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RESUMO

DE GRANDIS, Rone Aparecido. Avaliagao toxicogenética e estudo dos
mecanismos de resposta antiproliferativa de metalofarmacos de ruténio
contendo ligantes naftoquinbnicos em modelos celulares tumorais
convencionais e em 3D. 163p, Tese - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade Estadual Paulista, Araraquara, 2020.

Recentemente, complexos de ruténio tém ocupado lugar de destaque na busca por
novas terapias anticancer em razao de sua potencialidade de acgao, seletividade em
tecido tumoral e toxicidade inferior aos complexos de platina, atualmente utilizados
na clinica. A diversidade de seus ligantes é fundamental para que esses
metalofarmacos atinjam multiplos alvos bioldgicos e assim, superem as limitagdes
das terapias existentes. Uma abordagem para moléculas multialvo é a combinagéo
de ligantes bioativos com propriedades antitumorais comprovadas, como o0s
derivados de naftoquinonas naturais. Baseados nisso, esse estudo propds a
avaliacdo e caracterizagao das propriedades toxicogenéticas e antitumorais de oito
novos complexos de ruténio contendo os ligantes naturais lapachol e lausona. De
maneira geral, a série de complexos fosfinicos apresentou satisfatoria atividade
antiproliferativa frente a diferentes linhagens celulares tumorais, em especial para
células derivadas de carcinoma de préstata. Os valores de ICso desses complexos
foram consideravelmente menores do que os valores encontrados para a cisplatina,
no qual foi observada atividade até 28 vezes mais seletiva, em relagdo a esse
farmaco. Além disso, os ensaios de eficiéncia clonogénica sugerem que a
substituicdo do ligante bipy pela phen aumenta a atividade dos compostos,
induzindo a perda da clonogenicidade das células tumorais de préstata DU-145. Os
complexos fosfinicos também apresentaram atividade antiproliferativa em modelos
celulares em trés dimensdes (3D). Nesses ensaios, os complexos contendo o ligante
lapachol demonstraram atividade citotoxica independente do estado de hipdxia
encontrado no interior dos esferoides. Ademais, os resultados indicam que o
complexo DP-LP é capaz de permear através do esferoide tumoral e desestabilizar
as agregacoes celulares, resultando na perturbacgao das interagdes célula-matriz. De
fato, o complexo DP-LP desencadeia apoptose em células DU-145 acompanhado de
um acumulo de células na fase G2/M, o que € consistente com a inibicdo da
atividade da proteina AURORA-B. O mecanismo central relacionado com esses
efeitos € de que a presencga do lapachol no complexo DP-LP promova a geragao de
espécies reativas intracelulares que podem causar danos ao DNA. A fragmentacéo
do DNA, evidenciada pelo ensaio do cometa pode ativar sistemas de reparos de
DNA que mantém as células no checkpoint G2/M devido a diminuicdo da expressao
do gene AURKB. Além disso, os danos ao DNA configuram o estimulo que
desencadeia a ativacao de caspases que conduz as células DU-145 a apoptose. Em
suma, os resultados encontrados neste estudo contribuem para a selegcao e
elucidacdo das propriedades antiproliferativas e citotéxicas de novos compostos,
demonstrando que a coordenacdo do lapachol em complexos fosfinicos de
ruténio(ll) possibilita a formac&o de complexos com potencial de impacto na area de
saude tendo como alvo o tratamento do cancer.

Palavras-chave: cancer, lapachol, complexo de ruténio, apoptose, ERO.



ABSTRACT

DE GRANDIS, Rone Aparecido. Toxicogenetic evaluation and study of
antiproliferative response mechanisms of ruthenium-based metallodrugs
containing naphthoquinones ligands in tumor cells growing in conventional
and 3D systems. 163p, Thesis — School of Pharmaceutical Sciences, Sdo Paulo
State University, Araraquara, 2020.

Recently, ruthenium complexes have occupied a leading position in the search for
new anti-cancer therapies due to their potential of action, selectivity in tumor tissues
and less toxicity compared to current platinum complexes. The diversity of ligands is
crucial for these complexes to reach multiple biological targets and thus, overcome
the limitation of contemporary therapies. One approach for multi-target molecules is
the combination of bioactive ligands with recognized antitumor properties, such as
natural naphthoquinones. Based on this, this study had proposed the evaluation and
characterization of toxicogenetics and antitumor properties of eight new ruthenium
complexes containing the natural ligands lapachol and lawsone. In general, the
phosphinic series showed satisfactory antiproliferative activity against different cell
lines, especially prostate carcinoma-derived cells. The [Cso values of these
complexes were considerably lower than the values found for cisplatin. Furthermore,
it was observed up to 28-fold selective for the complexes than cisplatin. Also,
clonogenic assay suggests that the replacement of bipy ligand for phen increases the
compound activity, inducing loss of DU-145 cells clonogenicity. Phosphinic
complexes also described antiproliferative activities in three-dimensional (3D) cell
models. In these assays, the lapachol-complexes have demonstrated cytotoxic
activity independent of the hypoxia found in the spheroids. Besides, the results
suggest that the DP-LP complex goes through the spheroid and destabilizes the cell
aggregates, resulting in disruption of matrix-cell interactions. The DP-LP complex
triggers apoptosis in DU-145 cells accompanied by an increase of cells in the G2/ M
phase, which is consistent with the inhibition of AURORA-B protein activity. The
central mechanism related to these effects is the presence of lapachol in DP-LP,
which promotes the generation of intracellular reactive species that can cause DNA
damage. DNA fragmentation, evidenced by comet assay, could activate the DNA
repair systems that maintain the cells in the G2 / M checkpoint, due to a decrease of
the AURKB gene expression. Also, DNA damage could activate caspases that
conducted the DU-145 cells to apoptosis. In summary, the results found in this study
contributed to the selection and elucidation of antiproliferative and cytotoxic
properties of new compounds. We demonstrate the coordination of lapachol in a
phosphinic ruthenium complex allowed the formation of compounds with potential
impact in health targeting cancer treatment.

Keywords: cancer, lapachol, ruthenium complex, apoptosis, ROS.
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1. INTRODUGAO

1.1 O Cancer

O céancer atinge a humanidade desde os tempos pré-historicos, embora sua
prevaléncia tenha aumentado acentuadamente nas ultimas décadas. O registro
escrito considerado como o primeiro relato da doenga aparece em manuscritos
egipcios, como no papiro de Edwin Smith, possivelmente escrito por Imhotep,
medico-arquiteto egipcio, do ano de 1600 a.C. (FAGUET, 2015). Apos o declinio das
civiizagbes egipcia e grega, a medicina romana tornou-se hegemonica,
especialmente com Hipodcrates, considerado o pai da medicina (460-360 a.C.). Em
seus escritos, sdo retratadas doengas produtoras de massas (“‘onkos”) e nddulos
ulcerantes e nao cicatrizantes que variavam de processos benignos a malignos
(“karkinos”) (FAGUET, 2015). No entanto, apenas no inicio do século 20, a
introducdo de novas ferramentas cientificas permitiu que médicos e pesquisadores
explorassem antigas e novas hipéteses sobre a natureza do cancer, levando a um
progresso significativo no estudo oncolégico (BLACKADAR, 2016).

Hoje, sabe-se que o processo de formagdo do cancer decorre de mudangas
genéticas e epigenéticas que alteram o funcionamento interno da célula e a maneira
como ela se relaciona com o meio externo (COOPER, 2000). As células tumorais
podem se originar em diferentes tecidos, a medida que crescem e se dividem. Esse
crescimento esta habilmente regulado por centenas de genes que controlam sua
proliferagdo. No entanto, quando essas células acumulam mutag¢des nos varios
genes que regulam o equilibrio desses processos, da-se inicio a carcinogénese
(COOPER, 2000). As células tumorais apresentam ainda uma série de

caracteristicas que as diferem das células ndo-tumorais, como: autossuficiéncia em
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sinais de crescimento, resisténcia a sinais inibitorios de crescimento, resisténcia a
morte celular, permitindo a imortalidade replicativa e a indugdo de angiogénese.
Essas caracteristicas permitem o crescimento tumoral e sdo comuns tanto a tumores
benignos quanto malignos. No entanto, somente os tumores malignos possuem a
capacidade de invadir novos tecidos e 6rgaos distantes, promovendo a metastase
(YOKOTA, 2000).

O desenvolvimento das varias caracteristicas tipicamente associadas as
células tumorais depende da aquisicdo de alteragcbes nos seus genomas
(HANAHAN; WEINBERG, 2011). As marcas registradas do cancer (Figura 1),
descritas por Hanahan & Weinberg (2000), correspondem a essas capacidades
funcionais adquiridas pelas células tumorais, que as permitem escapar dos
mecanismos de defesa anticancer existentes no interior das células e dos tecidos e,

assim, se sobreporem as células sadias.

Inibitores Inibitores de Ciclina
EGFR dependente de quinase

Inibidores da glicélise Susslt:;:x?;oda Evasao do Supressores Ativag&o do Sistema

aérobica Proliferativa de Crescimento Imune anti-CTLA4

Ny

Desrregulagdo do

Miméticos BH3 Resisténcia a 3 Ddesfnvzlvl‘r:e:w Inibidores de
o AR \ a Imortalidade
proapoptéticos Morte Celular R 9 w Replicativa Telomerase

Promogao da
Inflamagéo Tecidual

w

Inibidores de Indugdo da Ativagao da ~ Farmacos anti-
PARP Angiogénese Invasio e Metastase inflamatérios seletivos

Instabilidade
Genodmica

Inibidores de Inibidores de
VEGF HGF/c-Met

Figura 1. As 10 marcas registradas do cancer e seus possiveis alvos terapéuticos.
Adaptado de Hanahan & Weinberg (2011).
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A instabilidade genOGmica esta presente na maioria dos canceres humanos e
em todos os seus estadios de desenvolvimento, desde lesdes pré-cancerosas até
canceres em fases avancadas (HANAHAN; WEINBERG, 2000). De acordo com os
resultados da pesquisa do Projeto Genoma do Cancer, a maioria das células
tumorais possuem cerca de 60 mutagdes acumuladas (FORBES et al., 2015). Logo,
o cancer pode ser definido como doenga genética, ou seja, causada por alteragdes
em genes que controlam a funcionalidade das células, especialmente como elas
crescem e se dividem (NCI, 2015; SIEGEL et al., 2016). Devido as suas
caracteristicas malignas e a alta taxa de incidéncia na populagédo, o cancer € hoje
considerado um dos mais importantes problemas de saude publica mundial (SIEGEL
et al., 2017).

