a, IL-1p e IFN-y por teste imunoenzimatico (ELISA)

As citocinas TNF-a e IL-1p foram quantificadas nos sobrenadantes das culturas de
células aderentes, enquanto que o IFN-y foi quantificado nos sobrenadantes das culturas de
células totais de linfocitos, ambos sobrenadantes obtidos conforme descrito nos itens 3.5.2 ¢
3.5.3., respectivamente. Foi utilizado o teste imunoenzimatico ELISA de captura para cada
citocina, utilizando o Kit DuoSet®, BD Pharmingen, de acordo com as instrugdes do
fabricante.

As placas de 96 orificios (Corning Inc., EUA) foram adsorvidas com anticorpo de
captura, monoclonal, obtidos de rato, anti-citocina de camundongo, na concentragcdo adequada
para cada citocina em solugdo salina tamponada de fosfatos, pH 7,2 (PBS) (100 pL por
cavidade) e incubadas por aproximadamente 18h a temperatura ambiente. No dia seguinte, as
placas foram lavadas trés vezes com solugdo salina tamponada com fosfatos, pH 7,2,
contendo 0,05% de Tween-20 [(PBS-T), Merck, Alemanha] e bloqueadas com 300

uL/cavidade de BSA (Sigma Chemical Co., EUA) a 1% em PBS (PBS/BSA, com 5% de
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sacarose ¢ 0,5% de azida sodica) a temperatura ambiente por 60 min. Apos a incubagdo, as
placas foram lavadas 3 vezes com PBS-T. Apds a ultima lavagem adicionou-se a cada
cavidade 100 uL do padrdo de citocinas ou o mesmo volume dos sobrenadantes das culturas
de células a serem testados. As placas foram incubadas a temperatura ambiente por 120 min.,
e lavadas trés vezes com PBS/T. Em seguida, foram adicionados 100 pL/ cavidade de
anticorpo monoclonal de cabra (anticorpo anti-citocina de camundongo) marcado com
biotina, diluido a concentracdo adequada de cada citocina em diluente de reagente (1% BSA,
0,05% de Tween 20 em PBS, pH 7,2-7,4). As placas foram incubadas a temperatura ambiente
por 120 min e lavadas trés vezes com PBS-T. A seguir foram adicionados 100 puL/ cavidade
da placa do conjugado peroxidase-estreptavidina diluido 1/200 em diluente de reagente, as
placas foram incubadas novamente a temperatura ambiente por 20 min. Apds este periodo de
incubacdo, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS-T e em seguida adicionadas de 100 pL
do substrato (10mM de tampao citrato-fosfato, contendo 0,4 mM de tetrametilbenzidina e 1,2
mM de H,0,) em cada cavidade. A reagdo foi interrompida adicionando-se 50 uL. de H,SO4
2N a cada cavidade. A absorbancia foi lida a 450nm em espectrofotometro UV/Visivel para
microplacas (Multiskan Ascent Labsystems, Finlandia), e as concentragdes foram
quantificadas utilizando-se uma curva padrdo previamente estabelecida com quantidades

conhecidas dos padrdes de cada citocina. Os resultados foram expressos em pg/ mL.

3.7.5. Medida da atividade citotoxica mediada pelas células aderentes (LAVNIKOVA et
al., 1993)
O teste foi realizado consecutivamente, mas descrito em etapas para facilitar o

entendimento.
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1" etapa: Marcacio das células tumorais com timidina triciada (timidina-H3)

As células tumorais de Ehrlich foram ajustadas a concentra¢io de 4x10° células/mL,
conforme item 3.5.1. e marcadas com timidina- H® na concentragio de 0,5 uCi/mL v/v
(Amersham Biosciences, Reino Unido) e incubadas em estufa (Forma Scientific, EUA) por 24

h a 37°C com tensdo constante de 7,5% COs,.

2" etapa: Cultura de células peritoneais

Paralelamente a marcagdo das células tumorais, foram obtidas as células peritoneais
(como descrito no item 3.5.2.) dos camundongos portadores de tumor e ajustados a
concentracdo de 5x10° células/mL. Apo0s a incubacdo de 2 h a 37° C em estufa incubadora
(Forma Scientific, EUA) com tensdo constante de 7,5% de CO; foi observada a formagéo do
tapete celular. Sobre o tapete celular de células aderidas foram adicionados os compostos € a
cis-Pt (ICso de 24 ou 48 h), em triplicata, e incubados por 24 ou 48 h em estufa incubadora
(Forma Scientific, EUA) com tensdo constante de 7,5% de CO, Os sobrenadantes das
culturas das células aderentes foram descartados e as cavidades da microplaca foram lavadas

2 vezes com 200 pL de PBS. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

3", etapa: Co- cultura de células aderentes e células tumorais marcadas com timidina-H>
As células tumorais de Ehrlich marcadas com timidina-H® foram re-ajustadas a
concentracdo de 2x10° células/mL em meio RPMI-1640-C. A seguir, foram adicionados
100uL desta suspensdo celular ao tapete celular previamente formado (descrito na segunda
etapa). A co-cultura foi incubada por 24h em estufa incubadora com tensio constante de 7,5%
de CO; (Forma Scientific, EUA).
Apoés a incubagdo, 50 puL do sobrenadante foi transferido em triplicata para uma placa de
microtitulacdo opaca propria para contagem da radia¢do em cintilador (Top Count, Packard,

EUA) e em cada pogo foi adicionado 50 pL de liquido de cintilagdo. Quanto maior a lise das
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células tumorais pela acdo das células aderentes, maior a liberagdo de timidina-H® e assim a

citotoxicidade das células aderentes foi determinada pela seguinte formula:

Liberag@o experimental - liberagdo espontdnea X 100

Liberacao total - libera¢do espontanea

Ainda, as células aderentes que restaram na placa foram lisadas a fim de verificar
alguma atividade fagocitica destas sobre as células tumorais, para isto 50 pL do lisado total
[(c€lulas tratadas com duodecil sulfato de s6dio (SDS) a 1% (Sigma Chemical Co., EUA)] foi
transferido em triplicata para uma placa de microtitulagdo opaca propria para contagem da
radia¢do em cintilador (Top Count, Packard, EUA) e em cada poco foi adicionado 50 pL de

liquido de cintilacdo. Tal atividade foi também determinada pela formula descrita acima.

3.7.6. Analise Estatistica

A interpretacdo dos resultados obtidos para os diferentes grupos testados (inter-
grupos) foi realizada via anélise de varidncia (ANOVA), sendo 5% o nivel de significancia
adotado. Sendo que, os resultados significativos foram analisados pelo teste de Tukey através
do programa Graph Pad Instat. (MAIA et al., 2006). O teste “t” de student (paramétrico) foi
empregado na analise intra-grupo. Para ambos os testes considerou-se o nivel de significancia

de 5% (p<0,05) (PIHL et al., 1975).
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IV. RESULTADOS

4.1. Determinacao da viabilidade celular das células tumorais, aderentes e linfocitos
utilizando o sal de tetrazolio MTT (MOSSMAN, 1983)

Como os compostos ndo se dissolvem em meio aquoso (RPMI-1640), ¢ sendo o
DMSO um solvente mais polar, foi empregado neste trabalho visto que foi o que melhor
diluiu os compostos dentre outros testados. Inicialmente foram testadas as diferentes
concentragdes de DMSO tanto nas solu¢des-mae quanto nas dilui¢des finais utilizadas. Foram
também testadas essas concentragdes nas incubagdes de 24 e 48h. Verificou-se que as
concentragdes de DMSO nas espécies testadas ndo foram citotdxicas em relagdo as células
incubadas somente com RPMI-1640-C (Controle Negativo) (p>0,05). A Tabela 1 representa

os valores médios de viabilidade celular nos periodos de 24 e 48h de incubagao.

Tabela 1 —Efeito do solvente DMSO na viabilidade das células tumorais, aderentes e

linfocitos
Concentracio Viabilidade (%)
(%) células tumorais células aderentes linfécitos
0,3 100,00+0,45 100,00+0,52 100,00+0,76
0,5 99,15+0,20 99,85+0,70 99,64+0,55
0,8 98,97+0,59 99,25+0,77 99,16+0,23
1,0 98,75+0,44 98,96+0,85 98,53+0,70

Nos ensaios para determinagdo da citotoxicidade, verificou-se que as células tumorais
de Ehrlich, bem como as células aderentes e linfécitos obtidos de camundongos portadores do
tumor de Ehrlich na forma sdélida, sdo sensiveis ao potencial toxico dos compostos [Pd(C-

dmba)(X)(dppp)], X= CI, SCN, NCO ou N3, e dos ligantes investigados isoladamente, dmba
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(N,N-dimetilbenzilamina) e dppp [1,3 — bis(difenilfosfina)propano], além da droga padrio, a
cis-platina (cis-Pt). Os valores médios dos ICs tanto para células tumorais quanto para células
aderentes e linfocitos por 24 ou 48h de exposi¢do, estdo apresentados nas Tabelas 2, 3 e 4,
respectivamente.

Observou-se que a citotoxidade para as células tumorais, aderentes e linfocitos
mostrou-se, na maioria dos casos, inversamente proporcional, pois, a medida que o tempo de
exposi¢do aumentou, a concentragdo necessaria do composto para promover a morte de 50%

das células diminuiu, conforme Tabelas 2, 3 € 4.

Tabela 2 - Valores de ICs) dos compostos para as células tumorais de Ehrlich apés 24 ou

48 h de exposicao

ICs"” 24h 48h

Cl 22,64 £1,52 11,94 £ 1,90
SCN 26,06 £ 1,21 7,06 £ 4,32
NCO 16,37 £2,19 14,11 £ 1,36

N; 15,45 £2,63 11,38 £ 1,82
dmba 7,59 £ 1,35 5,59 +£3.91
dppp 92,30 £ 1,68 71,16 £ 2,63
Cis-Pt 33,22 £2.97 27,50 £2,36

' 5x10° células / cavidade.
% Os valores acima sio dados como média = DP de cinco animais em triplicata, valores determinados

-1
por uma curva dose-resposta, expressos em pmol.L™.
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Tabela 3 - Valores de I1Csy dos compostos para as células aderentes peritoneais de

camundongos portadores do tumor sélido de Ehrlich apos 24 ou 48 h de

exposicio

ICso'? 24h 48h

Cl 9,29 +2,35 10,53 £2,98
SCN 43,59 + 0,86 28,09 + 3,12
NCO 13,22 + 4,02 13,60 + 3,01

N3 15,93 + 1,84 18,28 + 1,60
dmba 10,42 + 2,15 12,96 £ 1,58
dppp 67,95 £2,26 32,28 + 1,61
Cis-Pt 46,78 + 1,68 17,62 £ 3,60

' 5x10° células / cavidade.
> Os valores acima sdo dados como média + DP de cinco animais em triplicata, valores determinados

-1
por uma curva dose-resposta, expressos em pmol.L™.

Tabela 4 - Valores de 1Csy dos compostos para os linfocitos totais dos camundongos

portadores do tumor solido de Ehrlich apds 24 ou 48 h de exposicio

ICso'? 24h 48h

Cl 13,09 + 0,73 10,60 + 1,51
SCN 44,83 + 3,19 26,84 + 3,46
NCO 16,49 + 1,39 15,69 + 2,20

N3 16,56 + 0,65 22,09+ 0,19
dmba 5,38 +2.27 8,74 + 4,01
dppp 64,45 + 3,35 32,65 + 0,33
Cis-Pt 47,75 + 1,49 15,15 + 3,06

" 5x10° células / cavidade.
% Os valores acima sdo dados como média + DP de cinco animais em triplicata, valores determinados

-1
por uma curva dose-resposta, expressos em pmol.L™.
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4.2. Producio de H,O; por células peritoneais aderentes de camundongos portadores do
tumor sdlido de Ehrlich

As células peritoneais dos camundongos portadores do tumor de Ehrlich na forma
solida foram incubadas em triplicata com os compostos Cl, SCN, NCO, N3, ligantes dmba,
dppp ¢ a droga padrio, cis-Pt nas concentra¢des do ICso de 24 ou 48h, além do PMA
(controle positivo) e tampao completo de vermelho de fenol (controle negativo).

Os ICs definidos apds 24 h de incubagdo para os compostos Cl, SCN, N3 ¢ para o
ligante dppp demonstraram produzir niveis de H,O; estatisticamente significativos (p<0,001)
em relag@o ao controle negativo do animal portador de tumor, tal como o padro cis-Pt. Por
outro lado, o composto NCO e o ligante dmba ndo induziram produgéao significativa (p>0,05)
de H,O; em relag@o ao controle negativo do animal portador de tumor, conforme se observa
na Fig.2A.

Os ICsyp definidos apds 48h de incubagdo para os compostos Cl, SCN, N3
demonstraram produzir niveis de H,O, estatisticamente significativos (p<0,01 para o N3 e
p<0,001 para o Cl e 0 SCN) em relagdo ao controle negativo do animal portador de tumor. J&
o padrdo cis-Pt, o composto NCO ¢ os ligantes dmba ¢ dppp ndo induziram produgdo
estatisticamente significativa (p>0,05) de H,O, em rela¢do ao controle negativo do animal
portador de tumor, conforme pode-se observar na Fig.2B.

Para 24h, nao foi significativa a diferenca de produgdo de H,O, em relagdo ao padrio;
ja& para 48h, os compostos Cl, SCN e Nj3 produziram niveis de H,O, estatisticamente
superiores (p<0,001) ao liberado pela cis-Pt.

Como parametro de comparagdo, as células aderentes de camundongos sadios (ndo
portadores do tumor) também foram testadas quanto aos controles negativo e positivo, uma
vez que o animal portador de tumor pode apresentar niveis alterados em decorréncia da

condi¢do patologica. Comparando-se os controles, observou-se que o controle negativo do
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camundongo portador do tumor nio produziu niveis estatisticamente significativos em relacdo

ao controle negativo do animal sadio quanto a liberagdo de H,O, (p>0,05).
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Fig. 2. Efeito dos compostos na producio de perdéxido de hidrogénio em culturas de células
peritoneais. As células peritoneais de animais normais e portadores do tumor sélido de Ehrlich foram
cultivados em vermelho de fenol completo (controle negativo, C-) e com o PMA (controle positivo,
C+). As células peritoneais dos camundongos portadores do tumor foram incubadas com os
compostos, ligantes e a Cis-Pt por 24h (A) ou 48h (B) (ICso de 24 ou 48h, respectivamente). A reagdo
foi interrompida, e a seguir foram lidas em espectrofotdometro a 620nm. Os resultados foram expressos
em nanomols de H,0,/2x10°células, como a média + desvio-padrio de triplicatas de 5 animais.