De acordo com o ultimo relatorio da IARC, agéncia da Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) de pesquisa sobre o cancer, estima-se que em 2030 pode-se
esperar 22 milhdes de casos incidentes de cancer e quase 17 milhdes de mortes,
tornando-se, assim, a principal causa de mortes em todo o mundo (IARC, 2018). A
incidéncia e mortalidade do cancer estdo crescendo rapidamente em todo mundo.
As razdes sao complexas, mas refletem o aumento da longevidade e crescimento da
populagcdo, bem como as mudancas de habitos associadas ao desenvolvimento
econdmico (BRAY et al., 2018). No Brasil, o risco de desenvolver a doenga até os 75
anos é de cerca de 20%. Ou seja, em média, uma em cada cinco pessoas tera
cancer até os 75 anos, excetuando-se os canceres de pele ndo-melanoma, que
costumam ser excluidos das estatisticas por terem uma alta incidéncia, mas bom
prognostico (INCA, 2018).

A partir da década de 1960, varios fatores produziram uma rapida transicao

epidemioldgica, expondo cada vez mais a populagdo ao risco de doengas cronicas.
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Especificamente no Brasil, aspectos como o aumento da renda, industrializagao,
mecanizagao da produgdo, urbanizacdo, novos estilos de vida, melhor acesso a
alimentagcdo em geral, incluindo alimentos processados e globalizagdo de habitos
nao saudaveis, favoreceram a exposi¢cao da populacao a fatores de risco que podem
aumentar as chances de uma pessoa desenvolver cancer (JEMAL et al.,, 2010).
Como resultado desse processo, no Brasil, o cancer é a segunda causa mais
comum de mortes, apds doengas cardiacas e cerebrovasculares (BARBOSA et al.,
2015). O Instituto Nacional do Céancer (INCA), estimou para o biénio 2018-2019 a
ocorréncia de cerca de 600.000 casos novos de cancer no pais. Os tipos mais
recorrentes sdo os de prostata nos homens (68.220 casos novos por ano), e os de
mama nas mulheres (59.700 casos novos por ano) (INCA, 2018).

Tradicionalmente, a terapia de combate ao cancer tem sido baseada no
principio de que as células tumorais encontram-se frequentemente em divisao,
sendo, portanto, mais sensiveis do que as células sadias a interferéncia na sintese
de DNA e mitose. Assim, foram desenvolvidos ao longo dos anos multiplas classes
de agentes antineoplasicos destinados a interferir nas unidades formadoras na
sintese do DNA e mitose, ou causar danos no DNA e instabilidade cromossdmica,
promovendo, portanto, a citotoxicidade e a morte celular programada (apoptose)

(GOLAN, 2016).

1.2 Quimioterapia anticancer

A quimioterapia € a forma de tratamento sistémico do cancer que usa
medicamentos denominados genericamente de quimioterapicos antineoplasicos -
sejam eles quimioterapicos propriamente ditos, hormonioterapicos, bioterapicos,

imunoterapicos, alvoterapicos - que s&do administrados continuamente ou a
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intervalos regulares, que variam de acordo com o0s esquemas terapéuticos
(LACERDA, 2001). Especificamente no tratamento anticancer, a quimioterapia
possui a capacidade de induzir a apoptose ou de abrandar o ritmo da divisdo das
células (LUNDQVIST et al.,, 2015). Ela é possivelmente a terapia oncologica que
pode ser mais explorada, na medida em que podem ser testadas as capacidades de
inducdo de morte celular de inumeros compostos.

Atualmente, mais de 100 medicamentos s&o utilizados na quimioterapia de
tratamento do céancer, seja isoladamente ou em combinagdo com outros farmacos
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019). No Sistema Unico de Saude (SUS) a area
de oncologia é estruturada para atender de forma integral e integrada os pacientes
que necessitam de tratamento. Logo, os hospitais oncologicos habilitados na alta
complexidade em oncologia no SUS sdo os responsaveis pelo fornecimento de
medicamentos antineoplasicos que eles, livremente, padronizam, adquirem e
fornecem aos pacientes (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

Os antineoplasicos podem ser classificados de acordo com suas diferentes
atividades farmacoldgicas, sendo estes: (1) agentes alquilantes, que atuam por meio
da formacgédo de ligagdes covalentes com o DNA, impedindo sua replicagéo; (2)
antimetabdlicos, que interferem nas vias metabdlicas envolvidas na sintese do DNA,;
(3) antagonistas de horménios, que inibem o crescimento de células responsivas a
esteroides; (4) imunoterapicos, que auxiliam o sistema imunologico a identificar e
combater células tumorais; (5) inibidores mitéticos, que levam a paralisacdo da
divisao celular; (6) inibidores de quinases, que impedem a proliferacao e (7) agentes
alvo-dirigidos, que atuam em receptores ou proteinas citoplasmaticas relacionadas
com vias de proliferagdo ou sobrevivéncia celular (ESPINOSA et al., 2003; GOLAN,

2016).
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Dentre as diversas opg¢des quimioterapéuticas, o composto inorgénico cis-
[diaminodicloroplatina(ll)], denominado como cisplatina, € um dos farmacos
citotéxicos mais utilizados devido a sua eficacia no tratamento de varios tipos de
cancer (ALDOSSARY, 2019; DASARI; BERNARD TCHOUNWOU, 2014). A
cisplatina foi o primeiro complexo de platina aprovado pelo Food and Drug
Administration (FDA) em 1978 para o tratamento do cancer e, junto com a
carboplatina e oxaliplatina, representam os principais metalofarmacos baseados em
platina utilizados no tratamento do cancer (KELLAND, 2007).

A interacdo que complexos de platina possuem com o DNA, leva a distor¢ao
da molécula e consequentemente quebra. Assim chamados agentes alquilantes, s&o
capazes de substituir em outra molécula, um atomo de hidrogénio por um radical
alquil e dessa forma, se ligam ao DNA de modo a impedir a separagéo das fitas,
fendmeno este indispensavel para a replicagédo (Figura 2) (KELLAND, 2007; SIKOV,

2015).

Ligacdo intrafita Ligagdo interfita

Figura 2. Principais adutos formados por meio da interagdo do cisplatina com o DNA. A
molécula hidrolisada pode causar interagdo 1,2-intrafita ou 1,3-interfitas. Adaptado de
Kelland, 2007.

Contudo, sua inespecificidade da-se por afetar as células em todas as fases
do ciclo celular (INCA, 2016; VAN RIJT; SADLER, 2009). A resisténcia tumoral &

uma limitagcdo importante do tratamento medicamentoso a base de platina. A
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resisténcia adquirida a esses farmacos pode ocorrer por meio de trés mecanismos
principais: aumento de sua degradacao e desativagcdo antes que ele atinja o DNA
nuclear, diminuicdo de sua captacdo pelas células tumorais e aumento da
proficiéncia do sistema de reparo de DNA dessas células (AMABLE, 2016).

Todos os medicamentos a base de platina, exibem uma série de efeitos
adversos graves devido a sua baixa seletividade pelo tecido canceroso sobre o
tecido normal. A baixa seletividade apresentada € devida aos altos requerimentos
nutricionais das células em proliferacdo. Logo, enquanto esses farmacos sao
absorvidos pelas células tumorais de crescimento rapido, elas também sao
absorvidas em outros tecidos que estdo crescendo rapidamente, como as
membranas mucosas da boca, garganta, estbmago e intestinos, o que leva a
toxicidade gastrointestinal. Aléem disso, a medula 6ssea é afetada, o que pode
resultar na reducdo da produgdo de glébulos brancos e vermelhos, bem como os
foliculos capilares e pilosos, o que significa que o tratamento com esses farmacos
pode resultar em alopecia e ototoxicidade (OUN et al., 2018).

Na busca por farmacos mais seletivos, outros centros metalicos em
substituicdo a platina tém atraido o interesse dos pesquisadores (MUHAMMAD;
GUO, 2014; OTT; GUST, 2007; ZHANG; LIPPARD, 2003). Algumas caracteristicas
tém sido investigadas com o intuito de se alcancar efeitos farmacologicos mais
eficazes e seguros. Dentre elas, pode-se destacar a presenca de sitios de
coordenacgao adicionais, mudangas no estado de oxidacdo, alteracdes na afinidade
do ligante pelo metal e a possibilidade de utilizagdo da terapia fotodinamica (ALBANI
et al., 2014; PRESA et al., 2015). Nessas circunstancias, deu-se inicio ao estudo de
complexos de ruténio como possiveis agentes antitumorais mais seguros

(ALLARDYCE; DYSON, 2016).
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1.3 Complexos de Ruténio

O ruténio (Ru) tem recebido destaque como centro metalico de novos
complexos anticancer devido as suas propriedades quimicas. Sua variedade de
estados de oxidacéo e estabilidade com diversos ligantes, tem atraido o interesse na
busca de novos metalofarmacos. O centro metalico €& predominantemente
hexacoordenado, de geometria octaédrica, o que permite a formagcdo de uma
enorme gama de complexos, cujo potencial redox pode ser modificado com a
variagcdo de seus ligantes e, com isso, ser modulado a fim de se atingir a eficacia
desejada em potenciais novos medicamentos (ALLARDYCE; DYSON, 2001,
BRABEC; KASPARKOVA, 2018).

Esse elemento possui baixa toxicidade quando comparado com outros
metais, como a platina. Além disso, sua capacidade de mimetizar o ferro na ligagao
com proteinas plasmaticas garante ao ruténio beneficios importantes de transporte
nos sistemas biologicos (ALLARDYCE; DYSON, 2001). A semelhanca entre esses
dois metais pode explicar a capacidade do ruténio se ligar a transferrina e a
albumina. Essas proteinas sao as responsaveis por transportar o ferro do plasma
para os tecidos, principalmente os que estdo em maior divisdo e que por isso,
possuem necessidades aumentadas do elemento (ANTONARAKIS; EMADI, 2010).
Devido a alta taxa de divisdo celular nos tumores, e consequente expressdo de
receptores para transferrina, estudos in vivo reportaram o aumento de 2 a 12 vezes
na concentracao de ruténio em células tumorais em comparagcdo com as células
nao-tumorais (SAVA; BERGAMO, 2000). Esta deposigao seletiva é facilitada pelo
transporte via transferrina pelo sangue, conforme sugerido por Sava et al. (1990)
que baseou-se na necessidade exacerbada de ferro das células tumorais.

Considera-se entdo, que uma vez absorvido, o ruténio liga-se a transferrina presente
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no plasma e seja disponibilizado aos tecidos na forma de um complexo ruténio-
transferrina (Figura 3). Essas caracteristicas tornam os complexos de Ru bem
aceitos para a aplicagao medicinal.