*#%* p<0,001, significativo em relagdo ao controle negativo do animal portador de tumor.
** p<0,01 significativo em relag@o ao controle negativo do animal portador do tumor.
# p<0,001, significativo em relac¢do a cis-Pt.
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Tabela 5 — Efeitos dos compostos na producio de peréxido de hidrogénio em culturas de

células peritoneais.

ICso™ 2 (umol.L™) 24h' 48h*
Cis-Pt 7,94 +0,97 0,53 + 0,04
Cl 5,55+0,31 4,53+ 1,16
SCN 3,66 + 0,26 4,99 + 1,17
NCO 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
N; 3,26 + 0,54 2,88+ 0,45
dmba 0,23 + 0,016 0,00 + 0,00
dppp 7,34 £0,37 1,65+0,13
C- (tumor) 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00
C+ (tumor) 17,57 + 1,40 17,56 + 1,39
C- (sadio) 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
C+ (sadio) 22,82 +2,20 22,82 +2,20

b2 Valores de ICs, de 24 e 48 h, respectivamente; Cis-Pt = Cis-platina; Cl =
[Pd(dmba)(Cl)(dppp)]; SCN = [Pd(dmba)(SCN)(dppp)]; NCO = [Pd(dmba)(NCO)(dppp)]; N3 =
[Pd(dmba)(N3)(dppp)]; dmba = N,N-dimetilbenzilamina; dppp = [1,3 —
bis(difenilfosfina)propano] ; C- = controle negativo de camundongo portador de tumor ou sadio;
C+ = controle positivo de camundongo portador de tumor ou sadio. Os valores sdo expressos em
nanomols de H,0, /2x10° células + desvio-padrio.
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4.3. Producio de NO por células aderentes de camundongos portadores do tumor solido

de Ehrlich

As células peritoneais dos camundongos portadores do tumor de Ehrlich na forma
solida foram incubadas em triplicata por 24 ou 48h com os compostos Cl, SCN, NCO, N3,
ligantes dmba, dppp e a droga padrio, Cis-Pt, nas concentragdes do ICsy de 24 ou 48h, além
do LPS (controle positivo) e meio RPMI-1640-C (controle negativo).

Apds incubagdo por 24 h, o composto NCO e os ligantes dmba e dppp demonstraram
produzir niveis de NO estatisticamente significativos (p<0,001) em relagdo ao controle
negativo do animal portador de tumor, tal como o padrdo cis-Pt. Por outro lado, os compostos
Cl, SCN ¢ N3 ndo induziram produgdo estatisticamente significativa (p>0,05) de NO em
relag@o ao controle negativo do animal portador de tumor apos 24 h de incubagao.

Os compostos Cl e SCN, tanto para 24 quanto para 48h de exposicdo, além de ndo
produzirem NO, promoveram diminui¢do estatisticamente significativa (p<0,05) em relagdo
aos niveis de NO produzidos no controle negativo do animal portador do tumor, conforme
Fig. 3A.

Ao serem incubados por 48h, o composto NCO e os ligantes dmba e dppp
demonstraram produzir niveis de NO estatisticamente significativos (p<0,01) em relacdo ao
controle negativo do animal portador de tumor, tal como o padrio cis-Pt. Ja os compostos Cl,
SCN e N3 ndo induziram produgfo estatisticamente significativa (p>0,05) de NO em relacdo
ao controle negativo do animal portador de tumor (Fig. 3B).

Para 24h de exposi¢do, somente o ligante dmba produziu niveis significativamente
maiores (p<0,001) de NO quando comparado a cis-Pt. Para 48h, nenhum dos compostos
investigados produziram niveis estatisticamente superiores ao produzido pela cis-Pt.

As células aderentes de camundongos sadios demonstraram produzir nivel de NO

diferente do produzido no controle negativo do animal portador de tumor. Observou-se que o
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controle negativo do camundongo portador do tumor produziu niveis estatisticamente maiores
(p< 0,05) de NO em relagdo ao controle negativo do animal sadio, tanto no periodo de 24

quanto de 48h.
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Fig. 3. Producio de 6xido nitrico em culturas de células peritoneais aderentes. As células
aderentes de animais normais e portadores do tumor solido de Ehrlich foram cultivadas em meio
RPMI-1640-C (controle negativo, C-) e com o LPS (controle positivo, C+). As células aderentes dos
animais portadores de tumor foram incubados com os compostos ¢ a Cis-Pt por 24 (A) ou 48h (B) (ICs
de 24 ou 48h, respectivamente). Aos sobrenadantes das culturas, adicionou-se o reagente de Griess, ¢
apos 10 min. a placa foi lida em espectrofotdmetro a 540nm. A concentragdo de nitrito foi obtida de
uma reta padrao com quantidades conhecidas de NaNO,. Os resultados foram expressos como a média
+ desvio-padrdo de triplicatas de 5 animais.

*#%* p<0,001, significativo em relagdo ao controle negativo do animal portador do tumor.

# p<0,001, significativo em relacdo a cis-Pt.

+ p<0,05, significativo em relagdo ao controle negativo do animal sadio.

& p<0,05, significativo em relacdo ao controle negativo do animal portador de tumor pela diminui¢éo
dos niveis de NO.
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Tabela 6 — Efeitos dos compostos na producido de 0xido nitrico em culturas de células

aderentes.
ICso™ 2 (umol.L™) 24h’ 48h?

Cis-Pt 47,20 + 0,88 101,26 + 2,38

Cl 0,88 0,09 1,01 £0,12

SCN 0,90 + 0,08 0,83 +0,15
NCO 50,53 £ 1,02 94,24 + 1,07

N; 5,18+0,21 5,38 +£0,82
dmba 74,79 + 3,64 64,38 £ 8,76
dppp 38,79 + 1,35 72,40 + 1,33

C- (tumor) 6,73 £2,16 7,72 + 1,06
C+ (tumor) 90,67 + 4,45 95,48 £21,78
C- (sadio) 0,53 £ 0,064 0,54+ 0,071
C+ (sadio) 73,63 £4,05 87,69 + 14,17

"2 Valores de ICsy de 24 e 48 h, respectivamente; Cis-Pt = Cis-platina; Cl1 = [Pd(dmba)(Cl)(dppp)];
SCN = [Pd(dmba)(SCN)(dppp)]; NCO = [Pd(dmba)(NCO)(dppp)]; N3 = [Pd(dmba)(N3)(dppp)];
dmba = N,N-dimetilbenzilamina; dppp = [1,3 — bis(difenilfosfina)propano] ; C- = controle negativo
de camundongo portador de tumor ou sadio; C+ = controle positivo de camundongo portador de tumor
ou sadio. Os valores s3o expressos em pmols de NO =+  desvio-padrio.



43

4.4. Determinacio da inibicdo de H,O; e NO

O composto NCO e o ligante dmba inibiram a produ¢do de H,O, apds 24 ou 48h de
incubagdo com os ICsy de 24 ou 48h, respectivamente, justificando a ndo producdo de H,O,
(Fig.2A e 2B). As porcentagens de inibi¢do dos compostos sobre a producdo de H,O, estdo

ilustradas na Tabela 4.

Tabela 7 — Porcentagem de inibicio dos compostos sobre a produciao de H,O; em células
peritoneais de camundongos portadores do tumor sélido de Ehrlich apos exposi¢io ao
ICs de 24(A) ou 48(B) h

Inibicdo (%)

Cis-Pt Cl SCN NCO N3 dmba dppp
H,O0,(A) | - e e 100,00 £2,51  ——-mmme 7839+ 1,02  ---mmomm-
H,O,B) | — e 100,00 £ 6,89  ——------ 100,00 +2,63  ------—---

Os compostos Cl, SCN e N3 inibiram a produ¢@o de NO ap6s 24 ou 48h de incubagio
com os respectivos ICsy de 24 ou 48h, novamente justificando a ndo producdo de NO (Fig.3A
E 3B). As porcentagens de inibi¢do dos compostos sobre a produgido de NO estdo ilustradas

na Tabela 5.

Tabela 8 — Porcentagem de inibi¢do dos compostos sobre a producio de NO em células
aderentes de camundongos portadores do tumor solido de Ehrlich apds exposi¢io ao

ICs de 24(A) ou 48(B) h

Inibicdo (%)

Cis-Pt Cl SCN NCO N3 dmba dppp

NO@A) | —— 96,55+0,62  9693+192 e 7470+ 2,08  eoeeem e

NOB) | —— 85814194 91,83+0,13 -—ooomee L X A —
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4.5. Determinacio da citocina TNF-o. nos sobrenadantes das culturas de células
aderentes

As células aderentes dos camundongos portadores do tumor de Ehrlich na forma sélida
foram incubadas em triplicata com os compostos Cl, SCN, NCO, N3, ligantes dmba, dppp ¢
a droga padrdo, cis-Pt nas concentra¢cdes do ICsy de 24 ou 48h, além do LPS (controle
positivo) e meio RPMI-1640-C (controle negativo).

Quando incubados por 24h, os ligantes dmba e dppp demonstraram produzir niveis
estatisticamente significativos (p< 0,001) da citocina TNF-a em relagcdo ao controle negativo
do animal portador de tumor, tal como o padrdo cis-Pt. J& os compostos ndo induziram
producdo estatisticamente significativa (p>0,05) de tal citocina quando comparados ao
controle negativo do animal portador de tumor, conforme observado na Fig.4A.

Com excecdo do composto Cl, quando incubados por 48h, todas as outras espécies
(compostos, ligantes e Cis-Pt) promoveram a liberagdo de TNF-a a niveis estatisticamente
significativos (p<0,01 ou p<0,001) em relacdo ao controle negativo dos camundongos
portadores de tumor, conforme ilustrado na Fig.4B.

De todos os compostos investigados, somente o ligante dppp produziu nivel de TNF-a
significativamente maior (p<0,001) que o padrio Cis-Pt apds 24h de exposigdo.

Nenhum dos compostos e ligantes produziram niveis estatisticamente relevantes em
relagdo ao padrio cis-Pt apds 48h de exposigao.

Comparando-se o controle negativo das células aderentes de camundongos sadios ao
controle do animal portador de tumor verificou-se que o controle negativo do camundongo
portador do tumor, tanto para 24 ou 48h de exposi¢do, ndo apresentou niveis estatisticamente
significativos (p>0,05) em relagdo ao controle negativo do animal sadio quanto a liberagao da

citocina TNF-a.
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Fig. 4. Producio de TNF-a nos sobrenadantes das culturas de células aderentes. As células
aderentes (5x10°/mL) foram incubadas com os compostos (ICsy de 24h ou 48h) por 24 (A) ou 48h (B),
respectivamente. As células somente com meio de cultura correspondem ao controle negativo (C-) ¢ as
com LPS, ao controle positivo (C+). A determinacdo do TNF-o foi realizada pelo teste
imunoenzimatico (ELISA), conforme as instru¢des do fabricante.

*** p<0,001, significativo em relagdo ao controle negativo do animal portador do tumor.
** p<0,01, significativo em relagdo ao controle negativo do animal portador do tumor.
# p<0,001, significativo em relagdo a Cis-Pt.
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Tabela 9 — Efeitos dos compostos na produciio de TNF-a em culturas de células

aderentes.

ICs™ 2 (umol.L™) 24h' 48h*

Cis-Pt 752,90 + 24,46 276,28 + 40,98
Cl 163,45 + 45,41 73,72 + 14,89
SCN 179,03 + 35,80 345,54 + 52,11
NCO 219,99 + 44,09 186,37+ 44,74
N; 267,76 + 35,33 260,70 + 32,19
dmba 612,42 + 37,89 195,34 + 44,54
dppp 1181,31 + 43,86 284,71 + 22,35

C- (tumor) 76,01 + 18,66 57,25+5,19
C+ (tumor) 1761,81 + 39,19 324,26 + 61,91

C- (sadio) 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
C+ (sadio) 427,11 + 75,50 291,28 + 79,63

b2 Valores de ICsy de
[Pd(dmba)(Cl)(dppp)]; SCN = [Pd(dmba)(SCN)(dppp)]; NCO = [Pd(dmba)(NCO)(dppp)]; N3

24 e 48 h,

respectivamente; Cis-Pt =

Cis-platina;

[Pd(dmba)(N;)(dppp)]; dmba = N,N-dimetilbenzilamina; dppp =
bis(difenilfosfina)propano] ; C- = controle negativo de camundongo portador de tumor ou sadio;
C+ = controle positivo de camundongo portador de tumor ou sadio. Os valores sdo expressos em
picogramas/mL + desvio-padréo.
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4.6. Determinaciio da citocina IL-1f nos sobrenadantes das culturas de células
aderentes

As células aderentes dos camundongos portadores do tumor de Ehrlich na forma sélida
foram incubados em triplicata com os compostos Cl, SCN, NCO, N3, ligantes dmba, dppp ¢
a droga padrdo, cis-Pt nas concentra¢des do ICsy de 24 ou 48h, além do LPS (controle
positivo) e meio RPMI-1640-C (controle negativo).

Na incubagio de 24h dos compostos NCO, N3 e dos ligantes dmba e dppp observou-
se a producdo de niveis estatisticamente significativos (p<0,01 ou p< 0,001) da citocina IL-1
em relacdo ao controle negativo do animal portador de tumor, tal como o padrio cis-Pt. Os
compostos Cl e SCN nido induziram producdo estatisticamente significativa (p>0,05) da
citocina IL-1B quando comparados ao controle negativo do animal portador de tumor,
conforme mostrado na Fig.5A. Por sua vez, quando incubadas por 48h, todas as espécies
(compostos, ligantes e Cis-Pt), com exceg¢do do Cl, levaram a maior liberagdo de IL-1P
(p<0,05, p<0,01 ou p< 0,001) em relagdo ao controle negativo dos camundongos portadores
de tumor, conforme observado na Fig.5B.

Dos compostos investigados, somente o ligante dppp produziu nivel de IL-1f
significativamente maior (p<0,001) que o padrao cis-Pt apds 24 h de exposi¢do. Os compostos
SCN e o ligante dppp produziram niveis estatisticamente relevantes (p<0,001) da citocina em
relag¢@o ao padrdo cis-Pt assim como o N3 (p<0,05) apos 48h de exposigio.

Comparando-se os niveis de IL-1B produzidos no controle negativo de células
aderentes de animais sadios com os animais portadores de tumor, verificou-se que o controle
negativo do camundongo com tumor ndo produziu niveis estatisticamente significativos
(p>0,05) em relagdo ao controle negativo do animal sadio quanto a liberacdo da citocina IL-

1B tanto para 24 quanto para 48h.
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Fig. 5. Producio de interleucina-1p nos sobrenadantes das culturas de células aderentes. As
células aderentes foram incubadas com os compostos. ligantes ou Cis-Pt (ICso de 24 ou 48h) por 24 (A)
ou 48h (B), respectivamente. As células no meio de cultura correspondem ao controle negativo (C-) e
as com LPS, ao controle positivo (C+). A determinacdo da IL-1B foi realizada pelo teste
imunoenzimatico (ELISA), conforme as instru¢des do fabricante.

*#%* p<0,001, significativo em relacdo ao controle negativo do animal portador de tumor.
** p<0,01, significativo em relagdo ao controle negativo do animal portador de tumor.

* p<0,05, significativo em relacéo ao controle negativo do animal portador de tumor.

# p<0,001, significativo em relacdo a Cis-Pt.

§ p<0,05, significativo em relac¢do a Cis-Pt.
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Tabela 10 — Efeitos dos compostos na producio de IL-13 em culturas de células

aderentes.

ICso™ 2 (umol.L™) 24h? 48h?

Cis-Pt 191,07 + 37,87 143,71 + 11,81
Cl 110,62 + 27,31 88,44 + 33,35
SCN 112,88 + 16,61 262,49 + 27,43
NCO 194,44 + 29,89 151,33 + 24,80
N3 184,12 + 63,53 235,22 +£29,58
dmba 205,47 + 28,06 185,28 + 56,95
dppp 649,39 + 63,96 345,50 + 46,67

C- (tumor) 59,51 + 6,25 55,50 + 3,42
C+ (tumor) 602,77 + 74,28 678,00 + 58,11

C- (sadio) 9,89 + 1,32 9,72 + 2,49
C+ (sadio) 373,88 + 12,84 513,05 + 85,97

b2 Valores de ICsy de 24 e 48 h, respectivamente; Cis-Pt = Cis-platina; Cl =
[Pd(dmba)(Cl)(dppp)]; SCN = [Pd(dmba)(SCN)(dppp)]; NCO = [Pd(dmba)(NCO)(dppp)]; Ns =
[Pd(dmba)(N3)(dppp)]; dmba = N,N-dimetilbenzilamina; dppp = [1,3 —
bis(difenilfosfina)propano] ; C- = controle negativo de camundongo portador de tumor ou sadio;
C+ = controle positivo de camundongo portador de tumor ou sadio. Os valores sdo expressos em
picogramas/mL =+ desvio-padrio.



50

4.7. Determinacio da citocina IFN-y nos sobrenadantes das culturas de linfocitos

Os linfécitos dos camundongos portadores do tumor de Ehrlich na forma sélida foram
incubados em triplicata com os compostos Cl, SCN, NCO, Nj, ligantes dmba, dppp ¢ a
droga padrio, cis-Pt nas concentra¢des do ICsy de 24 ou 48h, além da Concanavalina A
(controle positivo) e meio RPMI-1640-C (controle negativo).

Na incubagdo de 24h, os compostos SCN, NCO, N3 e o ligante dmba demonstraram
produzir niveis estatisticamente significativos (p< 0,001) da citocina IFN-y em relagdo ao
controle negativo do animal portador de tumor tal como o ligante dppp, porém em menor
grau (p<0,05). Ja a cis-Pt e o composto Cl n3o induziram producdo estatisticamente
significativa (p>0,05) da citocina [FN-y quando comparados ao controle negativo do animal
portador de tumor, conforme mostrado na Fig.6A.

De todos os compostos investigados, somente o N3 produziu nivel de interferon-y
significativamente maior (p<0,05) que o padrio Cis-Pt apos 24h de exposigio.

Por sua vez, na incubagdo de 48h todas as espécies (compostos, ligantes e Cis-Pt) ndo
promoveram liberagdo estatisticamente significativa de IFN-y apés 48h (p>0,05) em relagdo
ao controle negativo dos camundongos portadores de tumor, conforme observado na Fig.6B.
Nenhum dos compostos produziu niveis estatisticamente relevantes em relagdo ao padrao Cis-
Pt apo6s 48h de exposi¢ao.

Os linfécitos de camundongos sadios foram investigados quanto aos controles
negativo e positivo. Comparando-se o controle negativo do animal sadio ao controle negativo
do camundongo portador do tumor ndo houve diferenga estatisticamente significativa

(p>0,05) quanto a liberagdo da citocina IFN-y tanto para 24 quanto para 48h.
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Fig. 6. Producio de IFN-y nos sobrenadantes das culturas de linfécitos extraidos de linfonodos
Os linfocitos foram incubados com os compostos, ligantes ou Cis-Pt (ICsy de 24 ou 48h) por 24 (A) ou
48h (B), respectivamente. As células no meio de cultura correspondem ao controle negativo (C-) e as
com Con A, ao controle positivo (C+). A determinacdo do IFN-y foi realizada pelo teste
imunoenzimatico (ELISA), conforme as instru¢des do fabricante.

**% p<0,001, significativo em relagdo ao controle negativo do animal portador do tumor.
* p <0,05, significativo em relagéo ao controle negativo do animal portador do tumor.
§ p<0,05, significativo em relagéo a cis-Pt.



Tabela 11 — Efeitos dos compostos na producio de IFN-y em culturas de linfocitos
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ICso™ 2 (umol.L™) 24h’ 48h*
Cis-Pt 10,91 £ 1,68 12,03 £ 2,52
Cl 6,35+ 0,82 2,96 + 0,83
SCN 16,06 + 1,10 431+ 0,69
NCO 16,12 2,54 10,51 + 0,42
N3 20,90 + 1,62 13,50 + 0,96
dmba 16,52 + 0,50 10,14+ 0,76
dppp 12,84 + 235 8,80 + 2,35
C- (tumor) 3,16 £0,74 3,53+0,71
C+ (tumor) 291,87 £ 7,40 152,20 + 14,30
C- (sadio) 0,74 + 0,17 0,13 +0,02
C+ (sadio) 342,81 +4,59 395,49 + 1,78

1,

2

Valores de ICsy de 24 e 48 h, respectivamente; Cis-Pt = Cis-platina; Cl

[Pd(dmba)(Cl)(dppp)]; SCN = [Pd(dmba)(SCN)(dppp)]; NCO = [Pd(dmba)(NCO)(dppp)]; N3 =

[Pd(dmba)(N:)(dppp)];

dmba = N,N-dimetilbenzilamina;

dppp =

[1,3

bis(difenilfosfina)propano] ; C- = controle negativo de camundongo portador de tumor ou sadio;
C+ = controle positivo de camundongo portador de tumor ou sadio. Os valores sdo expressos em
picogramas/mL + desvio-padrio.
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4.8. Quantificacdo da atividade citotoxica/citolitica das células aderentes frente as
células tumorais de Ehrlich

As células peritoneais aderentes dos camundongos portadores do tumor de Ehrlich na
forma so6lida foram incubadas em triplicata por 24 ou 48h com os compostos Cl, SCN, NCO,
N3, ligantes dmba, dppp e a droga padrio, Cis-Pt, nas concentra¢des do ICsy de 24 ou 48h e
meio RPMI-1640-C (controle negativo).

Os valores de ICsy de 24h determinados para as células aderentes expostas aos
compostos SCN, NCO, N3, ao ligante dmba ¢ a cis-Pt por 24h demonstraram promover
aumento da citotoxicidade das células aderentes a niveis estatisticamente significativos
(variando entre p<0,05 e p<0,001), ja as espécies Cl e dppp ndo promoveram aumento da
citotoxicidade, conforme Fig.7A.

Incubando-se as células aderentes expostas aos compostos, aos ligantes e a Cis-Pt por
48h, verificou-se que as diferengas entre a liberagdo de timidina-H’ pelas células tumorais na
co-cultura com células aderentes expostas as espécies testadas e a liberagdo pela co-cultura de
células tumorais com células aderentes ndo expostas as espécies testadas (controle negativo
do animal portador de tumor) ndo foram estatisticamente significativas (p>0,05), conforme
Fig.7B.

Os compostos testados ndo foram estatisticamente significativos quanto a
citotoxicidade em rela¢do ao padrdo Cis-Pt em 24 ou para 48h de exposicéo.

Testando-se as células aderentes de camundongos sadios observou-se que tanto o
controle negativo do camundongo sadio quanto o do portador de tumor ndo apresentaram
diferencgas estatisticamente significativas entre si (p>0,05) tanto para 24 quanto pra 48h de
exposicao.

A porcentagem de liberacdo de timidina, a qual é diretamente proporcional ao grau de

citotoxicidade das células aderentes, para 24 e 48h estd ilustrada nas Fig. 4A e 4B.
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Fig. 7- Medida da atividade citotéxica mediada pelas células aderentes. As células tumorais foram
marcadas com timidina-H>. Paralelamente, as células peritoneais aderidas de animais portadores do
tumor solido de Ehrlich foram incubadas com os compostos, ligantes ou a Cis-Pt ou somente meio
RPMI-1640-C (controle negativo) por 24 ou 48 h (ICso de 24 ou 48h, respectivamente). As células
tumorais marcadas foram reajustadas e adicionadas a placa contendo as células aderidas e lavadas. Tal
co-cultura foi incubada por 24 (A) ou 48h (B) e entdo os sobrenadantes foram transferidos e
adicionados liquido de cintilagdo. As células aderidas foram também lisadas com SDS, transferidas e
adicionadas liquido de cintilagdo para leitura da radiagdo em cintilador. Os resultados foram expressos
como a média + desvio-padrio de triplicatas de 5 animais.

*#%* p<0,001, significativo em relacdo ao controle negativo do camundongo portador de tumor.
* p<0,05, significativo em relagdo ao controle negativo do camundongo portador de tumor.
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ICs™ 2 (umol.L™) 24h’ 48h*

Cis-Pt 90,84 + 2,38 98,27 + 0,86

Cl 89,17 + 1,51 99,13 + 0,44

SCN 90,24 + 1,55 98,71 + 0,60
NCO 92,40 + 1,93 97,66 + 0,85

N; 92,70 + 2,81 98,53 + 0,97

dmba 90,67 + 3,39 97,56 + 1,45
dppp 89,45+ 3,10 98,24 + 0,54

C- (tumor) 85,49 + 4,46 96,63 + 2,37
C- (sadio) 86,11+ 1,92 94,54 + 0,13

"2 Valores de ICs, de 24 e 48 h, respectivamente; Cis-Pt = Cis-platina; Cl = [Pd(dmba)(C1)(dppp)];

SCN = [Pd(dmba)(SCN)(dppp)]; NCO = [Pd(dmba)(NCO)(dppp)]; N3 = [Pd(dmba)(N3)(dppp)];
dmba = N,N-dimetilbenzilamina; dppp = [1,3 — bis(difenilfosfina)propano] ; C- = controle
negativo de camundongo portador de tumor ou sadio; C+ = controle positivo de camundongo
portador de tumor ou sadio. Os valores sdo expressos em % de liberagio de timidina-H® + desvio-

padrio.
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V. DISCUSSAO

Uma das principais causas de morte no mundo todo ¢ o cancer, sendo a segunda
maior causa de morte nos paises industrializados depois de doencas cardiovasculares,
destacando-se o cancer de mama pela alta incidéncia e elevada taxa de mortalidade entre as
mulheres (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2006).

Sabe-se que atualmente a quimioterapia do cancer dispde tanto de compostos
inorganicos, como por exemplo, o taxol, a vimblastina ¢ a doxorrubicina, quanto de
compostos inorganicos contendo metais, por exemplo, a carboplatina e a cis-platina (Cis-Pt).

A cis-Pt demonstra uma extensa utilidade no tratamento de varios tipos de canceres,
tais como os de testiculos e de ovario, além de participar na quimioterapia combinada para o
tratamento do cancer de mama (FARRELL et al., 2004).

A inibi¢do do crescimento tumoral pelo emprego da cis-Pt foi atribuida a varias
propriedades, incluindo a penetragdo na membrana celular por difusdo passiva (JAMIESON;
LIPPARD, 1999) ou por transporte ativo (SHERMAM e LIPPARD, 1987; ISHIDA et al.,
2002; LIN et al., 2002) acimulo no nucleo da célula tumoral ¢ interagdo com o DNA, sendo
essa ultima, a chave que leva a inibi¢do do crescimento tumoral (JAMIESON e LIPPARD,
1999; KOMEDA, 2003). Porém, os pacientes tratados sofrem com seus efeitos tdxicos, além
de que varios tipos de cancer tratados com a cis-Pt adquirem resisténcia no decorrer de seu
uso na quimioterapia (DECATRIS et al., 2004).

Em fun¢do das desvantagens associadas a Cis-Pt, existe uma crescente busca por novas
drogas citotdxicas e citostaticas, com agdes antitumorais, porém mais seletivas, com menor
incidéncia de toxicidade sist€émica. Dessa forma, novos agentes quimioterdpicos a base de
metais de transi¢do, especialmente de metais pertencentes ao grupo da platina, que sejam
menos tdxicos e, ou que possuam um espectro de atividade antitumoral mais amplo sdo

pesquisados (McKEAGE et al., 1991).
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Estudos utilizando complexos de paladio(Il) permitiram observar que os mesmos
apresentam liga¢des cruzadas com o DNA levando a morte celular por apoptose (QUIROGA
et al., 1998a). Esse resultado reflete uma resposta do organismo semelhante aquela observada
pela presenca da cis-Pt e isso indica que organometalicos derivados de paladio(Il) sdo
farmacos com grande potencial antitumoral.

Segundo McAULIFFE e colaboradores (1991) e Navarro-Ranninger e colaboradores
(1993), os compostos organometalicos de paladio(Il) apresentam uma atividade antitumoral
pequena quando comparados aos compostos contendo platina, devido a sua alta labilidade
exibida em meio biologico. Nesse sentido, os compostos ciclopaladados surgem como uma
alternativa despertando um recente e grande interesse na aplicagdo como agentes
antineoplasicos, ndo somente por produzirem complexos estaveis o suficiente para permitir
uma acdo eficaz da droga no organismo, mas também por possuirem uma citotoxicidade
consideravelmente menor que os analogos da platina.

No tocante aos ligantes difosfinicos, os mesmos sdo bases moles de Lewis, dando
origem a formacdo de complexos muito estaveis com o paladio(Il), o que permite o seu
emprego como agentes antitumorais, pois impede a decomposi¢do dos organometalicos por
vias metabolicas até a sua ag¢do sobre a molécula do DNA. (CAIRES et al., 1999).