-

Complexo de
Ruténio

Transferrina

Transporte pela
corrente sanguinea

Mdusculo

Tecido Tumoral

Figura 3. Distribuicdo seletiva preferencial de ions de ruténio por meio da transferrina.
Adaptado de Sava et al. (1990).

Ao longo dos ultimos anos, alguns complexos de Ru destacaram-se por
apresentar  significativas  propriedades  antitumorais e  antimetastaticas
(ALLARDYCE; DYSON, 2001; ZORZET et al.,, 2000). Por exemplo, alguns
complexos de Ru como NAMI-A (trans-[RuCls(1H-imidazol)(DMSO-S)]), KP1019
(trans-[RuCls(1H-in-dazole);]) e RAPTA-C (Ru(n8-CsHsMe)(pta)Clz) (Figura 4)
apresentaram resultados satisfatorios em ensaios pré-clinicos e clinicos de fase | ou
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Figura 4. Formulas estruturais dos complexos de ruténio NAMI-A, KP1019 e RAPTA-C.
(OTT; GUST, 2007).

O NAMI-A (acrénimo de New Antitumor Metastasis Inhibitor) foi primeiro
complexo de Ru a entrar em ensaios clinicos. Esse complexo apresenta baixa
citotoxicidade in vitro, no entanto, estudos in vivo evidenciaram seu potencial
antitumoral. Sua principal caracteristica é afetar a mobilidade das células tumorais,
demonstrando, portanto, atividade antimetastatica. Seu mecanismo de agao ainda
nao é conhecido, mas estudos tém indicado a capacidade do complexo em modificar
a espessura da matriz extracelular e os processos de angiogénese, impedindo que
as células tumorais invadam tecidos vizinhos e os vasos sanguineos (RADEMAKER-
LAKHAI et al., 2004). O NAMI-A completou em 2014 a fase |l dos testes clinicos no
Instituto de Cancer da Holanda (LEIJEN et al., 2015).

O complexo KP1019 apresentou em estudos pré-clinicos, promissora
atividade contra tumores colorretais resistentes a quimioterapia padrdo. Seu
mecanismo de agdo mostra-se semelhante ao do cisplatina, ou seja, interage com o
DNA desestabilizando-o; no entanto, com menor intensidade que a do derivado de
platina. Esse complexo € considerado um pré-farmaco, uma vez que inibe o
crescimento tumoral apds ativagdo por redugcdo do seu centro metalico de Ru(lll)

para Ru(ll), dadas as condigdes de hipoxia do tumor. Estudos farmacocinéticos em
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humanos apresentaram resultados semelhantes daqueles verificados para o NAMI-
A, ou seja, respostas satisfatorias em termos de ligagdo com proteinas plasmaticas e
de eliminacdo (BERGAMO et al., 2015).

O RAPTA-C é um complexo de Ru(ll) do tipo “piano stool’, ou seja, possui
estrutura similar a um banco de piano, com a presencga do ligante PTA (1,3,5-triaza-
7-fosfoadamantano). Esse ligante permite a ativagdo do complexo em ambiente
hipdxico, 0 mesmo encontrado nos tumores solidos. O complexo apresenta elevada
seletividade para células tumorais e propriedades antimetastaticas promissoras.
Estudos pré-clinicos demonstraram sua capacidade de modular o citoesqueleto
celular diminuindo a capacidade das células invadirem e migrarem para outros
tecidos (LEE et al., 2017).

Outros estudos apontam uma variedade de complexos de Ru com promissora
atividade antitumoral, apresentando mecanismos de intercalagdo com o DNA
(RAMADEVI et al., 2015), como inibidores das DNA-topoisomerases | e Il (He et al.,
2015), inibidores da viabilidade de células tumorais in vitro (VIJAYAN et al., 2014) e
também, atividade antitumoral in vivo (WEISS et al., 2014). Esses resultados provém
do desenho de complexos com variados ligantes que conferem a estrutura uma
quimica bastante diversificada. A diversidade dos ligantes € fundamental para que
esses complexos atinjam multiplos alvos biolégicos e, assim, superem as limitagdes
das terapias existentes. Uma abordagem para moléculas multialvo é a combinagéo
de ligantes bioativos com propriedades antitumorais comprovadas, como o0s

derivados de quinonas.

1.4 Ligantes naftoquinonicos
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As quinonas s&o um grupo de substancias organicas consideradas pelo U.S
National Cancer Institute (NCI) como uma classe importante, biologicamente
validada, para o desenvolvimento de novas moléculas com atividade antitumoral
(MARX et al., 2003). Muitos medicamentos anticancer, indispensaveis clinicamente,
possuem uma porgao quinona em sua molécula. As antraciclinas (doxorrubicina,
daunorrubicina e mitoxantrona), mitomicina-c e bleomicina, sdo alguns exemplos de
farmacos chave na quimioterapia para tratamento de muitas neoplasias malignas
(AVENDANO; MENENDEZ, 2008). Os efeitos citotéxicos das quinonas estio
relacionados com diferentes mecanismos, tais como: intercalacédo e indugdo de
quebras do DNA, inibicdo das enzimas topoisomerases e geragao de radicais livres
(KUBANIK et al., 2016).

As quinonas podem ser divididas em trés grupos em razao de diferencas em
suas estruturas moleculares, tomando-se como critério o tipo de sistema aromatico
que sustenta o anel quindnico. Assim, tém-se: as benzoquinonas — um anel
benzénico, as naftoquinonas — um anel naftalénico e as antraquinonas — um anel

antracénico, como mostrado na Figura 5.

@)
O o] O
p-Benzoquinona Naftoquinona Antraquinona

Figura 5. Formulas estruturais dos principais grupos de quinonas. Fonte: PubChem
Compound.

Um grupo representativo de compostos quindnicos naturais, amplamente

encontrados em plantas, fungos e bactérias, sdo as 1,4-naftoquinonas. Tais
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naftoquinonas, como lapachol e lausona, tém apresentado efeitos farmacoldgicos
promissores em linhagens celulares tumorais (EPIFANO et al.,, 2014; ORAMAS-
ROYO et al., 2013). O lapachol (2-hidroxi-3-(3-metil-2-butenil)-1,4-naftoquinona) é
uma alquil naftoquinona que ocorre em varias espécies de plantas da familia
Bignoniaceae, com destaque para o Ipé-roxo, também conhecido como 'Pau d'Aco'
(Figura 6) (HUSSAIN; GREEN, 2017). Esse composto foi isolado pela primeira vez
em 1882 pelo quimico italiano Emanuele Paterno da espécie Tabebuia avellanedae
Lor (Bignoniaceae) e posteriormente encontrado em varios outros géneros
pertencentes as familias Plumbaginaceae, Verbenaceae, Caesalpiniaceae e
Proteaceae (EPIFANO et al., 2014). O extrato do Ipé-roxo é utilizado por populagdes
do interior do Brasil devido as suas propriedades anti-inflamatodrias, antimicrobianas
e antiparasitarias (GOMEZ CASTELLANOS et al., 2009). O lapachol é, de fato, uma
naftoquinona com estabelecida atividade antimicrobiana (SOUZA et al., 2013),
antifungica (MEDEIROS et al., 2010), antimalarica (BRANDAO et al., 2018),
antileishmanial (COSTA et al.,, 2017), anti-inflamatoria (LIRA et al., 2008) e

anticancer (HUSSAIN; GREEN, 2017; HUSSAIN et al., 2007).

l {adf : : ff Ly
Figura 6. Ipé-roxo do Instituto de Quimica de Araraquara - UNESP e a formula estrutural do
lapachol. Foto: José Luiz da Silva, 2018.
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Os primeiros relatos anticancer do lapachol foram reportados em 1968, em
que esse composto apresentou efeitos promissores contra tumores murinos,
fomentando, inclusive, estudos clinicos em humanos (ALMEIDA, 2009). No entanto,
em 1974, o NCI descontinuou os ensaios devido a falta de atividade significativa
mesmo em grandes doses orais (ARAUJO et al., 2002; BLOCK et al., 1974). Apesar
disso, o lapachol foi utilizado isoladamente em um pequeno estudo com 9 pacientes
portadores de cancer, no qual o tratamento foi capaz de reduzir o tamanho dos
tumores e a sensacao de dor, além de alcancar a remissdo completa do cancer em
3 desses pacientes (HUSSAIN; GREEN, 2017). Acredita-se que a atividade
antitumoral do lapachol esta relacionada com a interagdo do anel naftoquinénico
al., 2007). Devido a sua atividade antiproliferativa, o lapachol é um candidato de
destaque para estudos de modificacdo estrutural e para o uso como ligante em
complexos metalicos, promovendo, assim, novos compostos com atividade
aprimorada. Recentemente, (OLIVEIRA et al., 2017a) reportaram a sintese de
complexos metalicos de ruténio contendo lapachol, sendo observados resultados
animadores, sugerindo que o uso do ruténio é relevante para melhorar a atividade
do lapachol.

A lausona (2-hidroxi-1,4-naftoquinona) (Figura 7) € o principal constituinte da
Henna, uma planta intrinsecamente ligada as culturas antigas do norte da Africa e da
Asia (BADONI et al., 2014). Seu extrato de cor intensa é utilizado para fins
cosmeéticos e medicinais, sendo destacadas suas propriedades antifungicas,
antibacterianas, antiparasitarias e anticancer (LOPEZ-LOPEZ et al., 2014; OLIVEIRA
et al., 2018). O extrato aquoso das folhas da Henna foi capaz de regredir tumores

induzidos por potentes carcindgenos em ratos, bem como a administragdo oral do
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mesmo promoveu efeitos supressores em tumores soélidos de Ehrlich em
camundongos (RAJA et al., 2009; ZUMRUTDAL; OZASLAN, 2012). Diferentes tipos
de extratos das folhas da Henna também apresentam citotoxicidade para uma série
de linhagens celulares humanas como, carcinoma de colon (Colo-205 e Caco-2),
carcinoma hepatocelular (HepG2) e leucemia mieldide (HL60) (SINGH; LUQMAN,
2014). Esses estudos indicam que a atividade antiproliferativa dos extratos deve-se

a lausona, seu componente majoritario.

Figura 7. Henna e a férmula estrutural da lausona. Foto: Herbarium of Indian Institute of
Science, 2015.