Sabe-se que o tumor de Ehrlich (EHRLICH e APOLANT, 1905), um tumor
transplantavel originado de um adenocarcinoma mamario de rapido crescimento e
comportamento agressivo (SEGURA et al., 2000), ¢ capaz de crescer em quase todas as
linhagens de camundongos, sugerindo que o reconhecimento e a resposta imune a este tipo de
tumor sdo independentes do MHC (CHEN; WAITIKINS, 1970). Tal caracteristica sugere que
o controle do tumor de Ehrlich est4 relacionado com a imunidade inata, especialmente no que
diz respeito a resposta inflamatoria do que com resposta mediada por células T

(NASCIMENTO et al., 2006).



58

Em 1983, Mosmann desenvolveu a técnica colorimétrica utilizando o 3-(4, 5-
dimetiltiazol-2-il)-2, 5-brometo de difeniltetrazélio (MTT). Essa técnica tem sido muito
empregada atualmente para avaliar a viabilidade celular, inclusive de macréfagos colocados
em contato com compostos inorganicos (QUIROGA et al., 1998b; CAIRES et al., 1999).

No presente estudo, empregou-se diferentes concentragdes de solugdes de complexos
organometalicos de paladio(Il) de férmula geral: [Pd(C-dmba)(X)(dppp)], X= haleto (Cl) ou
pseudo-haleto (SCN, NCO, Nj;), dmba= N,N-dimetilbenzilamina e dppp= 1,3-
bis(difenilfosfina)propano, frente a células aderentes e linfocitos de camundongos normais ou
portadores de tumor de Ehrlich na forma sélida e também somente sobre células tumorais de
Ehrlich visando-se determinar a viabilidade celular (MOSMANN, 1983), comparando-os com
o padrdo cis-Pt.

Observando nossos resultados, pode-se observar que o potencial citotoxico dos
compostos de paladio(I) e da cis-Pt, determinado experimentalmente para células aderentes ¢
linfécitos de camundongos normais ou portadores de tumor de Ehrlich na forma sélida, e para
a linhagem tumoral de Ehrlich, é dependente da concentragdo, ou seja, ¢ dose-dependente
(Tabelas 2, 3 ¢ 4).

Os resultados apresentados na Tabela 2, com relacdo ao indice de citotoxicidade
mediano (ICsp) apdés 24 e 48h de exposicdo dos compostos sobre as células tumorais de
Ehrlich, demonstraram que todos os compostos e¢ o ligante dmba exibiram maior
citotoxicidade (menores concentracdes) tanto para 24 quanto para 48h, quando comparados a
droga padrdo cis-Pt (33,22+2,97 e 27,50+2,36, respectivamente). A Cis-Pt apresentou menor
citotoxicidade (maior concentragdo foi necessaria) para as células tumorais de Ehrlich,
comparada aos compostos, sendo este um bom prognodstico para esses, comprovando seu
elevado potencial citotdxico. Em relagdo a sensibilidade das células tumorais de Ehrlich, esta

mostrou-se tdo sensivel quanto outras linhagens celulares citadas na literatura ao potencial
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toxico dos compostos (NAVARRO-RANNINGER et al., 1996; QUIROGA et al., 1998a;
QUIROGA et al., 1999).

Apenas o ligante dppp apresentou ICs elevado tanto em relagdo a cis-Pt quanto em
relacdo aos compostos, sendo assim, tal ligante isolado exerceu menor efeito citotoxico sobre
as células tumorais. Analisando-se esses resultados, observou-se a importancia da
coordenagdo da fosfina aos compostos testados, uma vez que ela isolada ndo ¢ citotdxica para
as células tumorais. Em estudo anterior verificou-se que a coordenagdo da fosfina aumenta a
toxicidade dos compostos, comprovando sua citotoxicidade in vitro e uma grande atividade
antitumoral in vivo (ROCHA, artigo submetido). Da mesma forma, a coordenagdo de ligantes
bifosfinicos em compostos azido-ciclopaladados mostrou indices de citotoxicidade
(concentracdes que acarretam queda de 50 % na viabilidade celular) sobre células de colon de
utero, orofaringe e glioma cerebral, variando de 0,5 a 30 um, indicando elevado potencial
citotoxico dos compostos contendo palddio(Il) coordenado a fosfina em sua estrutura
(CAIRES et al., 1999).

Uma variedade de compostos ciclometalados foi utilizada com sucesso, como
compostos apresentando atividade citotdxica, especialmente sobre linhagens de células
tumorais sensiveis e resistentes a Cis-Pt. Navarro-Ranninger e colaboradores (1996) e Quiroga
e colaboradores (1998a e 1999), verificaram atividade antitumoral de ciclometalados de
platina e paladio tendo como ligante a tiosemicarbazona p-isopropilbenzaldeido (p-is. TSCN).

Em outros estudos, relatou-se a citotoxicidade de compostos derivados do paladio em
duas linhagens leucémicas (HL60 e K562) avaliados pelo teste de redu¢do utilizando o sal de
tetrazolio (MTT) e ainda pelo método de exclusdo pelo Azul de Tripan, sugerindo que os
compostos apresentam potenciais toxicos que seguem uma curva dose-dependente (ROCHA

et al., 2003).

Ghosh e colaboradores (1998) demonstraram que o aumento do numero de

macrofagos apos tratamento com boro pode prolongar o tempo de sobrevivéncia do
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camundongo; tal efeito foi parcialmente atribuido a morte das células tumorais induzida

pelos macréfagos.

r

Considerando esses resultados, ¢ importante lembrar que os macrofagos sdo
elementos fundamentais no combate as células tumorais e devem ter, no minimo, sua
viabilidade preservada e, se possivel, terem sua atividade aumentada a fim de combater o
tumor. Neste trabalho foi investigado o efeito dos compostos organometalicos de paladio(II)
na viabilidade e na ativacdo de macréfagos obtidos de camundongos portadores do tumor

solido de Ehrlich.

A Tabela 3 ilustra os valores de ICsy apos 24 e 48h de exposi¢do aos compostos para
células aderentes, dentre as quais se encontram os macrofagos, obtidas de camundongos
portadores do tumor de Ehrlich na forma sélida. Os compostos Cl, NCO e o ligante dmba,
apresentaram maior potencial citotdxico que a Cis-Pt em ambos periodos de exposigdo (24 e
48h), fato que ndo corresponde ao esperado, uma vez que o ideal seria que compostos nao
fossem toxicos para as células aderentes tanto quanto para as células tumorais. Por outro lado,
os compostos SCN e N3 e o ligante dppp apresentaram menor citotoxicidade para células
aderentes assim como a Cis-Pt apenas para 24 ¢ 48h.

A Tabela 4 mostra os valores de citotoxicidade observada pelos compostos sobre os
linfécitos. Os valores médios de ICsy obtidos para linfocitos apds 24 ou 48h de exposicdo
demonstraram ser muito préximos aos valores encontrados para as células aderentes. Portanto,
observou-se um perfil de citotoxicidade similar ao relatado para as células aderentes. Vale a
pena ressaltar que a citotoxicidade dos compostos e da Cis-Pt avaliada nas culturas das células
imunoldgicas (aderentes e linfocitos) mostrou-se aumentada em aproximadamente 40% apos
48h de exposi¢do, outra vantagem dos compostos em relagdo a Cis-Pt.

Analisando-se os resultados obtidos quanto a cititoxicidade (Tabelas 2, 3 ¢ 4)

observou-se que todos os tipos celulares testados (células tumorais, aderentes e linfécitos) sdo
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sensiveis aos efeitos toxicos dos compostos de paladio(Il), ligantes e o padrio testados
apresentando, na maioria dos casos, maior citotoxicidade para as células tumorais ap6s 48h de
exposicdo, tendo se destacado o composto N3 como sendo o composto capaz de exercer maior
efeito citotoxico sobre as células tumorais que sobre as aderentes e linfdcitos, ou seja,
promove a morte das células tumorais com uma concnetra¢do menor que a necessaria para
matar as células imunes. O NCO, também apresentou potencial citotoxico em relagdo as
células tumorais aumentado apds 48h, mantendo sua toxicidade para as células aderentes e
linfécitos apos 24 e 48h de exposi¢do. Ja o Cl mostrou-se mais citotoxico para as células
tumorais e menos para as aderentes apds 48h de exposi¢cdo, porém mostrou-se mais citotoxico
para os linfocitos, uma célula que deveria ter sua viabilidade preservada por participar na
defesa imunoldgica contra os tumores (SHANKARAN et al., 2001).

Toda vez que se encontram estimulados, os macrofagos sofrem um processo de
ativagdo, caracterizado por um rdpido aumento no metabolismo, motilidade e atividade
fagocitica. Os macrofagos ativados ndo funcionam apenas como fagocitos, essas células
também secretam mais de cem produtos, dentre eles, enzimas, componentes do complemento,
fatores de coagulagdo, espécies reativas de oxigénio, citocinas, etc (STITES et al., 2000).

Os macrofagos sdo capazes de responder a diferentes estimulos de membrana através
da producdo de espécies reativas de oxigénio [anion superoxido(O,’), peroxido de hidrogénio
(H>0,), radical hidroxila(OH")] e nitrogénio [0xido nitrico (NO), peroxinitrito (ONOQO)], os
quais apresentam atividades citotdxicas e microbicidas (NEUMANN e BELOSEVIC, 1996;
WINK e MITCHELL, 1998; KIM et al., 2000). Varios estudos demonstraram que H,O, e NO
também s3o importantes moléculas sinalizadoras intra e intercelular, participando de muitos
processos fisiologicos (RAMASARMA, 1990; KELM et al., 1997; ROBBINS ¢ GRISHAM,
1997; KIM et al., 2000; LUM et al., 2002).

Apos estimulacdo, os fagdcitos mono e polimorfonucleares sofrem mudangas em seu

metabolismo, aumentando o consumo de O, a niveis até 50 vezes superiores aos observados
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nas células ndo estimuladas. Concomitantemente, ocorre um aumento da oxidagdo com
produgdo de adenina-difosfato-nicotinamida oxidase (NADPH) que leva a redugdo do O, a
O,, o qual por dismutagdo espontinea ou pela superdxido dismutase, leva a formagdo do
H,0,. (DAHLGREN e KARLSSON, 1999; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999;
FORMAN e TORRES, 2001).

Os macrofagos sdo células que produzem e liberam EROs em resposta a fagocitose ou
a estimulagdo com varios agentes, como por exemplo o PMA. O PMA ¢ um estimulante
quimico hidrofébico que pode atravessar a membrana citoplasmatica do fagdcito
independentemente de receptor e é capaz de se ligar e também ativar a proteina quinase C,
causando uma grande variedade de efeitos nas células (BENDER et al., 1983).

As figuras 2A e 2B mostram a produc¢do de H,O, em cultura de células peritoneais de
camundongos portadores do tumor sélido de Ehrlich, quando em contato com os compostos
Cl, SCN, NCO, N3 ¢ os ligantes dmba e dppp. Observou-se que utilizando o ICsy de 24h os
compostos e ligantes investigados, com exce¢cdo do NCO e dmba, estimularam a producdo de
H,0, (Fig. 2A) bem como a cis-Pt. Os compostos Cl, SCN ¢ N3 mantiveram niveis
moderados da producdo de H,O, em ambas as concentragdes testadas.

Verificou-se que o ICsy de 48h (Fig. 2B) da cis-Pt e da dppp diminuiram a produgéo
de H,O, O composto NCO e o ligante dmba mantiveram o perfil de acdo observado para
ambos ICsy utilizados (24 e 48h), ndo estimulando a producdo de H,O, em nenhuma das
concentragdes testadas.

Dependendo de suas concentracdes relativas e também do acesso aos sitios celulares,
espécies reativas do oxigénio (EROs) podem ter papéis diferentes na célula (RAMASARMA,
1990). Um estresse oxidativo severo estd associado a disfungdes celulares, resultando na
ativacdo de mecanismos de reparo, apoptose e até necrose das células (FORMAN e TORRES,

2001).
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As EROs desempenham duplo papel nos sistemas bioldgicos, visto que podem ser
tanto benéficas ou maléficas para o organismo. Dentre seus efeitos benéficos destacam-se pela
defesa contra agentes infecciosos e na sinaliza¢do de sistemas celulares. Em contraste, em
altas concentragdes, as EROs podem ser importantes mediadores no dano a estruturas
celulares, incluindo lipideos e membranas, proteinas, ¢ acidos nucléicos, sendo que tal dano
oxidativo tem sido relatado como um fator importante no desenvolvimento de doengas como
cancer, arteriosclerose, artrite, desordens neurdegenerativas e outras doencas (VALKO et al.,
2006).

Os efeitos maléficos das EROs s3o balanceados pela agdo antioxidante de
antioxidantes ndo-enzimaticos em conjunto com enzimas antioxidantes (VALKO et al., 2006).
Mais especificamente, a modulagdo dos niveis de H,O, baseia-se no intercambio de dois
sistemas antagonicos: 1) as selenoenzimas de a¢do antioxidante, promovendo o decréscimo
dos niveis de H,O,; 2) a geragdo inibidores da peroxidade, cujos efeitos acarretam no aumento
da concentragcdo do H,O,. O equilibrio entre ambos os sistemas pode prevenir conseqiiéncias
anormais no metabolismo celular (THOMASZ et al., 2007).

Uma vez que o composto NCO e o ligante dmba ndo produziram H;O, nas
concentragdes do ICsy de 24 ou 48h (Fig. 2A e 2B), pesquisou-se a presen¢a de inibicdo da
producdo desse mediador. As porcentagens de inibi¢gdo dos compostos sobre a producdo de
H,0, estdo ilustradas na Tabela 7. Analisando-se os resultados, o composto NCO mostrou
inibir totalmente (100%) a produ¢do de H,O; pelas células aderentes estimuladas pelo PMA
tanto para o ICsy de 24 quanto para o de 48h; o ligante dmba mostrou inibir a producdo de tal
reativo em 78,39+1,02% para 24 h e totalmente (100%) para 48h de exposi¢ao.

Uma provavel explicagdo para essa inibi¢cdo, de acordo com a literatura, ¢ que o
crescimento do tumor de Ehrlich induz uma inibicdo das enzimas superdxido dismutase e
catalase (SUN et al., 1989), fundamentais na elimina¢do dos radicais livres como o anion

superoxido e H,O, (RUSHMORE e PICKET, 1993), levando entdo a um aumento dos niveis
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de H,O, produzidos. Assim, a inibi¢do da produ¢do do H,O, pode ser devida a uma possivel
capacidade do composto NCO e do ligante dmba reverterem a inibicdo das enzimas
superoxido dismutase e catalase, levando a diminui¢do ou inexisténcia da produ¢do de H,O,.

Em pesquisa mais recente (GUPTA et al., 2004) observou-se que nos camundongos
portadores do tumor de Ehrlich a planta Bauhinia racemosa apresentou efeitos antioxidantes
agindo por um mecanismo que envolve a modulagdo da peroxidacdo lipidica e o aumento do
sistema de defesa antioxidante, sendo essa potencializagdo do sistema de defesa antioxidante
uma outra explicagdo provavel para a inibi¢do do H,O, pelo composto NCO e o ligante
dmba.

Os intermedidrios reativos do oxigénio e nitrogénio sdo importantes produtos
secretados pelos macrofagos (ZWILLING e EISENSTEIN, 1994). Dentre as varias moléculas
efetoras produzidas pelas células natural killer (NK), células T ¢ macrofagos ativados no
combate as células tumorais, destaca-se o o0xido nitrico (NO) produzido pelos macrofagos
citotoxicos (LALA, 1998) e em menor proporgdo pelas células NK (FILEP et al., 1996).

Estudos envolvendo o papel do NO no combate a tumores tém demonstrado papéis
citostaticos e citotoxicos. O NO estimula o acumulo da proteina p53 em muitas células porque
ele inibe a degradacdo proteossomal da mesma (GLOCKZIN et al, 1999). A p53 causa a
ativacdo transcricional de muitos genes que conduzem a interrup¢do do ciclo celular (efeito
citostatico) e apoptose (AMBS et al., 1997). Além disso, o NO pode causar também a morte
celular por necrose (SHIMAOKA et al., 1995). A escolha entre as vias apoptotica e necrotica
pode ser determinada pela quantidade de ferro intracelular ndo-heme, o qual pode proteger da
morte por necrose (KIM et al., 2000). O efeito citostatico mediado pelo NO e a apoptose sdo
considerados como parte dos mecanismos que conduzem a citotoxicidade dos macrofagos
contra células tumorais (LALA, 1998).

No presente estudo, utilizando-se as concentragdes ideais de cada composto (ICsg)

tanto para 24 quanto para 48h de exposi¢do, procedeu-se a dosagem de NO. Utilizando-se a
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técnica de deteccdo de nitrito nos sobrenadantes das culturas pelo reagente de Griess, foi
possivel detectar a liberagio de NO para 24 e 48h de exposicdo aos compostos
organopaladados. Observou-se que em ambos os periodos de incubagdo, somente 0 composto
NCO, os ligantes dmba ¢ dppp ¢ a cis-Pt produziram niveis significativos de NO em relagio
ao controle negativo do animal portador de tumor. Comparando-se as concentragdes de NO
produzidas em 24 com 48h, observou-se que o composto NCO, o ligante dppp tal como a Cis-
Pt, ap6s 48h de exposi¢do, promoveram aumento da produg¢do do mediador NO (p<0,001).
Apenas o ligante dmba diminuiu os niveis de producdo de NO (p<0,05) com o aumento do
tempo de incubacio.

A presenga do tumor no camundongo influenciou a produg¢do de NO pelas células
aderentes tanto apds 24 como 48h de incubagdo, indicando que a prépria condigdo patologica
pode de alguma forma, estimular os macréfagos a produzirem NO. Esse dado pode ser
observado quando se compara os controles negativos (sem estimulo) entre animais sadios e
portadores de tumor (p<0,001).

O NO possui duplo papel no processo inflamatorio. Em concentragdes moderadas a
baixas auxilia contra invasdo de células estranhas ao organismo, promovendo uma ativag¢ao do
sistema imune na defesa contra virus, bactérias, fungos e células tumorais (MACMICKING et
al., 1997). Porém numa concentracdo elevada, este mediador torna-se citotdxico, nao seletivo
e, com efeito deletério (MONCADA et al., 1991; MONCADA e HIGGS, 1995; LALA,
1998), podendo agir contra as células tumorais. Nossos resultados de 48h demonstraram
elevada produgdo desse mediador para o composto NCO, ligante dppp e a cis-Pt, sendo que o
composto NCO estimulou a produ¢do de NO a um nivel equivalente a do controle positivo,
porém em relagdo a Cis-Pt ndo foi significativo.

Foi demonstrado primeiramente que o NO produzido pelos macréfagos participa da
morte das células tumorais. Entretanto, estudos revelam que o NO ndo ¢ consideravelmente

toxico para uma variedade de tipos celulares. Comparado ao perdxido de hidrogénio em
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concentragdes similares, as quais resultam em 99% ou mais de morte celular, o0 NO ndo é um
potente agente toxico (WINK e MITCHELL, 1998).

As espécies reativas de oxigénio e nitrogénio podem desempenhar diferentes papéis
nas células dependendo das concentracdes relativas de cada um e dos sitios celulares
acessiveis a tais espécies. O NO ndo ¢ um potente oxidante; entretanto, ele reage com o anion
superdxido (O;) formando um potente oxidante, o peroxinitrito (ONOQO"). O peroxinitrito &
formado pelas células inflamatdrias ativadas e células endoteliais, tendo demonstrado oxidar
diversas moléculas biologicas e nitrosilar proteinas livres ou residuos de tirosina das
proteinas, além de outros fendis (ISCHIROPOULOS et al., 1996; LINARES et al., 2001).
Nenhum dos compostos em nosso estudo promoveu a liberacdo concomitante de HO, e NO,
porém tal efeito somente foi observado para o ligante dppp.

Os testes de inibi¢do foram realizados para os compostos Cl, SCN e N3 que ndo
promoveram a produ¢do de NO apds 24 ou 48h de incubagdo (Fig. 3A e 3B). Na Tabela 8,
observa-se as porcentagens de inibicdo de tais compostos que variaram de 74,7+2,08 a
96,93+1,92.

O fato de promover a inibi¢do da produgcdo de NO pode ser benéfica, visto que tais
compostos podem ser empregados como agentes anti-inflamatérios, dado que a producdo
exagerada de NO parece mediar seus efeitos pro-inflamatorios estando relacionados a varias
doencas como o choque séptico, doencas auto-imunes, arteriosclerose. Ainda, as condi¢des
inflamatoérias cronicas podem induzir o desenvolvimento do cancer (MONCADA et al., 1991;
CIRINO et al., 2002).

Outro efeito prejudicial do NO relatado na literatura é o fato de que este mediador
pode promover também a progressdo tumoral pelo estimulo da COX-2, enzima envolvida na
producdo de prostaglandinas. Tanto as concentragdes de NO quanto de prostaglandinas tém
sido associadas positivamente com a inflamacdo e progressdo tumoral. Elevada produgdo de

prostaglandinas pelos tumores resulta da COX-2, a qual tem sido encontrada em muitos tipos
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de canceres humanos, incluindo os de colon, estdmago, mama, cabega € pescogo, € pancreas.
Assim, drogas quimioterapéuticas ou quimiopreventivas capazes de inibir tanto a COX-2
quanto a dxido nitrico sintase induzivel (iNOS), responséavel pela formagdo do NO, podem se
tornar importantes adjuvantes para a inclusdo em protocolos terapéuticos (LALA e
CHAKRABORTY, 2001). Pode-se também considerar a hipotese de que os compostos Cl,
SCN e N3 inibam a inducdo da iNOS em macrofagos murinos a nivel transcricional, ja que a
produg¢do de NO induzida pelo LPS foi inibida pelos compostos. Experimentos futuros
investigando a ativagdo da NF-kB podem ser realizados a fim de se verificar essa inibi¢ao,
uma vez que a NF-kB ¢ um dos mais importantes fatores de transcri¢do no controle de genes
pro-inflamatoérios como TNF-a e iNOS (LOPES et al., 2005). Assim, os compostos que
promoveram a inibi¢do do NO podem ser inibidores em potencial da iNOS e/ou da COX-2,
propondo-se a realizagdo de testes futuros com os compostos Cl, SCN e Nj.

Uma outra possivel explicagdo para a citotoxicidade dos compostos Cl, SCN e N3
seria a capacidade de tais promoverem a morte das células tumorais por a¢des diretas no DNA
das células, independentemente da producdo de NO. Em estudo mostrou-se que os compostos
orto-ciclometalados de Pd(Il) e Pt(II) paladados formam ligagdes cruzadas inter-hélice com o
DNA. (QUIROGA et al., 1998b). Ainda, apesar de ndo produzirem NO, produzem H,0,, um
reativo que pode estar colaborando na resposta imune citotdxica contra as células tumorais
(RAMASARMA, 1990).

Desta maneira, neste estudo, tanto os compostos que produziram quanto os que
inibiram o NO, podem contribuir para a conten¢do do tumor, seja de forma direta (agdo
citotoxica sobre as células tumorais) ou indireta (na contencdo da resposta inflamatoria
circunscrevendo o tumor), resultados também observados na literatura (LAVNIKOVA et al.,
1993; SIMEONE et al., 2002).

Analisando-se conjuntamente os resultados apresentados até o0 momento, pode-se notar

que compostos como o Cl, SCN e N3 demonstraram inibir a produgcdo de NO, porém
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produziram H,0,. De forma contraria, o composto NCO inibiu a producido de H,O,, porém
produziu NO.

Existem relatos na literatura de que o NO pode inibir o consumo de H,O;; enquanto
que a catalase e o HyO,, por sua vez, podem consumir o NO, diminuindo sua
biodisponibilidade (WINK e MITCHELL, 1998). Assim, esse mecanismo de regulagdo que
ocorre entre tais reativos pode ser uma explicagcdo para os compostos que produziram o H,O,
(SCN, NCO, N3) ¢ que diminuiram em até¢ 100% a biodisponibilidade do NO.

E de conhecimento da comunidade cientifica que a produgdo de NO ¢ influenciada
pela presenca de mediadores imunoldgicos, as citocinas. Essas citocinas sdo os primeiros
sinais que comunicam a presenca da infeccdo e inflamacdo, ativando o sistema imune de
forma coordenada. Os macrdofagos sdo as primeiras células a reconhecerem o agente invasor e
produzir uma variedade de citocinas, incluindo TNF-a (fator de necrose tumoral-at), 1L-1
(interleucina-1), IL-6 (interleucina-6) entre outras (SORIMACHI, 1999).

Estudo demonstrou que a estimulacdo de células A549 de epitélio pulmonar e de
células primarias de vias aéreas humanas pelas citocinas TNF-a, IL-1p e IFN-y, resultou em
uma expressdo aumentada do RNA mensageiro (mMRNA) para a iNOS tal como uma
aumentada producdo de NO (BERKMAN et al., 1996).

Sabe-se que as interagdes entre as células tumorais com seu microambiente podem
afetar o crescimento tumoral e a formacdo de metastase. O microambiente tumoral pode
variar entre os tipos de tumores e os estagios da doenca, fato que é complexo e consiste de
muitos fatores e tipos celulares. Dentre os componentes do microambiente tumoral, as células
inflamatorias e as citocinas t€ém demonstrado desempenhar um papel-chave no cancer de
mama (BEN-BARUCH, 2003).

A agdo da citocina TNF-a no cancer ¢ paradoxal, variando de acordo com as
condi¢des fisioldgicas e de forma dependente do tipo celular envolvido, fato que contribui

para um senso de ambigiiidade em relagcdo a seus efeitos antitumorais. O TNF-a enddgeno,
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produzido cronicamente no microambiente do tumor pode aumentar seu desenvolvimento e a
metastase, induzindo outras citocinas, contribuindo para o dano ao DNA e aumentando o
crescimento/sobrevivéncia das células tumorais. Por outro lado, o TNF-a também ¢é uma
molécula efetora crucial na morte mediada por células T CDS8 e células natural killer na
destruicdo de células tumorais induzindo apoptose e necrose dessas células (FIDLER e
SCHROIT, 1998; BALKWILL e MATOVANI, 2001; BALKWILL, 2002).

Estudos confirmam a citotoxicidade atribuida ao TNF-a sobre células tumorais pela
capacidade de provocar a morte de células de cancer de mama humano. (WEITSMAN et al.,
2004). Porém, as células sangiiineas dos pacientes com cancer de mama tém a capacidade de
produzir o TNF-a reduzida, sendo assim, a producdo de TNF-a tem um papel relevante no
desenvolvimento do cancer de mama (ZIELINSKI et al., 2003).

Investigacdes recentes sugerem fortemente que a expressdo cronica do TNF-a no
cancer de mama estd envolvida no crescimento tumoral. A quantidade de células expressando
TNF-a no carcinoma de mama demonstrou estar correlacionada com aumento do tumor,
sendo que a expressdo do TNF-a em macrofagos associados a tumores pode desempenhar um
importante papel no comportamento metastatico dos carcinomas de mama (LEEK et al., 1998;
MILES et al., 1994). Além do mais, pacientes com fendtipos de maior progressdo tumoral
demonstraram ter concentragdes séricas de TNF-o significativamente elevadas (SHEEN-
CHEN, 1997).

Nos experimentos inerentes ao TNF-a (Fig. 4A e 4B) verificou-se que todos os
compostos foram capazes de estimular significativamente a produgdo desta citocina em
relacdo ao controle negativo do animal portador do tumor. Porém, o tempo em que as células
ficaram expostas aos organometalicos interferiu nos niveis de producdo da citocina TNF—a.
Apos 48h, as células aderentes em contato com a cis-Pt, Cl, NCO, dmba ¢ dppp
apresentaram produ¢do diminuida desse mediador. Apenas o composto SCN promoveu

aumento significativo da produg¢do do TNF-a apds 48h de exposicdo (p<0,05), tal aumento
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correspondeu a aproximadamente o dobro (Fig. 4B) daquele observado em 24h. O Nj
manteve o nivel de liberagdo de TNF—a, independentemente dos periodos em que as células
foram submetidas a exposicao a tal composto.

Comparando-se os compostos ¢ ligantes com a Cis-Pt, apenas o ligante dppp
promoveu uma producdo significativamente maior de TNF—a apds 24h de exposi¢do. J& para
48h, nenhuma das espécies testadas superaram os niveis da referida citocina produzidas em
fun¢do da exposigdo a Cis-Pt . Considerando-se que apds 48h os niveis da citocina diminuiram
e se equipararam ao nivel de TNF-a produzido pela cis-Pt, pode-se dizer que o tempo de 48h
de exposi¢do das células aos compostos promoveu um controle da produg¢do de TNF-a..