Um dos principais mecanismos que confere a lausona essa atividade é sua
capacidade de inibir a enzima DNA-topoisomerase || (COELHO-CERQUEIRA et al.,
2014) e gerar radicais semiquinona que podem formar espécies reativas de oxigénio
(ERO) no ambiente intracelular (CASTRO et al., 2008). Tem se observado que
quinonas séo eficientes geradoras de oxigénio singleto ('O2), entre outras formas de
ERO (OURIQUE et al.,, 2015; RAJENDRAN, 2015) que podem causar danos
oxidativos nas bases do DNA. No entanto, os derivados de naftoquinonas, lapachol
e lausona apresentam resultados ainda pouco claros sobre sua atividade genotoxica

(COELHO-CERQUEIRA et al., 2014). O grupo hidroxila vizinho a carbonila permite
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que o lapachol e a lausona sejam capazes de se ligar potencialmente a ions
metalicos em diferentes estados de oxidacdo, coordenando metais de uma forma
bidentada, o que lhes permite desempenhar um papel essencial em sistemas
biolégicos (PRADHAN et al., 2012). De fato, alguns complexos metalicos contendo
essas naftoquinonas como ligantes tém apresentado atividade bioldgica promissora
contra linhagens tumorais (OLIVEIRA et al., 2017b; ORAMAS-ROYO et al., 2013).
Estudos de Spoerlein-Guettler et al. (2014) apresentaram a sintese de complexos de
Ru(ll) com plumbagina, uma naftoquinona extraida de plantas do género Plumbago,
que se mostraram eficazes em células tumorais resistentes a cisplatina.
Recentemente, Kosiha et al. (2017) apresentaram novos complexos de Cobre(ll),
Zinco(ll), Niquel(ll) e Cobalto(ll) contendo naftoquinonas, que induziram a morte de
células tumorais, por meio de mecanismos envolvendo estresse oxidativo e clivagem

do DNA.

1.5 Busca por novos candidatos anticancer

A medida que o cancer se torna uma doenca mais recorrente na populacdo, a
demanda por novas terapias aumenta. Nas ultimas décadas, grandes investimentos
foram feitos na pesquisa e desenvolvimento (P&D) de medicamentos oncoldgicos
(AVORN, 2015). Entretanto, em comparagédo com outras classes de medicamentos,
os candidatos anticancer apresentam mais falhas quando chegam aos estagios
finais dos estudos clinicos, o que torna o investimento bastante dispendioso
(DIMASI; GRABOWSKI, 2007). Uma das razdes que justificam esses desacertos € a
de que os estudos pré-clinicos carecem de eficiéncia quando se trata de identificar
compostos que podem alterar os estagios de desenvolvimento e progressdo do

cancer (OCANA et al., 2011).
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Geralmente, os estudos de triagem pré-clinica para agentes anticancer
envolvem a identificagdo de compostos citotoxicos em linhagens celulares
imortalizadas cultivadas em monocamada. De fato, a P&D de farmacos anticancer
tem se focado em agentes citotéxicos. O NCI desenvolveu no final nos anos 80 um
painel de screening in vitro para farmacos anticancer contendo 60 linhagens
celulares tumorais humanas (NCI60), destinado a substituir o uso de tumores
animais transplantaveis, até entdo muito utilizado (SHOEMAKER, 2006). Esse
screening atualmente utiliza 60 linhagens tumorais diferentes, derivadas de canceres
de pulmao, cdélon, sistema nervoso central, ovario, mama, préstata e rim, além de
leucemia e melanoma (NCI, 2015). Esse painel contribuiu significantemente para a
descoberta de novos agentes antitumorais como o bortezomibe aprovado pelo FDA
em 2003 (SHOEMAKER, 2006), e o mesilato de eribulina, aprovado em 2010 para o
tratamento do cancer de mama (CORTES et al., 2011). Em vista disso, a avaliagéao
da citotoxicidade in vitro mostra-se uma ferramenta importante para a selecdo de
novas moléculas que interagem com alvos celulares tumorais especificos. No
entanto, sabe-se que as respostas celulares baseadas em culturas convencionais,
em duas-dimensdes (2D), ndo podem reproduzir as fungdes teciduais in vivo,
particularmente nos microambientes heterotipicos de tumores solidos (LABARBERA
et al., 2012).

A cultura de células convencional ocorre em superficies tratadas de
poliestireno que permitem a ades&o celular ao substrato plastico. Essa configuragéo
representa inadequadamente o complexo ambiente fisiolégico em trés-dimensdes
(3D), em que as células interagem umas com as outras e com a matriz extracelular
(MEC) (EDMONDSON et al.,, 2014). Portanto, os sistemas convencionais nao

reproduzem a heterogeneidade dos tumores in vivo, e, como consequéncia, as
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culturas em monocamadas podem perder a capacidade de responder aos farmacos
anticdncer de maneira relevante (FANG; EGLEN, 2017). Uma abordagem
promissora para lidar com altas taxas de falhas dos estudos pré-clinicos é o
desenvolvimento de culturas de células em 3D, que refletem com maior fidelidade o
comportamento celular em tecidos vivos (ANTONI et al., 2015).

A formacédo de esferoides celulares tumorais em 3D possibilita a reproducéo
de muitas caracteristicas fisiologicamente relevantes dos tumores in vivo, incluindo
os processos de interagdes célula-célula e MEC-célula, hipoxia e necrose central do
tumor (LAMHAMEDI-CHERRADI et al., 2014). Além da resisténcia celular aos
farmacos, as culturas de esferoides em 3D podem ajudar a prever a penetragdo dos
agentes, que é uma importante causa de resisténcia em tumores, frequentemente
negligenciada nos estudos preé-clinicos (VERJANS et al., 2018).

A importancia do uso de modelos tumorais em 3D foi destacada por um
estudo de Tung et al. (2011), em que os autores observaram respostas distintas dos
farmacos anticancer, 5-fluorouracil (5-FU) e tirapazamina, nos diferentes modelos de
cultura de células de carcinoma epitelial humano (A-431). Os esferoides 3D das
células A-431 mostraram-se viaveis mesmo apds o tratamento com 5-FLU, que é um
farmaco bem caracterizado por inibir a proliferagédo celular, enquanto as células
cultivadas em 2D nao sobreviveram apos o tratamento. Esse resultado decorre do
fato de que as culturas de células cultivadas em monocamadas proliferam-se a uma
taxa relativamente uniforme aderidas ao substrato plastico, favorecendo a captacao
e a acdo da 5-FLU. Por outro lado, os esferoides tém uma menor taxa de
proliferagao, tornando-os menos suscetiveis ao efeito genotdxico do quimioterapico.
Em paralelo, observou-se que a tirapazamina foi extremamente eficiente em impedir

o crescimento dos esferoides, ao passo que ela apresentou pouca atividade nas
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células cultivadas em modelo convencional. Esse efeito deve-se ao mecanismo de
acao desse pro-farmaco que é ativado em baixos niveis de oxigénio. Os esferoides
exibem regides de hipdxia no seu interior (Figura 8), tal como ocorre em tumores
sélidos in vivo, onde a tirapazamina pode ser ativada e desempenhar sua atividade

citotoxica.
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Figura 8. Células tumorais cultivadas em microambientes em 3D expressam diferentes
sinais celulares que alteram suas respostas ao meio. Adaptado de Sant & Johnston (2017).

As repostas dos farmacos as células cultivadas em 2D ou 3D nado estédo
somente relacionadas com as zonas diferenciais de proliferacdo ou disponibilidade
de oxigénio. Varios estudos relatam diferengas significativas nos perfis de expresséo
de genes e proteinas, no metabolismo, e na comunicagédo celular entre os dois
modelos (EDMONDSON et al., 2014; LUCKERT et al., 2016; VANTANGOLI et al.,
2016). De fato, o uso de esferoides multicelulares tumorais tem representado um
excelente modelo in vitro para screening de novos farmacos anticancer, por permitir
um estudo mais acurado sobre interagdes com proteinas, sinalizagao celular e
expresséo génica (THEODORAKI et al., 2015).

Uma estratégia explorada por nosso grupo de pesquisa que contribui para o

rastreio de novos candidatos anticancer, consiste no uso de compostos com
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atividade biolégica conhecida e que possam ser combinados por meio da
coordenagcdo com metais, a fim de atingir multiplos alvos biolégicos da célula
tumoral. Neste sentido, a complexagéo de ligantes com propriedades anticancer ao
metal ruténio pode favorecer a atividade do complexo formado, além de reduzir seus
efeitos colaterais indesejados. Isto posto, nos ultimos anos, nosso grupo de
pesquisa em parceria com o Laboratério de Estrutura e Reatividade de Compostos
Inorganicos da Universidade Federal de S&o Carlos (LERCI/UFSCAr), encontrou
uma série de complexos fosfinicos e bipiridinicos, com resultados bastante
satisfatorios contra uma série de doengas e, em especial, contra o cancer (CUNHA
et al., 2018; DE CAMARGO et al., 2016; DE GRANDIS et al., 2017; OLIVEIRA et al.,
2017a; PIRES et al., 2018). A atividade de alguns compostos foi mais de 100 vezes
superior a cisplatina para algumas linhagens tumorais humanas, demonstrando
atuar por diferentes mecanismos de ac¢do. Diante desses resultados, buscamos
neste trabalho, caracterizar as atividades citotdxicas, genotdxicas e os possiveis
mecanismos de resposta antiproliferativa de novos complexos de ruténio contendo
ligantes fosfinicos, bipiridinicos e os ligantes lapachol e lausona, a fim de definir seu

potencial como candidatos a terapia anticancer.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo estimar a atividade citotoxica e
antiproliferativa, caracterizar os mecanismos de morte celular e os efeitos de
interagio com o DNA de novos complexos de ruténio contendo ligantes

naftoquindnicos em modelos celulares tumorais convencionais e em 3D.

2.2 Objetivos especificos
1 - Estimatimar a atividade antiproliferativa dos complexos e selegao dos candidatos
com propriedades citotoxicas promissoras em diferentes linhagens celulares
tumorais;
2 — Determinar a atividade dos complexos sobre a viabilidade celular de esferoides
multicelulares tumorais 3D;
3 — Caracterizar os mecanismos de morte celular (apoptose/necrose) das células
sensiveis aos complexos;
4 - Avaliar a cinética de ciclo celular apés o tratamento com os complexos;
5 — Quantificar as espécies reativas intracelulares induzidas pelos complexos;
5 — Investigar a atividade genotoxica induzida pelos tratamentos;
6 — Determinar a atividade mutagénica dos complexos com demonstrado potencial
genotoéxico.
7 — Determinar os mecanismos de interagao dos complexos com o DNA;
8 — Elucidar o perfil de expressédo de genes envolvidos com a progressao do cancer,
em nivel de mRNA, por meio da técnica de RT2 Profiler PCR™ Array.
9 — Determinar a expressao de proteinas envolvidas em vias de proliferacdo celular

por meio da técnica de Western blotting.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Sintese dos complexos

Os complexos de Ru contendo os ligantes naturais lapachol e lausona foram
sintetizados e caracterizados no LERCI/UFSCar sob supervisdo do Prof. Dr. Alzir
Azevedo Batista. Foram obtidas duas séries de complexos de ruténio contendo
como ligantes difenilfosfinometano, piridina, fenantrolina e naftoquinonas de acordo
com a Tabela 1.