Ainda, verificou-se producdo significativamente maior de TNF- a no controle negativo
do animal portador de tumor (76,01£18,66 e 57,25+£5,19 apds 24 e 48h de exposicdo,
respectivamente) em comparacdo ao controle do animal sadio, que ndo produziu tal citocina
em ambos periodos de exposicdo. Tal observacdo leva a crer que a presenga do tumor no
camundongo estimulou, de alguma forma, os macréfagos dos camundongos a produzirem tal
citocina em fungdo da presenga do tumor.

Inter-relacionadas com a citocina TNF-a estdo as citocinas IL-6 e IL-1, sendo que
estas podem agir juntas de maneira cooperativa, sugerindo-se que estas trés citocinas formam
uma rede de fatores relacionados que podem afetar a progressdo celular tumoral de maneira
cooperativa. Atualmente, muitos estudos in vitro e in vivo tém avangado na compreensdo do
envolvimento das citocinas na oncologia. Algumas citocinas (IL-1, IL-6, IL- 11, TGF-B)
estimulam enquanto outras (IL-12, IL-18, IFNs) inibem a prolifera¢do e/ou invasio do cancer
de mama (NICOLINI et al., 2006).

A citocina interleucina-1p (IL-1B) € conhecida como um regulador-chave na
inflamagdo e resposta imune. Recentemente, a IL-1pB tem sido considerada uma citocina

multifuncional capaz de afetar todos os tipos celulares, induzindo a expressdo de um vasto
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numero de citocinas (EMERY; SALMON, 1991; DINARELLO; WOLFF, 1993;
DINARELLO, 1998).

Estudos demonstraram a expressdo de membros da familia da IL-1 no cancer de mama
humano além do cancer de cabega e pescogo (VON BIBERSTEIN et al., 1996; KURTZMAN
et al.,, 1999; MILLER et al., 2000) e a correlagdo da sua expressdo com a severidade da
doenca, ja que a IL-1 aumenta a expressdo da citocina IL-8 que exerce fungdo pro-
angiogénica/pro-tumorigénica. Entretanto, véarios estudos demonstram o papel da familia da
IL-1 na modulagdo de células cancerigenas bem como células teciduais normais dentro do
microambiente tumoral tanto in vitro quanto in vivo. Outros estudos sugerem o papel da
familia da IL-1 na progressdo do cancer de mama baseado na sua correlagdo com indicadores
de prognostico da doenga (PATSCHENKO et al., 2003).

Em nosso estudo com os compostos organopaladados observou-se que os mesmos
foram capazes de promover a producio de IL-1[3 pelas células aderentes, tanto para o periodo
de 24 quanto para o de 48h. Os compostos NCO e N3, além do ligante dmba mantiveram
aproximadamente os mesmos niveis (p>0,05) de produgdo da citocina IL-13 independente do
tempo de exposi¢do (24 ou 48h), conforme se pode observar nas Figuras 6A ¢ 6B. A cis-Pt
também manteve o estimulo a produgdo da citocina tanto para 24 quanto para 48h de
exposi¢ao (p>0,05). J& o composto SCN aumentou significativamente a produgdo de IL-1f3
apds 48h (p<0,005), enquanto que o composto Cl e o ligante dppp diminuiram a liberagdo da
citocina (p<0,005 e p<0,006, respectivamente), indicando que o tempo de exposicdo a tais
espécies influencia, ora aumentando, ora diminuindo a liberagdo de tal citocina.

Enquanto que as células aderentes do controle negativo do animal com tumor
apresentaram niveis elevados da IL-1 tanto apds 24 ou 48h de exposi¢do (59,51+£6,25 ¢
55,50+3,42, respectivamente), as células do controle negativo do animal sadio produziram
niveis significativamente menores em ambos periodos de exposi¢ao (9,89+1,32 ¢ 9,72+2,49,

respectivamente).
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O IFN-y, secretado pelas células T, ¢ requisitado para a produgdo do NO e para a
expressdo da iNOS. Os macrofagos sdo células alvo para o IFN-y. Tal citocina tem
demonstrado ativar macrdfagos, aumentar a atividade da iNOS (MACMICKING et al., 1997),
e conferir imunidade contra patdgenos intracelulares (BOEHM et al., 1997).

O IFN-y tem demosntrado potencializar a inibi¢ao do crescimento de células de cancer
de mama in vitro (CORADINI et al., 1997; LINDNER e BORDEN, 1997). Estudo
demonstrou que os linfécitos e IFN-y colaboram para a proteg¢do contra o desenvolvimento de
sarcomas carcinégeno-induzidos, carcinomas epiteliais espontaneos e também para a selecdo
por células tumorais com imunogenicidade reduzida (SHANKARAN et al., 2001).

Porém, sabe-se que o tumor de Ehrlich causa efeitos sistémicos imediatos no
hospedeiro por meio de fatores soluveis secretados pelas células tumorais. Estudos relatam
que na imunidade contra células tumorais o efeito do IFN- y ndo ¢ tdo pronunciado. Isto foi
verificado em pesquisas onde as células tumorais demonstraram inibir as respostas pelas
células T mediadas pelo IFN-y (TADA, et al., 1991; GOSH et al., 1995; HANDEL-
FERNANDEZ et al., 1997; ELEXPURU et al., 1997). Da mesma forma constatou-se que em
camundongos portadores do tumor de Ehrlich o nimero de células Th esplénicas mostrou-se
diminuido 2 dias ap6s o crescimento tumoral, além da redugdo do IFN-y produzido, sendo que
tal decréscimo ¢ acompanhado pela reducdo do nimero de células CD4, sugerindo uma
modulagdo da resposta imune do tipo Th1 (SEGURA et al., 1997).

Sendo assim, essa pode ser uma possivel explicagdo para a baixa producdo de tal
citocina em nosso estudo, conforme se observa nas Figuras 7A e 7B.

Pode-se notar que mesmo os niveis dos controles positivos de 24 ¢ 48h, ou seja, os
linfécitos de camundongos portadores de tumor estimulados com um indutor de IFN-y, a
Concanavalina A (Con A), mostraram-se consideravelmente menores em relagdo ao controle
positivo de camundongos sadios, confirmando a influéncia das células tumorais de Ehrlich

sobre a diminuicdo da liberagdo de IFN-y pelos linfocitos T.
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Uma outra explicacio plausivel para a baixa producdo de IFN-y (no caso do composto
NCO) seria devido ao NO, pois este quando produzido em altas quantidades age por
mecanismo de feedback negativo da regulagdo de citocinas. Por exemplo, o IFN- y é um
potente indutor de altos niveis de NO. Altos niveis de NO, por sua vez, diminuem os niveis de
IFN-y. Tal capacidade do NO regular o IFN-y pode ser um mecanismo eficaz de homeostase
na geracdo da citocina IFN- y pré-inflamatéria. (TAYLOR-ROBINSON, 1997).

Embora a produgdo desse mediador tenha sido baixa, os compostos SCN, NCO, N3 ¢
os ligantes dmba e dppp produziram niveis de IFN-y significativamente superiores ao nivel
produzido pelo controle negativo do camundongo portador de tumor apds 24h de exposicio;
ja a cis-Pt ndo foi capaz de estimular significativamente a produgdo do IFN-y. Dentre os
compostos, destacou-se o N3 pois este produziu um nivel de IFN-y significativo até mesmo
em relagdo ao padrio, Cis-Pt.

Apds 48h de exposicdo, nenhuma das espécies testadas, da mesma forma que a Cis-Pt,
ndo produziram niveis consideraveis da citocina IFN-y em relagdo ao controle negativo do
animal portador de tumor.

Observou-se que os compostos SCN e Nj, além do ligante dmba diminuiram
significativamente a producdo de IFN-y pelos linfocitos apds 48h de exposi¢do. Sendo assim,
tal diferenca de comportamento entre os periodos de exposicdo de 24 e 48h nos leva a crer
que as referidas espécies diminuiram a citocina IFN-y com o passar do tempo.

Ainda, comparando-se o controle negativo do animal sadio com o portador de tumor,
verificou-se que a presenca do tumor influenciou na liberacdo do IFN-y tanto apos 24 ou 48h
de exposi¢do visto que o animal portador de tumor apresentou niveis superiores de tal citocina
em relacdo ao sadio.

Correlacionando-se os resultados obtidos para as citocinas testadas neste estudo,

observou-se que os compostos Cl e SCN, apds incubagdo de 24h, ndo somente inibiram o
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NO, conforme relatado anteriormente, mas também as citocinas pro-inflamatdrias IL-1P3 e
TNF-a, podendo ter ocorrido uma inibi¢do da indug@o da iNOS a nivel trancricional (LOPES
et al., 1995). Ainda, o CI destacou-se em relagdo ao SCN como agente anti-inflamatdrio, pois
mesmo apds 48h de incubagdo, manteve-se inibindo o NO, ndo produzindo niveis
significativos de IL-1B ¢ TNF-a, além do fato de ndo produzir IFN-y em nenhum dos
periodos de incubacio.

Combinagdes especificas de citocinas como IFN-y com o TNF-a ou IL-1B promovem
a ativagdo intracelular de fatores de transcricdo como a NF-kf3 a produzir a éxido nitrico
sintase (NOS), responsavel pela produ¢do do NO (VLADUTIU, 1995).

Observou-se tal correlagdo para o composto NCO que mostrou-se capaz de promover
a produ¢do de IFN-y e IL-1PB apos 24 e de TNF-a e IL-1p apds 48h de incubagdo; ambas
combinagdes de fato resultaram no aumento da producdo de NO. J& o composto N3, apesar de
produzir IFN-y e IL-1p apos 24 ¢ TNF-a e IL-1 apds 48h de incubagdo, ndo produziu niveis
significativos de NO, pelo contrario, demonstrou inibir em média 75% da produgdo de tal
reativo. Isto pode ser explicado devido a uma acdo diferenciada da enzima o6xido nitrico
sintase induzivel (iINOS). A iNOS ¢ uma das trés enzimas responsaveis pela produgdo de NO,
sendo que as principais citocinas envolvidas na estimulagdo da iNOS sdo o TNF-a, IL-1P e
IFN-y. Por sua vez, a expressdo da iNOS ¢ regulada por diversos fatores de transcricdo
incluindo o NF-kB. Assim, conforme ja comentado anteriormente, pode estar ocorrendo uma
inibicdo da transcricdo do NF-kB e consequentemente da iNOS, sendo uma possivel
explicagdo para as células aderentes murinas tratadas com o N3 ndo produzirem o NO mesmo
que este composto produza as citocinas necessarias para sua sintese.

Estudos morfologicos da interagdo de macréfagos murinos com células alvo sugerem
que o contato do macréfago com o alvo envolvendo a transferéncia de enzimas lisossomais ¢

o fator responsavel pela desestabilizagcdo da membrana e lise da célula alvo. Os macrdéfagos
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ativados podem distinguir células normais de células com mitose estimulada ou células
tumorais, e lisar apenas as tumorais. Esse reconhecimento seletivo pode ocorrer pela ligagao
de macrofagos ativados a sitios especificos na superficie da membrana celular (FILDER e
SCHROIT, 1988; LASKIN e LASKIN, 2001).

Nesse estudo procurou-se avaliar se a citotoxicidade das células aderentes poderiam
estar alteradas quando incubadas in vitro com tais compostos. Verificou-se que apos 24h de
exposicdo (Fig. 7A), a cis-Pt promoveu aumento da citotoxicidade das células aderentes
(p<0,05); da mesma forma, os compostos SCN, NCO, N3 e o ligante dmba aumentaram a
citotoxicidade das células em relagdo ao controle negativo do animal portador de tumor,
sendo que o NCO e o N3 foram os que promoveram aumento da citotoxicidade mais
pronunciado (p<0,001). Porém, apds 48h de exposicdo (Fig. 7B), nenhum dos compostos
testados e nem a Cis-Pt promoveram aumento significativo da citotoxicidade em rela¢do ao
controle negativo do animal portador de tumor.

A citotoxicidade de macrofagos pode ser induzida de varias maneiras in vitro e in vivo.
Tal citotoxicidade pode ser dividida em citostdtica e citolitica. Apesar da citotoxicidade dos
macrdfagos estarem relacionadas com fatores soluveis produzidos pelos mesmos, para ambos
os tipos de citotoxicidade ocorrerem necessita-se do contato direto dos macrdfagos com as
células-alvo a fim de se iniciar a liberacdo de tais fatores. Uma grande variedade de
mecanismos tém sido propostos para as interagdes citotoxicas entre os macrofagos ativados e
células tumorais in vitro. Os macréfagos ativados s3o, em parte, caracterizados
funcionalmente por sua capacidade de exercer efeitos citotdxicos in vitro, exercendo
seletividade sobre as células tumorais (KLOSTERGAARD et al., 1987). A resposta citolitica
em fun¢do do co-cultivo com os macrofagos ativados € mais caracteristica para células
tumorais que outros tipos celulares (KELLER, 1976).

Sugere-se que a Cis-Pt possa ser utilizada como um modificador da resposta bioldgica

na modulacdo da resposta imune celular contra a neoplasia, sendo que os macréfagos murinos
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tratados com a Cis-Pt adquirem uma capacidade aumentada de lisar as células tumorais in
vitro (SHRIVASTAVA et al., 1997). Da mesma forma que em experimento de citotoxicidade
mediado por macréfagos tratados com Cis-Pt sobre células de linhagem tumoral de mastocitos
P815 marcadas com timidina triciada, observou-se que os macréfagos tratados com a Cis-Pt
apresentaram maior citotoxicidade em relagdo aos ndo-tratados apds 24h de incubagdo
(SHISHODIA et al.,1998). Nesse particular, os compostos NCO e N3 destacam-se no
presente estudo por terem apresentado capacidade citotdxica/citolitica superior aquela
apresentada pela cis-Pt.