- Série 1: Complexos de formula geral [Ru(L)(N-N)2]JPFe (N-N = 2,2-bipiridina
ou 1,10-fenantrolina; L = lapachol ou lausona);

- Série 2: Complexos de formula geral [Ru(L)(dppm)(N-N)]JPFs (N-N = 2,2-

bipiridina ou 1,10-fenantrolina; L = lapachol ou lausona).

Tabela 1. Complexo de Ru-naftoquinonas sintetizados pelo Laboratério de Estrutura
e Reatividade de Compostos Inorgénicos da Universidade Federal de S&o Carlos.

Formula estrutural Formula molecular Acronimo
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Os procedimentos de sintese e os ensaios de caracterizagdo dos complexos
contendo o ligante lausona estdo descritos na publicagdo de De Grandis et al.
(2019). Os complexos que contém o ligante lapachol possuem rota de sintese

semelhante, entretanto, esses dados ainda nao foram publicados.

3.1.1 Determinagao do Coeficiente de Particao (log P)

Os coeficientes de particdo octanol-agua foram determinados usando o
método shake flask (BAKA et al., 2008). Cada composto foi testado em uma mistura
de volumes iguais (750 pyL) de agua e (750 yL) n-octanol, com agitagdo continua
durante 24 horas a 112 g a 37 °C. Em seguida as amostras foram centrifugadas
durante 5 minutos a 10 g e as fases orgénicas e aquosas foram separadas. A
concentragdo do composto foi determinada na fase organica (n-octanol) por
espectrofotometria de UV/Vis utilizando uma curva de calibracdo preparada para o
composto em n-octanol. Os valores de log P foram calculados utilizando a equacéo:

log P = log [composto](n-octanol)/[composto](agua).

A concentracdo na fase aquosa € encontrada por meio da subtracdo da
concentragao inicial pela concentracdo na fase organica. Os experimentos foram

realizados em ftriplicata.

3.2. Linhagens Celulares

Para a realizagdo da triagem in vitro foram selecionadas as linhagens
celulares humanas derivadas de carcinoma pulmonar (A549, ATCC® CCL-185™),
adenocarcinoma colorretal (Caco-2, BCRJ 0059), carcinoma da préstata (DU-145,
ATCC® HTB-81™), carcinoma hepatocelular (HepG2, ATCC® HB-8065™),

adenocarcinoma da prostata (PC-3, ATCC® CRL-1435™), adenocarcinoma de mama
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(MDA-MB-231, ATCC® HTB-26™), fibroblastos normais de gengiva (FGH, BCRJ
0089) e epitélio normal de prostata (PNT-2, BCRJ 0366). As células A549, Caco-2,
DU-145, FGH, HepG2 e MDA-MB-231 foram cultivadas em meio de cultura Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) e as células PC-3 e PNT-2 foram cultivadas em
meio de cultura do Instituto Roswell Park Memorial (RPMI 1640). Ambos os meios
foram suplementados de acordo com as necessidades de cada linhagem, conforme
recomendado pelos seus bancos com, L-glutamina 2 mM, 10% ou 20% de soro fetal
bovino (SFB), 1% de solugdo antimicatica-antibiotica (10000 unidades/mL penicilina,
10000 pg/mL estreptomicina e 25 yg/mL de anfotericina B), 4,5 g/L de glicose e 3,7
g/L de NaHCOs. Todas as linhagens celulares foram manipuladas em capela de
fluxo laminar classe Il tipo A1 (Veco®, Campinas, Brasil) e mantidas em estufa
Forma Series Il, Water Jacket CO2 Incubator (ThermoFisher Scientific - Waltham,
Massachusetts, Estados Unidos) com 5% de CO2 a 37 °C e 95% de umidade, de
acordo com os procedimentos para manutengdo de linhagens celulares propostos
por Bal-Price & Coecke, (2011). Os experimentos foram conduzidos entre a terceira
e a oitava passagem, apdés o descongelamento, com subcultivos a cada 3-4 dias
para manter o seu crescimento exponencial. A viabilidade celular foi determinada
pelo ensaio de exclusdo por azul de tripan e apenas as culturas com viabilidade

superior ou igual a 90% foram utilizadas nos experimentos.

3.3 Avaliacao da viabilidade celular e atividade citotéxica

3.3.1 Ensaio redox da resazurina (Alamar blue)
Os ensaios foram realizados utilizando-se como substéncia reveladora o
cloridrato de resazurina (Sigma-Aldrich), que possui potencial redox (6xido-redugao),

com mudanga colorimétrica e indicador de fluorescéncia em resposta ao
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metabolismo celular de acordo com o protocolo de Page et al. (1993). As células
A549, Caco-2, DU-145, FGH, HepG2, MDA-MB-23, PC-3 e PNT-2 foram semeadas
em microplacas de 96 pocos obtendo uma concentragcdo celular de 1,5 x 10*
células/pogo, e incubadas sob as condi¢gbes padronizadas de cultivo (5% de CO2 a
37 °C e 95% de umidade), durante 24 horas para permitir a aderéncia celular. Para o
tratamento, foram preparadas solu¢ées dos complexos, precursores, ligantes e de
farmacos referéncia, cisplatina (Fauldcispla®, Libbs) e doxorrubicina (Fauldoxo®,
Libbs), de forma que pOde-se realizar nove diluigdes na microplaca, a fim de se obter
concentragbes de 0,391 a 100 pM. As células também foram tratadas com
dimetilsulféxido (DMSO 0,1% (v/v)) para controle do solvente dos complexos e
metilmetanosulfonato (MMS, 300 puM) para o controle positivo. As células sem
qualquer tratamento foram utilizadas para controle negativo dos experimentos.
Novamente as células foram incubadas por 24 horas. Apds esse periodo, o meio de
cultura foi removido e, logo em seguida, foram adicionados 50 pL de cloridrato de
resazurina 0,01% (m/v). As placas foram novamente incubadas entre 2 a 4 horas, de

acordo com a linhagem celular (Figura 9).
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Figura 9. Representacao esquematica da microplaca de 96 pogos no ensaio de
citotoxicidade da resazurina. Os pocos em azul apresentam a cor caracteristica da
resazurina, a qual nao foi reduzida, ou seja, as células apresentam-se inviaveis, enquanto
que os pocos em lilds representam a resorurfina, forma reduzida, indicando viabilidade
celular. Fonte: Rone A. De Grandis, 2016.
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Em seguida, procedeu-se a leitura da fluorescéncia em um
espectrofluorimetro CaryEclipse (Agilent Technologies - Santa Clara, EUA) nos
comprimentos de excitacdo e emissdo de 560 e 590 nm, respectivamente. A
concentragdo requerida do composto capaz de inibir 50% do crescimento celular
(ICs0) foi determinada pelo software CompuSyn 1.0 (Paramus, NJ, EUA) por analise
de regressdo nao-linear dos resultados de pelo menos trés experimentos
independentes realizados em triplicata

O indice de seletividade (IS) dos complexos foi calculado a partir da raz&o dos
valores de ICso encontrado para as células ndo-tumorais (FGH e PNT-2) sobre a ICso
das células tumorais de acordo com Luo et al., (2017). Quanto maior o valor do IS, o
agente analisado é mais ativo contra a linhagem tumoral e menos citotoxico para a

linhagem n&o-tumoral.

3.3.2 Ensaio de sobrevivéncia clonogénica

O ensaio clonogénico foi realizado de acordo com as diretrizes de Franken et
al. (2006) com a finalidade de se confirmar os efeitos antiproliferativo dos
complexos. As células DU-145 (1 x 108 células/pogo) foram inseridas em placas de 6
pocgos e, apods a adesao, foram tratadas por 24 horas com diferentes concentracoes
dos complexos DB-LW, DB-LP, DP-LW e DP-LP, variando de 0,125 a 1 uyM. O
controle negativo recebeu o veiculo (DMSO 0,1% (v/v)), o controle positivo foi
constituido por metilmetanosulfonato (MMS, 50 uM) e a cisplatina (Fauldcispla®,
Libbs) foi utilizada como farmaco referéncia. No final dos tratamentos, as células
foram lavadas com PBS e colhidas por dissociagdo com tripsina. As células foram
contadas utilizando uma camara de Neubauer e novamente semeadas em placas de

cultura Nunclon® de 21,5 cm? contendo meio DMEM com 10% de SFB em uma
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densidade de duzentas células por placa para cada tratamento, em triplicata. Apds
sete dias de incubacdo as células foram lavadas com PBS e fixadas com
metanol:acido acético:agua destilada (1: 1: 8) durante 20 minutos, secas ao ar e
coradas com cristal violeta (0,5% (p/v)) diluido em PBS por 20 minutos. A eficiéncia
de plaqueamento (EP) das células foi calculada pela raz&do entre o numero de
colénias observadas apos o tempo de incubagdo e o numero de células semeadas
(duzentas). A média de coldnias no controle foi considerada como 100% e o numero
de coldnias observadas apds o tratamento foi utilizado para o calculo da fracdo de

sobrevivéncia (FS), obtido pela seguinte formula:

s Numero de colbnias contadas em cada tratamento

. ~ X 100
Numero de coldnias contadas no controle x EP

3.3.3 Inibicao do crescimento de esferoides tumorais cultivados em 3D

Os esferoides multicelulares tumorais (EMT) foram obtidos de acordo com o
meétodo desenvolvido por Friedrich et al. (2009). Resumidamente, 200 yL de uma
suspensdo de células DU-145 (2 x 10® células) foram inseridos em placas de 96
pogos revestidos com agarose (1,5% (p/v)) e cultivadas em meio completo acrescido
de 3% (p/v) de Matrigel®. Os EMT com estruturas estaveis se formaram depois de
cinco dias de cultivo. Em seguida, os esferoides foram expostos aos complexos DB-
LW, DB-LP, DP-LW e DP-LP em cinco diferentes concentragdes, variando de 1 a 10
UM por 24 horas. A cisplatina (Fauldcispla®) a 25 yM foi usada como farmaco
citotoxico de referéncia. O controle negativo recebeu o veiculo (DMSO 0,1% (v/v))
que foi utilizado para diluir os compostos testados. No final do tratamento, a
viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de Alamar blue como descrito acima.

Para investigar as alteragbes morfoldégicas apds o tratamento, outros EMT foram
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examinados por microscopia ao longo de sete dias usando o software AxioVision LE

(Carl Zeiss, Jena, Alemanha).

3.4 Avaliagao dos mecanismos de morte celular

3.4.1 Ensaio de marcagao com Anexina V / lodeto de propideo

Os ensaios de morte celular foram realizados de acordo com os métodos
propostos por Cummings et al. (2004). Inicialmente, a morfologia nuclear das células
DU-145 foi avaliada por ensaio de dupla coloracdo com iodeto de propideo
(Pl)/Hoechst. Resumidamente, as células foram semeadas (5 x 10° células/pogo) em
placas pretas de 96 pocos com fundo transparente e mantidas sob cultivo por 24
horas para a adesao celular. Apds esse periodo, as células foram tratadas com os
complexos DB-LW, DB-LP, DP-LW e DP-LP em concentragbes previamente
selecionadas pelos ensaios de viabilidade celular. O controle negativo recebeu o
veiculo (DMSO 0,1% (v/v)) e os controles positivos foram constituidos por cisplatina
(Fauldcispla®, 25 pM) e doxorrubicina (Fauldoxo®, 1 uM). As células foram
incubadas com Hoechst 33342 (10 uM) e PI (10 pM) por 10 minutos em temperatura
ambiente. As células foram entdo observadas pelo sistema ImageXpress Micro XLS
(Molecular Devices, CA, EUA). A detecgdo de células apoptoticas/necroticas foi
determinada por citometria de fluxo utilizando o kit Alexa Fluor® 488 Annexin V/Dead
Cell Apoptosis (Thermo Fisher Scientific - Waltham, MA, USA) de acordo com as
instru¢cées fornecidas pelo fabricante. A anexina foi utilizada em conjunto com o
corante iodeto de propidio para distinguir as células apoptoéticas. A classificacdo das
populagdes celulares de acordo com a marcagao foi baseada em estudos que
consideraram: células necroticas: anexina negativa, Pl positivo (Q1); células

apoptoticas: anexina positiva, Pl negativo + anexina positiva, Pl positivo (Q2 + Q4);
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células viaveis: anexina negativa, Pl negativo (Q3) (LEGESSE-MILLER et al., 2012).
Resumidamente, as células DU-145 foram semeadas (5,5 x 10* células/pogo) em
placas de 12 pogos e mantidas sob cultivo por 24 horas para a adeséao celular. Apés
esse periodo, as ceélulas foram tratadas como descrito acima. Em seguida, as
células foram coletadas com StemPro™ Accutase™, lavadas com PBS, centrifugadas
a 220 g por 3 minutos, ressuspendidas em 90 pyL 1X annexin-binding buffer e, por
fim, movidas para os tubos de citometria (Corning — Corning, NY, USA). Em seguida,
foram adicionados 10 pL de Alexa Fluor® 488 Anexina V (50 uL/mL), e a mistura foi
incubada no escuro a 4°C por 15 minutos. Previamente antes da analise, as células
receberam 100 pL de PI (2 yg/mL) e, em seguida, as células foram avaliadas em um
citbmetro de fluxo FACSCanto Il (BD Biosciences — San Jose, CA, EUA) por meio do
software BD FACSDiva™ 6.1. Diva. Dez mil eventos foram avaliados por

experimento, em triplicata.

3.4.2 Andlise da cinética do ciclo celular

Analise do ciclo celular foi realizada de acordo com o protocolo descrito pelo
fabricante do kit CycleTEST™ Plus DNA Reagent Kit (Becton Dickinson - Franklin
Lakes, USA). Inicialmente, as células DU-145 (1x10° células/pogo) foram semeadas
em placas de 6 pocgos e incubadas por 24 horas. Apds, realizou-se o tratamento com
o complexo DP-LP em concentracdes previamente determinadas pelos ensaios de
viabilidade celular, controle negativo (DMSO 0,1%) e controle positivo (1 yM de
doxorrubicina) e posteriormente as placas foram incubadas novamente por 24 horas.
Apos esse periodo, as células foram colhidas e fixadas em etanol 70% a 4 °C por 2
horas. Em seguida os tubos foram centrifugados a 200x g por 5 minutos e o etanol

completamente descartado. As células foram ressuspendidas em 5 mL de PBS e
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centrifugadas a 200x g por 5 minutos. O pellet de células foi ressuspendido em 1 mL
da solucédo de coloragéo (0.1% (v/v) Triton X-100, PI (5 pg/mL) e 100 pg/mL DNase-
free RNase A) e as amostras mantidas no escuro por 30 minutos em temperatura
ambiente. A leitura dos tubos foi realizada em citdmetro de fluxo BD FACSCantoTM
(BD Biosciences — San Jose, CA, USA) e analisada pelo software ModFit LT (Verity
Software House — Topsham, ME, USA). Os resultados sdo expressos como a

porcentagem (%) de células em cada fase do ciclo celular.

3.4.3 Determinacao dos niveis de espécies reativas intracelulares

Os niveis de espécies reativas totais foram determinados por meio do
marcador H.DCFDA (2'-7'-diclorodihidrofluoresceina diacetato), como descrito por
Wang & Joseph, (1999). As células DU-145 foram semeadas (1,5 x 10* células /
pocgo) em placas pretas de 96 pogcos e mantidas sob cultivo por 24 horas para a
adesao celular. Apdés esse periodo, as células foram tratadas com a ICsp dos
complexos DP-LW e DP-LP por 1, 6, 12 e 24 horas. Depois disso, as células foram
marcadas com 100 pL de H2DCFDA a 5 yM em dimetilformamida (DMF) por 30
minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado, e as células foram lavadas
duas vezes com 100 pL de PBS. Nessa etapa, os pogos de tratamento receberam
100 yL de PBS e aos pocgos de controle positivo foram adicionados 100 yL de
peroxido de hidrogénio (H202, 0,5 pM). A intensidade de fluorescéncia foi medida em
um espectrofotdmetro de fluorescéncia Synergy H1 (BioTek®), nos comprimentos de
onda de excitagdo e emissdo de 495 e 527 nm, respectivamente. Os niveis de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e superdxido foram determinados por meio do
kit Cellular ROS/Superoxide Detection Assay Kit (Abcam®). As células foram

semeadas (1,5 x 10* células/pogo) em placas pretas de 96 pogos e mantidas sob
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cultivo por 24 horas para a adesao celular. Apds esse periodo, as células foram
tratadas com os complexos DP-LW e DP-LP em concentracbes previamente
selecionadas pelos ensaios de viabilidade celular. O controle negativo recebeu o
veiculo (DMSO 0,1% (v/v)) e o controle positivo recebeu piocianina (250 mM). Em
seguida, as ceélulas foram marcadas com os reagentes de detecgdo de ERO totais e
superoxido de acordo com as instrugdes do fabricante. A intensidade de
fluorescéncia foi medida em um espectrofotbmetro de fluorescéncia Synergy H1
(BioTek®), nos filtros padroes para fluoresceina (Ex = 488 nm, Em = 520 nm) e
rodamina (Ex = 550 nm, Em = 610 nm) para determinagdo de ERO totais e
superoxido, respectivamente.

Para determinar o papel das espécies reativas de oxigénio nos processos de
morte celular, foram realizados ensaios de protecdo com o antioxidante NAC. Neste
ensaio, as células foram semeadas (1,5 x 10* células / pogo) em placas pretas de 96
pocos e, apos as 24 horas de incubacéo, elas foram tratadas com NAC (5 mM) em
associacdo com concentragdes previamente selecionadas dos complexos DP-LW e
DP-LP por 24 horas. As células foram entdo marcadas com solu¢cado de H2DCFDA (5
MM), e os niveis de ERO foram determinados como descrito acima. Paralelamente,
células derivadas do mesmo subcultivo foram semeadas (1,5 x 10* células / pogo)
em placas de 96 pocos e, apos as 24 horas de incubacao, foram tratadas com NAC
(5 mM) em associagdo com concentragdes citotoxicas dos complexos DP-LW e DP-
LP. Apds 24 horas de tratamento, a viabilidade celular foi determinada pelo ensaio

de Alamar blue como descrito acima.
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3.5 Avaliagao da instabilidade genémica e interacao com o DNA

3.5.1 Atividade genotdxica

Esta avaliagao foi realizada com base na versao alcalina do ensaio do cometa
que se baseia na avaliagdo da migracdo do DNA em um gel de agarose, de acordo
com o método proposto por TICE et al. (2000). As células DU-145 e PNT-2 foram
cultivadas em placas de 12 pogos (1 x 10° células/pogo) e tratadas por 4 e 24 horas
com diferentes concentracbes do complexo DP-LP. Além disso, foram incluidos em
ambos o0s ensaios controles experimentais constituidos por: meio de cultura
(controle negativo), DMSO 0,1% (v/v) (controle de veiculo) e metiimetanosulfonato
(MMS 150 pM) (controle positivo). Apos os devidos periodos de tratamento, a
viabilidade celular foi avaliada pela técnica de exclusdo por azul de tripan. Apenas
0s grupos que apresentaram viabilidade celular superior a 70% foram submetidas ao
ensaio do cometa. As células foram recolhidas dos pocos, em tubos de 2 mL,
centrifugadas a 112 g por 3 minutos e lavadas com PBS por duas vezes. O pellet de
células foi homogeneizado com 200 yL de agarose de baixo ponto de fusdo a (0,5%
(m/v)). Cada 100 pL dessa suspensado celular foi aplicada em uma lamina pré-
revestida com agarose de ponto de fusdo normal (1,5% (m/v)). As laminas foram
cobertas com laminulas e mantidas a 4 °C por 10 minutos. Apds a solidificacéo da
agarose, as laminulas foram retiradas e as laminas imersas em solugdo de lise
recém preparada (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, 1% de Triton X-100 v/v e
10% de DMSO, pH 10), e mantidas por 18 horas (overnight), protegidas da luz em
geladeira. ApoOs esse procedimento as ldminas foram lavadas em banhos de agua
destilada gelada por duas vezes e, logo em seguida, elas foram imersas em tampé&o

de eletroforese alcalino (NaOH 300 mM e EDTA 1mM, pH 13) em banho de gelo por
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20 minutos para desnaturagdo do DNA. A eletroforese foi conduzida nessa mesma
solugédo a 4 °C por 20 minutos, com voltagem (0,87 V/cm) e amperagem (300 mA)
constantes. Posteriormente, as laminas foram imersas em tamp&o de neutralizagao
(Tris 0,4 M, pH 7,5) por 15 minutos e fixadas em etanol absoluto por 5 minutos.
Imediatamente antes da analise, as ldminas foram coradas com o agente DNA
GelRed™ (1:10.000 (v/v), Uniscience) e examinadas em microscopio de
fluorescéncia (Zeiss - AxioStar Plus), acoplado a uma cémera usando filtro 515-560
nm e barreira de filtro de 590 nm, em objetiva de 20 x. Para cada tratamento foram
analisadas 2 laminas por experimento, perfazendo um total de 100 nucleoides que
foram analisados pelo software CometAssay IV™ (Perceptive Instruments®, Bury St.
Edmunds, Suffolk, Inglaterra). O parametro utilizado na analise foi o Tail intensity

(porcentagem de DNA na cauda).