Baseando-se nos resultados discutidos, os compostos sdo promissores agentes por seus
efeitos sobre as células tumorais e imunes, muitas vezes de forma igual ou superior a Cis-Pt,
droga de uso corrente na quimioterapia do cancer. Deve-se ressaltar que muitos outros estudos
serdo necessarios e que testes sobre culturas celulares in vitro nem sempre correspondem aos
observados em situagdes in Vivo. Testes in vitro auxiliam e direcionam a realiza¢cdo de novas
pesquisas farmacologicas de maior complexidade (BABICH e TIPTORB, 2002). Resultados
de testes in vitro devem ser analisados como parte dos ensaios necessarios para aplica¢do

terapéutica dos compostos e para posteriores testes in vivo.
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VI. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que:

1- As células tumorais de Ehrlich, bem como as células aderentes e linfocitos obtidos de
camundongos portadores do tumor solido de Ehrlich s@o sensiveis ao potencial toxico dos
compostos;

2- Os compostos Cl, SCN, N3 e o ligante dppp estimularam a producdo de H,O,, assim como
o padrdo cis-Pt; por outro lado, o composto NCO e o ligante dmba inibiram a produgio do
H,0, apds 24 e 48h;

3- O composto NCO e os ligantes dmba e dppp, assim como a Cis-Pt, estimularam a
producdo de NO; os compostos Cl, SCN e N3, por sua vez, inibiram a produ¢do do NO tanto
no periodo de 24 ou de 48h;

4- Somente os ligantes dmba, dppp ¢ o padrido cis-Pt induziram a produ¢do da citocina TNF-
a no periodo de 24 h; j& para 48h, com exce¢do do Cl, todas as outras espécies aumentaram a
liberagdo da citocina TNF-o em relag@o ao controle negativo dos camundongos portadores de
tumor;

5- Os compostos NCO, Nj e os ligantes dmba ¢ dppp ¢ a cis-Pt induziram a produ¢do da
citocina IL-1B em niveis significativos em relagdo ao controle negativo do animal portador do
tumor nos periodos de 24 ou 48h de incubagdo; os compostos Cl ¢ SCN, ndo induziram a
produg¢do de IL-1 apés 24 h de incubagdo, ja para 48 h, o SCN produziu niveis
estatisticamente significativos da citocina e o Cl manteve-se sem induzir producdo
significativa.

6- Nenhum dos compostos testados, ligantes ou mesmo a Cis-Pt estimularam os linfocitos a
produzirem IFN-y em grandes quantidades, fato que pode estar associado ao tipo de modelo

tumoral empregado neste estudo;
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7- A capacidade citotoxica/citolitica das células aderentes contra células tumorais foi
aumentada somente quando estimuladas com os compostos SCN, NCO e N3, o ligante dmba,

e o padrdo Cis-Pt por 24h.
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Resumo

Os ciclometalados de palddio(Il) sdo compostos inorgénicos reativos empregados
em vdrios estudos biolégicos devido a seu potencial antitumoral e interagdo com o sistema
imune. Neste estudo, a resposta imune e citotoxica induzida por dois complexos
organopaladados: [Pd(N,C-dmba)(u-NCS)], (1), [Pd(C-dmba)(NCS)(dppp)] (2) [dmba =
N,N’—dimetilbenzilamina, dppp = 1,3-difenilfosfina(propano)] e cisplatina (cis-DDP),
como padrdo, foram investigados em camundongos portadores do tumor ascitico de
Ehrlich. Os camundongos portadores do tumor foram divididos em cinco grupos e
inoculados com 1 ou 2 ou cis-DDP ou apenas veiculo ou salina (PBS). Diversos
pardmetros foram avaliados tal como a porcentagem de células tumorais presentes no
exsudato peritoneal, o 6xido nitrico (NO) e fator de necrose tumoral (TNF-o) séricos e
aumento na expectativa de vida. Os dados obtidos demonstram que o composto 2
apresentou atividade similar a cis-DDP, como por exemplo, aumento na expectativa de
vida, diminuicao dos niveis séricos de TNF-a e aumento da produgdo de NO.
Palavras-chave: Complexos de Pd(Il); Tumor ascitico de Ehrlich; Macréfagos; Oxido

nitrico; Fator de necrose tumoral- alfa.



Abstract

The palladium(Il) ciclometallated are reactive inorganic compounds employed in
several biological studies because its antitumour potential and interaction with immune
system. In the present study, the immune and citotoxic response induced by two
organopalladated complexes: [Pd(N,C-dmba)(u-NCS)], (1), [Pd(C-dmba)(NCS)(dppp)] (2)
[dmba = N,N’—dimethylbenzylamine, dppp = 1,3-diphenylphosphine(propane)] and cis-
platin (cis-DDP), as standard, were investigated in mice bearing Ehrlich ascites tumour.
The mice bearing Ehrlich ascites tumour were divided into five groups and inoculated with
the compounds 1 or 2 or cis-platin or only vehicle or saline (PBS). Many parameters were
evaluated such as tumour cells percentage in the peritoneal exsudate, serum nitric oxide
(NO) and tumour necrosis factor - alpha (TNF-o) and increase in life span. All data
showed similar action between compound 2 and cis-platin, like increase in life span,

decrease of TNF-« levels and enhance in the NO production.

Keywords: Pd(Il) complexes; Ehrlich ascites tumour; Macrophages; Nitric oxide; Tumour

necrosis factor- alpha.



Introduction

Cancer is a disease in which unremitting clonal expansion of somatic cells kills by
invading, subverting, and eroding normal tissues." Millions of people die every year from
the metastatic spread of cancer that occurs through blood and lymphatic vessels or directly
into tissues and body cavities.” Between the several types of cancer, breast cancer is the
most common malignancy in women worldwide.’

In some cases, immune cells constitute an additional prominent component of the
host response to cancer, but their participation in tumour pathogenesis remains not
completely understood. Dense intratumoral lymphocyte infiltrates in early stages of
neoplasm are strongly related with reduced frequencies of metastasis and improved of
survival time of patients with several types of cancer.* Macrophages play an important role
in the host defence against the neoplastic disease, recognizing and killing tumour cells,
which are activated with a variety of agents and so they produce a number of citostatic or
citotoxic mediators upon stimulation.” This process involves the release of reactive oxygen
intermediates (ROI) during the respiratory burst, along with reactive nitrogen intermediates
(RNI) and proinflammatory cytokines like tumour necrosis factor-alpha (TNF-o).°
However, when these inflammatory mediators are produced in high quantities, they
mediate the tissue damage associated with inflammation and ischemic injury.7’8

Cis-diamminr::dichloroplatinum(II),9 a clinically important antitumour drug, acts
like classical alkylating agent in chemotherapy against some types of cancers. It has been
acting as a potent stimulator of macrophages and polimorphonuclear leukocytes of human
body. This drug has been proved to be effective alone or in addition with other drugs or
cytokines for the treatment of a variety of human and animal malignancies,lo but its

administration in human shows many side effects such as nausea, nephrotoxicity and



neurotoxicity.11 In addition, its applicability is still limited to a relatively few number of
tumours. This effect occurs because of the natural resistance to cis-platin development or
because of the resistance that happens after the initial treatment. These drawbacks are a
strong reason for the development of new metal drugs containing other metallic centres, for
instance, cyclopalladated complexes, which in a previous research presented citotoxic
potential in tests in vitro against several tumour lineages.12 However, currently in vivo
investigations are so scarce, mainly evaluate effects of organopalladium solutions in cell
viability and their ability to induce murine macrophages to recognize and to attack tumour
cells.

As part of a program directed at the synthesis of complexes having ligands with
noteworthy biological properties, such as aromatic amines and diphenylphosphines, the
present research evaluated: the citotoxic activity of organopalladated compounds
[Pd(dmba)(u-SCN)], (1) and [Pd(dmba)(NCS)(dppp)] (2), dmba = NN’
dimethylbenzylamine, dppp = 1,3-diphenylphosphine(propane), Fig. 1, against Ehrlich
ascites tumour (EAT), evaluating their citotoxic potential in vitro (ICsy), besides their
effects in the inflammatory response, the mean survival time and the increase in life span
of the groups of Swiss mice. In all experiments cis-diamminedichloroplatinum (II) (cis-

DDP) was used as standard drug.

Insert Figure 1

Experimental

Synthesis



All the syntheses were carried out at room temperature and the reagents were
employed without further purification.

The compound [Pd(N,C-dmba)(u- NCS)], (1) was obtained and characterized
according to literature methods.'® The [Pd(C-dmba)(NCS)(dppp)] (2) was obtained as
described: to a yellow suspension of 250 mg (0.42 mmol) of [Pd(N,C-dmba)(u- NCS)], (1)
in 30 mL of acetone was added 71.90 mg (0.84 mmol) of 1,3-bis(diphenylphosphine)
propane (dppp). The resulting solution was stirred for 1 h; and then concentrated under
reduced pressure. Addition of dichloromethane and pentane gave a white solid. The solid
was filtered off washed thoroughly with pentane and dried in vacuo. Yield: 90% (Found:
C, 62.25; H, 5.78; N, 4.06; S, 4.32. C37H36N2SP2Pd caled. : C,62.40; H, 5.52; N, 3.93; S,
4.50%). We have employed commercial cis-platin Fauldiscipla® Img/mL in this

investigation as standard.

Instrumental
IR espectra were recorded on a NICOLET IMPACT 400 spectrophotometer in the

4000-400 cm™ range with the samples in the form of KBr pellets.

Tumour Cell Line

The tumour cell line used in this experiment was Ehrlich ascites tumour (EAT).
The maintenance of tumour was made according to literature methods.'* This procedure
was made in the Laboratory of Clinical Immunology of “Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara” - Universidade Estadual Paulista, Araraquara, SP, Brazil.
Cell viability was evaluated by trypan blue exclusion test, and only the cell suspensions

that showed 95% of viability were employed in the studies.



Animals

Seventy-six male Swiss mice weighing 18 to 25g were supplied by the Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual Paulista, Araraquara, SP, Brazil. They
were maintained in polycarbonate boxes at 23 + 2°C, 56 + 2% humidity, 10-18 cycles/h

and a 12 h light/dark cycle), with water and food available ad libitum.

In vitro and in vivo assays from mice bearing EAT

Animals were sacrificed five days after of tumour transplantation, considering as
pure culture those ones containing 95% of tumour cells, without significantly inflammatory
cells influx."*

Cells suspensions were collected in an sterile conic tube for centrifuge (Corning
Inc) and then were centrifuged with 15 parts of NH4Cl 0.17 molL" followed by phosphate-
buffered saline (PBS), pH 7.2, for 5 min at 2000 rpm and 25°C." Cell concentration was
adjusted in RPMI medium (Sigma), using a Neubauer haemocytometer (Boeco) and
Trypan blue solution. For in vitro assays it was added 1.0 mL of RPMI-1640-Complete,
RPMI-1640-C (containing 5% fetal calf serum, mercaptoethanol, penicillin and
streptomycin), adjusting the concentration to 1x10° cell /mL'® or for in vivo assays it was
added 1.0 mL of phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.2, adjusting the concentration to

1x10% cell /mL."

Assessment of citotoxicity, using MTT assay for EAT cells

100.0 pLL samples of tumour peritoneal cells suspension (1x10° cell/ mL, adjusted
in RPMI-1640-C), obtained from 10 mice bearing EAT, were added to each well of a 96-
well tissue culture plate (Corning) and 100.0 pL of the compounds 1, 2 and cis-DDP in

different concentrations (between 100.0 and 5.0 umolL‘l) or RPMI 1640-Complete



medium containing 0.3% of dimethylsulphoxyde (DMSO) or only RPMI 1640-Complete
as cell control of viability, using the Mossman assay.17 The effects of the compounds under
the cells were determined 48h after culture incubation.

Then, supernatants were removed and 100.0 pL of solution of [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,4-dipheniltetrazolium bromide] (MTT) was added in each well
containing the samples. MTT assay was performed and the plates were incubated for 3h.
Then, absorbances were measured and the citotoxic midpoint value, the concentration of
chemical agent needed to reduce the spectrophotometric absorbance to 50%, was
determined by linear regression analysis with 95% of confidence limits. The ICsy was
defined as the medium of three independent experiments through the equation of graphic

line obtained (Microcal Origin 5.0™).

Assays in vivo

Male healthy Swiss mice were divided in five groups each one containing 10
animals. They were inoculated intraperitoneally (i.p.) with cell suspension at 1x10° cells/
mL of PBS. After 3 days of tumour development, the compounds [Pd(dmba)(u-NCS)], (1),
[Pd(dmba)(NCS)(dppp)] (2) and cis-DDP were inoculated, according to literature
methods.'® Groups were named according to the compounds inoculated:
Group 1 or GI: cis-DDP (1 mL, i.p., 10 mg/kg) ; Group 2 or G2: [Pd(dmba)(NCS)(dppp)]
(1 mL, i.p., 1 mmolL™"); Group 3 or G3: [Pd(dmba)(u- NCS)], (1 mL, i.p., ImmolL™);
Group 4 or G4: Vehicle control (ImL, i.p., DMSO 0.3%); Group 5 or G5: Tumour control

(1mL, i.p., PBS).



EAT cells score

Six animals of each group (n=12) were sacrificed six days after the inoculation with
the complexes, i.e. ninth day of tumour development.'* Score of total number of EAT cells
were carried out in a Neubauer haemocytometer (Boeco). Differentiation of cells was made
by May-Griinwald Giemsa (Reagen) with subsequent observation in an optical microscope

under immersion lens (100X).'8

Cell viability by trypan blue exclusion

100.0 pL samples of the cell suspension were added in 100.0 pL of Trypan blue
solution (1:10) and the samples were dropped into glass sheets and observed in a
microscope under 40X lens. We have considered dead the cells, which absorbed Trypan

blue solution.

Spreading of macrophages

The spreading of peritoneal macrophages from tumour bearing mice was assessed
according to the technique adapted from Rabinovich et al (1977)." Briefly, aliquots of
200.0 pL of peritoneal cell suspensions were placed over glass cover slips (Corning Inc.)
and incubated for 15 min at 37°C. The non-adherent cells were removed by washing with
PBS and the adherent cells were incubated in RPMI-C culture medium, at 37°C, in a
humidified chamber containing 7.5% of CO, (Forma Scientific). Subsequently, the
medium was removed and the cells were fixed with 2.5% glutaraldehyde (Sigma Chemical
Co.) and examined under an optical microscope to determine the percentage of spread

cells.
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Nitric oxide assay
Nitric oxide (NO) measurements were made in the mice serum after conversion of

NO;5™ to NO,™ by bacteria reductase nitrate.”® All groups mice serum samples of 100.0 pL

were incubated at room temperature in 83.0 UL of milli-Q water, 15.0 mL of NADPH
(reduced dinucleotide adeninine B-nicotinamide phosphate — 0.5 mg/mL) and 2.0 mL of
nitrate reductase (5.0 U/mL NADPH reductase) for 2h. Later, nitrite concentrations were
indirectly measured by a quantitative colorimetric assay using Griess reagent system: 50.0
UL aliquots of serum were added to 50.0 uL of Griess reagent [1% sulphanilamide
(Merck), 0.1% naphthylethylenediamine (Merck) and 3% H,PO, (Mallinckrodt)],
incubated at room-temperature for 10 min., and the absorbance was measured at 540 nm in
an ELISA reader (Multiskan Ascent Labsystems). Samples in quadruplicate were assayed
in four experiments and reported as umols NO / mL of serum * SD quantified from the

standard curve.