3.5.2 Atividade mutagénica

A atividade mutagénica foi avaliada pelo ensaio do micronucleo (MN) de
acordo com os protocolos descritos por Fenech (2000) e Shibai-ogata et al. (2011).
Para esse ensaio, as células DU-145 e PNT-2 foram semeadas em placas pretas de
96 pocos com fundo transparente em uma concentracédo de 5 x 102 células por pogo
e mantidas sob cultivo por 24 horas para a adesao celular. Apds esse periodo, as
células foram tratadas por 24 horas com diferentes concentragdes do complexo DP-
LP. Os controles experimentais foram constituidos por DMSO 0,1% (v/v) (controle de
veiculo), mitomicina C (100 ng/mL) (controle positivo) e meio de cultura (controle
negativo). Apds o periodo de tratamento, foi adicionado a cada pogo 100 pL de meio
de cultura contendo 4,5 yg/mL de citocalasina B e as células foram incubadas por

mais 28 ou 32 horas (DU-145 e PNT-2, respectivamente) nas mesmas condigdes.
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Apods esse periodo, as células foram lavadas com PBS, fixadas com etanol absoluto
por 30 minutos e marcadas com os agentes fluorescentes isotiocianato de
fluoresceina (FITC 1 pg/mL) por 30 minutos e Hoechst 33342 (5 uM) por 15 minutos,
ambos em temperatura ambiente protegidos da luz. O equipamento INCell Analyzer
2000 (GE HealthCare, Pittsburgh, PA, EUA) foi programado para capturar 12
campos de imagem por pogo, em cada um dos filtros, utilizando a objetiva de 20x.
Em seguida, as imagens foram analisadas utilizando o software INCell Analyzer
1000 Workstation 3.7 (GE HealthCare, Pittsburgh, PA, EUA). A contagem automatica
foi realizada em um processo de trés etapas, as quais compreendem o
reconhecimento do nucleos celulares marcados com Hoechst, reconhecimento do
citoplasma marcado com FITC e o reconhecimento e contagem de micronucleos
também marcados com Hoechst. Os critérios utilizados para identificagdo dos
micronucleos foram baseados em Fenech (2000) e Shibai-ogata et al. (2011) e a
analise foi conduzida de acordo com as diretrizes do GUIDELINE FOR TESTING OS
CHEMICALS, (OECD N°. 487, 2014). Um total de 2000 ceélulas binucleadas viaveis
foram analisadas por tratamento em cada uma das trés diferentes replicatas (n=3).
Nessa mesma analise foram contadas 1000 células totais por tratamento, entre
mononucleadas, binucleadas e multinucleadas (mais do que trés nucleos) para o
calculo do indice de proliferagcdo por bloqueio de citocinese (CBPI). O CBPI foi

calculado utilizando a férmula:

CBPI = [ M1 + 2(M2) + 3(M3)] / N

Onde M1 — M3 é o nuimero de células com 1, 2, 3 ou mais nucleos,

respectivamente; e N € o numero total de células viaveis.
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3.5.3 Estudos de interagao com o DNA

Solugédo de CT-DNA (Calf Thymus) foi preparada em tampao Tris-HCI (4,5
mM Tris-HCI, 0,5 mM Tris-base, 50 mM NaCl, pH = 7,4) para os estudos de
interagdo com os complexos. A concentragdo do CT-DNA foi determinada por
espectroscopia de absor¢cdo usando a absortividade molar 6600 mol/dm3/cm

(MARMUR, 1961).

3.5.3.1 Dicroismo circular

Espectros de dicroismo circular (CD) foram obtidos em solugdo de CT-DNA
(50 uM) na presencga e auséncia dos complexos em diferentes concentragdes (5-25
MM). As amostras foram incubadas por 18 horas a 37 °C, posteriormente analisadas
no espectropolarimetro JASCO J720 na faixa de 240-450 nm, a 25 °C, no modo de

varredura continua (200 nm/min), sob fluxo constante de nitrogénio.

3.5.3.2 Interagao com DNA plasmidial superenovelado

Para realizagdo deste experimento foi utilizado o DNA plasmidial pBR322
(Sigma-Aldrich). Primeiramente, os complexos foram incubados com o DNA pBR322
(40 pM) em diferentes relagbes molares (Ri=0,125, 0,25, 0,5 e 1,0), por 18 horas a
37°C. Apos o periodo de incubagédo, as amostras foram corridas em um gel de
agarose a 1% com TAE (0,45 M Tris-HCI, 0,45 M &acido acético, 10 mM de EDTA, pH
7,4). Apos a corrida, o gel foi corado com uma solugdo de brometo de etidio. As

imagens foram capturadas utilizando o Chemi Doc MP Imager (BioRad).

3.5.3.3 Deslocamento competitivo de Hoechst
Este ensaio baseou-se na avaliacdo da competicido entre os complexos e o

Hoechst (HO) pelo CT-DNA, conforme descrito na literatura (SARWAR et al., 2015).
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Para isso empregou-se uma placa opaca de 96 pogos, em que foi adicionado 200
ML (volume final) de solugdo contendo CT-DNA (125 uM), HO (2,7 uM) e os
complexos em diferentes relagbes molares CT-DNA/complexo (0,1 — 1,0), em
tampéao Tris-HCI (4,5 mM de Tris HCI, 0,5 mM de Tris base e 50 mM de NaCl) num
pH 7,4, mantendo uma porcentagem de DMSO de 10%. As amostras foram
analisadas em um fluorimetro Synergy/H1-Biotek, a 37 °C, realizando a excitagéo
em 340 nm. A banda de emissdo observada para CT-DNA e Hoechst (HO) foi em
455 nm, a qual foi monitorada a supressdo da fluorescéncia na presenca de
diferentes concentragdes dos complexos. Os espectros foram registrados de 400 a

650 nm.

3.6 Analise da expressao transcricional e traducional de genes

envolvidos com a atividade antiproliferativa

3.6.1 PCR quantitativa em tempo real

Para analise da expressdo génica transcricional, as células DU-145 foram
semeadas (1 x 10° células/pogo) em placas de 6 pogos e mantidas sob cultivo por 24
horas para a adesdo celular. Apds esse periodo, as células foram tratadas, em
triplicata, com 1,0 yM do complexo DP-LP por 24 horas. O controle negativo recebeu
o veiculo do complexo (DMSO 0,1% (v/v)). As células do grupo controle e do
tratamento foram recolhidas, em cada triplicata de pogos, e misturadas em um pool
de células. Essas células foram submetidas a extracdo do RNA, sintese de cDNA e
entdo realizada a técnica de RT-qPCR. Esse procedimento foi repetido em trés

diferentes momentos, configurando as trés repetigcdes independentes.

3.6.1.1 Extragcao do RNA
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As células foram submetidas ao procedimento de extracdo de RNA total
segundo o protocolo do fabricante do RNeasy Mini Kit (QIAGEN; Frederick,
Maryland, USA) que inclui os passos de lise das células, purificacdo do RNA,
tratamento com DNAse e eluicdo do RNA com agua livre de nuclease fornecido pelo
fabricante. As amostras de RNA foram quantificadas por espectrometria a 260 nm
em NanoDrop ND-2000 (ThermoFisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos).
A pureza das amostras foi avaliada pela razdo A260/A280, que mostra possiveis
contaminacgdes por proteinas e DNA; e pela razao A260/A230, que mostra possiveis
contaminagdes por sais e compostos organicos, como a guanidina ou o fenol.
Amostras de RNA total com aceitavel grau de pureza apresentam razdes Azeo/A230 €
Aoso/A2g0 proximas a 2,0 (BUSTIN et al., 2009). A integridade do RNA extraido foi
determinada apos corrida eletroforética no aparelho Bioanalyzer-Agilent 2100 a 6,5
V/cm durante 20 minutos. A integridade do RNA foi avaliada pelo RIN (RNA Integrity

Number).

3.6.1.2 Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA, a partir de 1 pg de RNA, foi utilizado o Kit RT2 First
Strand cDNA Synthesis (QIAGEN; Frederick, Maryland, USA), seguindo as
instrugdes do fabricante. Antes da realizagdo do procedimento de sintese de cDNA,
todas as amostras foram tratadas com o DNAse |, Amplification Grade (Thermo
Fisher Scientific - Waltham, MA, USA), a fim de eliminar a presenca de qualquer

DNA gendmico.

3.6.1.3 RT2 Profiler PCR Arrays

As reagdes de PCR Array foram realizadas com o kit RT2 Profiler™ PCR
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Array Human Cancer Drug Targets (PAHS-507Z) (QIAGEN; Frederick, Maryland,
USA) para 84 genes de acordo com o protocolo do fabricante. O mix para as
reacoes de PCR Array foi preparado com RT2 SYRB Green/ROX qPCR Master Mix
(QIAGEN; Frederick, Maryland, USA) suficiente para uma microplaca, agua
duplamente destilada e cDNA de cada amostra. O mix foi homogeneizado e 25 pL
da solugéo distribuida em cada um dos 96 orificios da placa de PCR Array que ja
continham os iniciadores de interesse. Aléem dos 84 genes alvos de novos farmacos,
as placas continham cinco diferentes controles enddgenos, um controle para
contaminagdo por DNA genbmico, controle da transcriptase reversa e controle
positivo para PCR. O equipamento utilizado para as reagdes de RT-gPCR foi o
StepOnePlus® PCR Systems (Applied Biosystems, Foster City, Califérnia, USA) e as
condigbes de ciclagem foram: 95 °C por 10 minutos e 40 ciclos de 95 °C por 15
segundos e 60 °C por 1 minuto. Em seguida foi realizada a curva de dissociagéo
elevando-se a temperatura de 65 a 95 °C, com variagao de 2 °C por minuto. Apds a
amplificagdo das amostras, os calculos da expressao diferencial, em relagdo ao
controle negativo (DMSO 0,1% (v/v)), foram realizados pelo programa RT2 Profiler

PCR Array Data Analysis (http://www.SABiosciences.com/pcrarraydataanalysis.php).