TNF-« bioassay

L929 mouse tumour cells were used to measure TNF-a levels in mice serum.
Killing of L929 mouse tumour cells was used to measure the citotoxicity of soluble
factor(s) present in the serum.”! Briefly, 1929 cells in RPMI-1640-Complete medium were
seeded at 4x104 cells per well in 96-well microtitre plates (Corning) and incubated

overnight in an incubator at 37°C in an atmosphere of air/7.5% CO,. It was added 100 puL

of serum samples previously obtained or serum of normal mice or cells only as control,
more the same volume of medium containing 1.0 mg Actinomycin D/mL in triplicate. The
next day, cell survival was assessed fixing and staining the cells with crystal violet (0.2%

in 20% methanol), dissolving the stained cells with 0.1 mL 1% SDS (duodecil sulphate
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sodium, v/v) per well and reading the absorbance of each well at 490 nm with an ELISA
reader (Multiskan Ascent Labsystems). TNF-a units were calculated using a standard
curve obtained with recombinant TNF-o constructed for each test run. The criterion
employed in this bioassay is that fifty percent of 1L.929 cells death corresponds to one unit
of TNF-a, approximately one picogram of recombinant TNF-a.** To confirm the presence
of TNF-« in the culture supernatants these preparations were previously incubated with

rabbit anti-r TNF-ot immune serum, and the test samples were added to 1.929.

Analysis of the effect of compounds in the mice survival

The mean survival time (MST) of each group containing 6 mice was monitored by
recording daily the mortality for 90 days and based on the values of MST found we
calculated the increase in life span (ILS). These parameters were calculated” according to
the following equations: MST= [(Day of first death + day of last death)/2]; ILS (%) =

{[(MST of the treated group/MST of the control group)-1] x 100}.

Statistical analysis

Results are representative of three independent experiments and they are presented
as means * Standard Deviation from quadruplicate observations. Data were analyzed
statistically by the ANOVA by variance test and after by Tukey-Kramer post-test, using

significance level p < 0.05; in the Graph Instat Pad™ software.
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Results and discussion

IR spectra

Treatment of the thiocyanate-bridged dimer [Pd(N,C-dmba)(u-SCN)], (1) with
dppp gave [Pd(C-dmba)(NCS)(dppp)] (2) in which the diphosphine behaves as a chelating
ligand. The i.r spectrum of 2 showed vcn, Ves and dnes bands at 2048, 840 and 440 cm'l,
respectively, characteristic of a terminal N-thiocyanate group, together with the vp.c and &
(C-P-Cy) bands at 696 and 1096 cm™, respectively, characteristic of the diphosphine
coordinated to Pd.

These characteristics indicate that compound 2 has the N-coordination of
thiocyanate. Taking into account that the coordination geometry around the Pd atom is
square planar, it is suggested that two phosphorus atoms of the phosphine ligand and one
carbon atom of dmba, leaving the nitrogen atom of dmba uncoordinated, occupy the three
remaining coordination sites. Thus, the compound may be formulated as [Pd(C-

dmba)(NCS)(dppp)] (2).

Biological activities

Ehrlich ascites tumour (EAT) has been used for evaluating both the citotoxic
properties of many classes of substances and the influence of substances in immune

62425 Since cis- diamminedichloroplatinum (II) (cis-DDP) emerged as the mostly

response.’
employed antitumour metal—drug,9 many novel complexes containing metals of platinum

group are being investigated.
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Some cyclopalladated26 of the type [Pd(C-N)(X)(L)], where C-N is an aromatic or
aliphatic amine coordinated via C and N atoms to Pd; L=nitrogen ligand; X= chloride or
acetate, have showed to be citotoxic towards seven tumour lines”, e.g.,
[Pd(dmba)(C)(py)]; dmba = N,N° — dimethylbenzylamine and py = pyridine.*®
Cyclopalladated containing thiosemicarbazones ligands also have showed antitumour
properties when coordinatined to palladium atoms.*”**

In MTT assay17 the compound [Pd(N,C-dmba)(u- NCS)], (1) has not showed a
considerable activity when compared to the citotoxic behaviour of the complex [Pd(C-
dmba)(NCS)(dppp)] (2) as presented in Fig. 2. So, we have verified that complex 2 showed
lower ICsy value (5.2943.89 uM) than those values of cis-DDP (33.77£2.29) and 1
(47.86+4.32). These previous results suggest that structural differences between
compounds 1 and 2 such as number of metallic centres and the presence of
diphenylphosphine in 2 have influenced on their citotoxic effects towards EAT cells in
vitro. DMSO has the ability to suppress the growth of Ehrlich carcinoma in the solid
form.” In this study the vehicle, DMSO 0.3% diluted in RPMI-Complete medium, was not
toxic to EAT cells in vitro (99% of cell viability, data not showed).

Insert Figure 2

Besides the tests in vitro, in this study we have performed tests in vivo, evaluating
the inflammatory response of the peritoneal cavity of mice bearing EAT, inoculated
intraperitoneally with solutions of compounds 1, 2 and cis-DDP as standard drug.

As related in literature,]4 it has been verified that the inoculation of 1x10° cells/mL
have maintained the tumour growth unchanged till the ninth day. During this time the
number of polimorphonuclear (PMN) and mononuclear (MN) cells in the cavity was very
low. It was observed that the tumour cells did not induce a significant influx of

inflammatory cells in this period. Taking into consideration that the spreading observation
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due to tumour inoculation occurs in the three first days after inoculation but not later on
(nine days), the spreading verified could be due to the action of the compounds. Based in
all information above, the complex solutions were injected three days after tumour
transplantation, adopted like day zero, and the animals were sacrificed on the ninth day of
tumour development.

The intensity of the inflammatory reaction evoked by tumour cells is of
fundamental importance in the evolution of tumour growth. In clinical pathology, tumours
presenting an intense inflammatory infiltrate are considered to have a good prognostic.'*

Organopalladated solutions of 1 and 2 were responsible for a significant increase of
inflammatory influx of macrophages (Fig. 3). Cis-DDP and 2 showed values equal to
58.28%=*7.52 (p < 0,001) and 36.71%=13.2, respectively, both different from that of
tumour control group. However, compound 1 has not showed a statistically significant
behaviour, 32.85 %+3.97.

Insert Figure 3

According to other research, PMN citotoxic activity in vitro against EAT is
significantly high in Swiss mice. The data indicate that PMN act against EAT controlling
tumour development in vivo. ™

The Table 1 shows better performance of complex 2 when compared to 1 and
similar to cis-DDP. Polimorphonuclear cells score suggests that cis-DDP and complex 2
has promoted local inflammatory influx of PMN cells of 22.514.39 and 38.43 %*11.7,
respectively (p < 0.001, significantly different of tumour control group), and complex 1 did
not cause the same effects in peritoneal cavity (9.57%%3.36). The tumour cells percentage

has showed equivalent results between cis-DDP (27.14%%4.10) and complex 2

(24.86%14.26), while that 1 showed higher value 57.5745.22, demonstrating lower
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citotoxicity in vivo. In the cellular death the percentage observed in all groups ranged from
18.7514.85 to 26.25+4.78, statistically not significant difference (p>0.05).

Activated macrophages present a large number of morphologic, functional, and
metabolic differences from resting cells. They are bigger and display pronounced ruffling
of the plasma membrane, and increased capacity for adherence and spreading on surfaces,
increased formation of pseudopods, and increased number of picnotic vesicles, as well as
functional differences.’’ The results obtained for spreading macrophages have showed that
complex 1 presents an expressive value of 62.0%122.81, different from that found in the
tumour control group and similar to cis-DDP value of 78.4 %*16.82 (p<0.001) while that
complex 2 did not present the same effect: 37.4%+11.78 .

Insert Tablel

Our research group has demonstrated that organopalladated compounds containing
diphenylphosphine ligands have activated macrophages in vitro™ by the immunological
activation, in vitro, determining the H,O, released in cultures of peritoneal macrophage
cells from Swiss mice in the presence of organopalladated compounds of the type
[Pd(dmba)(X)(dppp)], dmba = N N-dimethylbenzylamine, dppp = 1,3-
bis(diphenylphosphine)propane, X = CI, N3, NCO, NCS. An excellent activation of
macrophages by the [Pd(dmba)(X)(dppp)] compounds was observed and the influence of
the X ligand on the immune response could be verified.

Activated macrophages secrete several substances that are directly involved in
tumour cell killing i.e. tumour necrosis factor (TNF) and nitric oxide (NO). Taken
together, TNF and NO are considered as the most important mediators directly involved in
tumour cell killing.”

NO is formed in activated phagocytes as a product of the conversion of L-arginine

to L-citruline by an inducible isoform of nitric oxide synthase. This reaction, like the
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oxidative burst, involves O, uptake. Nitrite (NO;') and nitrate (NO3’) are generally believed
to be the end products of the macrophage reactive nitrogen intermediates generating
system.33 Although many other agents are citotoxic to target cells, NO is often found to be
the primary mediator of macrophage-induced citotoxicity.3 4

Serum NO release, Fig. 4, has showed that macrophages were activated with the
three substances, 1, 2 and cis-DDP, presenting similar results: 7.611£0.68 for 1; 9.18%1.06
for 2 and 7.36%1.25, (cis-DDP), p < 0.001, significantly different of tumour control group
2.05%0.47.

Insert Figure 4

These findings can be considered a good prognostic because the citotoxicity as a
result of a substantial NO-formation is established to initiate apoptosis, characterized by
upregulation of the tumour suppressor p53, changes in the expression of pro- and anti-
apoptotic Bcl-2 family members, cytochrome c relocation, activation of caspases,
chromatin condensation, and DNA fralgmentation.35

It has been reported that murine macrophages treated with cis-platin acquire
enhanced capacity to lise tumour cells in vitro, produce increased amount of interleukin-1
(IL-1) and tumour necrosis factor-alpha (TNF-o!), reactive oxygen metabolites (ROI),
reactive nitrogen intermediates (RNI), lysozyme and arginase.36

Tumour necrosis factor alpha (TNF-0) is an immunomodulatory cytokine that has
exhibited an antitumour activity in a variety of tumour cell lines, including breast cancer
cell lines.*”” On the other hand, it is becoming more evident that many aspects of tumour
promotion arise from persistent and unresolving inflammation. Clinically, elevated serum

concentrations and increased expression of TNF-a are present in various pre-neoplastic

and malignant diseases, compared with serum and tissue from healthy individuals.*®
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TNF-o serum levels (Fig. 5) in the group treated with cis-DDP have presented
48.45%+3.68 U/mL, and complex 2 67.271£5.89 U/mL (p<0.001, significantly different of
tumour control, 330.5748.12). Complex 1 have presented similar results of tumour group
(318.14£14.44).

Insert Figure 5

The decrease of TNF-a serum levels in the groups treated with compound 2 may be
a good prognostic because the TNF-o over-expression may lead to malignancy as
described above. Besides, a potential tumour-promoting effect of TNF-a has been
demonstrated in study, showing that mice deficient in TNF-a were resistant to skin
carcinogenesis.”> Other data have demonstrate that over-expression of TNF-a increased
metastatic activity of tumour lines,40 and treatment of mice with TNF-& promoted
development of liver metastasis.’ In a study involving patients with prostate cancer, the
results suggest that TNF-a directly correlate with the extent of disease.*

Despite described in literature, in this paper mice treated with cis-DDP presented
decrease in TNF-a levels. IFN-y is a cytokine that stimulates the synthesis of inducible
nitric oxide synthase (iNOS) and the release of NO from macroph:flges.43 Based on in vivo
and in vitro observations, many anti-tumour mechanisms have been attributed to IFN-y in
several tumour lineages, including against breast cancer cells.’” %

In this paper enhancing of NO concentration was observed concomitantly at
decreasing of TNF-a level. In future, experiments IFN-y determinations deserve to be
performed in order to verify its levels in mice treated with the compounds and the
correlation with the NO levels.

A reliable criterion for judging the value of any anticancer agents is the

prolongation of life span of animals.” Regarding this point compound 2 has presented the
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best performance values, showing mean survival time superior to 90 days, equivalent to
more than 100% of ILS, as cis-DDP (Table 2).

Insert Table 2

Conjunction of overall data, mainly those related to the serum NO and TNF-a
release, showed that the mononuclear compound [Pd(C-dmba)(NCS)(dppp)] (2), presented
a similar behaviour to cis-DDP. Organopalladated compounds deserve to be tested with
other lines of tumour mammary cells, in vitro and in vivo, according to studies developed
with many compounds of palladium(II) to confirm its antitumour properties.

The cyclometallated [Pd(N,C-dmba)(u-NCS)], (1) has presented a good
performance promoting inflammatory influx of macrophages and PMN cells to the
peritoneal cavity, however, has not showed so high citotoxic activities and
immunomodulatory effects as [Pd(C-dmba)(NCS)(dppp)] (2), justified by the elevated
number of EAT cells percentage in the peritoneal cavity and the lower increase in the mice

life span.
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Conclusion

Both compounds [Pd(N,C-dmba)(u-NCS)]» (1) and [Pd(C-dmba)(NCS)(dppp)] (2)
have showed citotoxic potential in vitro and in vivo, increasing the life span of the mice
bearing EAT, but 1 presented a lower citotoxic potential when compared to the compound
2. All data have showed similar activity between compound 2 and cis-DDP, showing that
this compound is a promising one in the study of the antitumour and immunological
activity. The presence of dppp in the complex 2, along with other structural characteristics,

may be responsible for its better performance.
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Figure captions

Figure 1- Structures of cyclopalladated compounds [Pd(N,C-dmba)(u-X)]» (1) and

[Pd(C-dmba)(X)(dppp)] (2), X=NCS.

Figure 2- ICs, values (UM) for compounds, determined by concentration vs cell viability,

assay in vitro after 48 h exposition — 1x10° cells/mL; n = 10 mice.

Figure 3- Influence of compounds at the percentage of macrophages in the peritoneal
exsudate. The values are represented as mean £ SD. ***p<0.001, significantly

different of Tumour control group.

Figure 4- Influence of compounds in the NO serum levels. The values are
represented as mean * SD. ***p<0.001, significantly different of Tumour

control group.

Figure 5 — Influence of compounds in the serum levels of TNF-a.. The values means

mean * SD. ***p<0.001, significantly different of tumour control group.
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