Os genes enddgenos que apresentaram menor variagdo entre as replicatas dos
testes e controles, foram utilizados como normalizadores da analise. As quantidades
relativas (QR) da expresséo da expressado génica foram calculadas pelo método de
2-A8Ct (PFAFFL, 2001), seguido do Teste t de Student para avaliar a significadncia das
diferengcas na expressao génica entre controle e teste. Valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. Os dados estdo representados como
diferenga (fold regulation) na expressdo génica, que foi normalizada pela média

geomeétrica dos controles endogenos.
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3.6.2 Western blot

3.6.2.1 Extracao das proteinas

Para analise da expressao génica traducional, as células DU-145 foram
semeadas (1 x 10° células/pogo) em placas de 6 pogos e mantidas sob cultivo por 24
horas para a adesao celular. Apds esse periodo, as células foram tratadas com
diferentes concentragdes (0,25; 0,5; 1,0 e 1,5) do complexo DP-LP por 24 horas. O
controle negativo recebeu o veiculo do complexo (DMSO 0,1% (v/v)). Essas células
foram submetidas a extracdo de proteinas utilizando-se o reagente Trizol (Thermo
Fisher Scientific - Waltham, MA, USA), de acordo com as instru¢gdes do fabricante. A
precipitacao foi realizada pela adicao de 1,5 mL de isopropanol para cada 1 mL de
Trizol usado na homogeneizagéo inicial. Em seguida, as proteinas foram incubadas
por 10 minutos a 25 °C e centrifugadas a 4000 g por 10 minutos a 4 °C. Em seguida,
as proteinas foram dissolvidas em SDS 1% e quantificadas em um
espectrofotbmetro, pela comparagdo com uma curva-padrdo construida para a

proteina soroalbumina bovina.

3.6.2.2 Separagao das proteinas

O perfil das proteinas foi analisado utilizando-se géis de Bis-Tris com 10% de
poliacrilamida e de dimensdes de 8 x 8 x 0,1 cm (Bolt Bis-Tris Plus Gels® - Thermo
Fisher Scientific - Waltham, MA, USA). As amostras foram preparadas com 40 ug de
proteina. Em seguida, as proteinas foram desnaturadas a 70 °C por 10 minutos e
posteriormente aplicadas ao gel. A eletroforese foi realizada em cubas XCell
SureLock™ contendo tampéao de corrida SDS (Thermo Fisher Scientific - Waltham,

MA, USA), sendo aplicados 200 V por 35 minutos. Apos a eletroforese, as proteinas
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foram transferidas do gel para membranas Invitrolon™ PVDF utilizando-se o sistema
XCell II™ Blot Module (Thermo Fisher Scientific - Waltham, MA, USA). Os
componentes da transferéncia foram previamente imersos em tampao de
transferéncia antes de serem colocados na cuba. A voltagem aplicada foi 30 V por
cerca de 90 minutos, sendo que esse tempo variou dependendo do peso molecular
da proteina a ser analisada. Para a confirmagao da transferéncia das proteinas, as
membranas foram coradas por 5 minutos com o corante SimplyBlue™ SafeStain
(Thermo Fisher Scientific - Waltham, MA, USA). Posteriormente, as mesmas foram

lavadas e submetidas a imunodetecgéo.

3.6.2.3 Imunodeteccao e visualizagao das proteinas

A imunodeteccédo e a visualizagao das proteinas foi realizada com o auxilio do
kit WesternBreeze® Chromogenic (Thermo Fisher Scientific - Waltham, MA, USA).
As membranas foram imersas em solugéo bloqueadora (Tris 20 nM, NaCl 0,5 M pH
7,4) com 1% de caseina (Bio-Rad) e incubadas durante 30 minutos em um shaker
rotatério. Em seguida, as membranas foram lavadas com agua deionizada durante 5
minutos e incubadas com os anticorpos primarios por 1 hora. Os anticorpos
empregados neste trabalho foram os seguintes: anti-f Actina (abcam 8226) na
diluicdo de 1:1000, anti-PARP (abcam 74290) na diluicdo de 1:1000, anti-cleaved
PARP1 (abcam 32064) na diluigdo de 1:1000, anti-cleaved caspase-3 (abcam 2302)
na diluicdo de 1:1000, anti-cleaved caspase-8 (Thermo Fisher MAS5-15054), na
diluicdo de 1:500, anti-cleaved caspase-9 (abcam 2324), na diluigdo de 1:1000 e
anti-aurora B (abcam 2254) na diluigdo 1:1000. Apos esse passo, foram realizadas 4
lavagens de 5 minutos com solugdo de lavagem para anticorpos TBS (Bio-Rad) e

incubadas com os anticorpos secundarios conjugados com HRP (Novus Biologicals)
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por 30 minutos, sendo em seguida, novamente lavada 4 vezes por 5 minutos com
solugédo de lavagem para anticorpos. Posteriormente, foram realizados 3 enxagues
de agua deionizada. Em seguida, as membranas foram incubadas com substrato
cromogénico Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad) até o aparecimento de
bandas roxas em sua superficie. Finalmente, as membranas foram lavadas em agua
deionizada, sendo posteriormente secas em papel de filtro. A quantificacdo das
bandas foi realizada pelo software Scion Imaging (Scion Corporation, Frederick,

Maryland, USA) (http://www.scioncorp.com/index.htm). A proteina B-actina foi

utilizada como controle enddégeno. As bandas especificas foram visualizadas e
escaneadas utilizando-se o equipamento ChemiDocTM MP Image System (Bio-
Rad). A quantificacdo da densidade de cada banda foi realizadas no programa Scion

Image.

3.7 Analise dos resultados

Os resultados sado apresentados na forma de média + desvio padrdo da
triplicata ou quadruplicata de trés experimentos independentes. Para todos os
ensaios, os dados foram verificados quanto a normalidade pelo Teste K-S (Teste
Kolmogorov-Smirnov) e submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguido pelo
poOs-teste de comparagdo multipla de Tukey ou Dunnet. Os dados do controle
positivo foram submetidos ao teste t de Student, comparando-os com o controle
negativo, para a validagao do experimento. A analise estatistica e elaboragdo dos
graficos foi realizada no programa GraphPad Prism 7 para Mac OS X (Intuitive
Software for Science, San Diego, CA, EUA). O valor de p < 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo para os parametros avaliados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao da viabilidade celular e atividade citotoxica

Os efeitos dos complexos de ruténio na viabilidade celular foi avaliada em um
painel de diferentes tipos histolégicos de linhagens tumorais (A549, Caco-2, DU-145,
HepG2, MDA-MB-231 e PC-3) e n&o-tumorais (FGH e PNT-2) em cultura
bidimensional (2D) pelo ensaio de Alamar blue. Por meio dos valores adquiridos na
leitura da fluorescéncia foi possivel obter os resultados de viabilidade celular que
indica a porcentagem de células viaveis apos o tratamento por 24 horas com

diferentes concentragbes dos complexos (Figuras 10-17).
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Figura 10. Viabilidade celular (%) da linhagem nao-tumoral FGH apds o tratamento de 24
horas com os complexos de ruténio. (A) Complexos do precursor [Ru(X)(dppm)(bipy)]PFs.
(B) Complexos do precursor [Ru(X)(dppm)(phen)]PFs. (C) Complexos do precursor
[Ru(X)(bipy)2]PFs. (D) Complexos do precursor [Ru(X)(phen)z]PFs. Onde X = lapachol (LP)
ou lausona (LW). Os dados estdao expressos pela média + desvio padrédo de trés
experimentos independentes. * Significativamente diferente (Teste t de Student, p < 0,05).
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Figura 11. Viabilidade celular (%) da linhagem n&o-tumoral PNT-2 apds o tratamento de 24
horas com os complexos de ruténio. (A) Complexos do precursor [Ru(X)(dppm)(bipy)]PFs.
(B) Complexos do precursor [Ru(X)(dppm)(phen)]PFs. (C) Complexos do precursor
[Ru(X)(bipy)2]PFe. (D) Complexos do precursor [Ru(X)(phen):]PFs. Onde X = lapachol (LP)
ou lausona (LW). Os dados estdo expressos pela média + desvio padrédo de trés
experimentos independentes. * Significativamente diferente (Teste t de Student, p < 0,05).
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Figura 12. Viabilidade celular (%) da linhagem tumoral A549 apds o tratamento de 24 horas
com os complexos de ruténio. (A) Complexos do precursor [Ru(X)(dppm)(bipy)]PFe. (B)
Complexos do precursor [Ru(X)(dppm)(phen)]PFs. (C) Complexos do precursor
[Ru(X)(bipy)2]PFe. (D) Complexos do precursor [Ru(X)(phen):]PFs. Onde X = lapachol (LP)
ou lausona (LW). Os dados estdao expressos pela média + desvio padrédo de trés
experimentos independentes. * Significativamente diferente (Teste t de Student, p < 0,05).
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Figura 13. Viabilidade celular (%) da linhagem tumoral Caco-2 apés o tratamento de 24
horas com os complexos de ruténio. (A) Complexos do precursor [Ru(X)(dppm)(bipy)]PFs.
(B) Complexos do precursor [Ru(X)(dppm)(phen)]PFs. (C) Complexos do precursor
[Ru(X)(bipy)2]PFe. (D) Complexos do precursor [Ru(X)(phen):]PFs. Onde X = lapachol (LP)
ou lausona (LW). Os dados estdao expressos pela média + desvio padrédo de trés
experimentos independentes. * Significativamente diferente (Teste t de Student, p < 0,05).
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Figura 14. Viabilidade celular (%) da linhagem tumoral DU-145 apds o tratamento de 24
horas com os complexos de ruténio. (A) Complexos do precursor [Ru(X)(dppm)(bipy)]PFs.
(B) Complexos do precursor [Ru(X)(dppm)(phen)]PFs. (C) Complexos do precursor
[Ru(X)(bipy)2]PFs. (D) Complexos do precursor [Ru(X)(phen)z]PFs. Onde X = lapachol (LP)
ou lausona (LW). Os dados estdo expressos pela média + desvio padrédo de trés
experimentos independentes. * Significativamente diferente (Teste t de Student, p < 0,05).
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Figura 15. Viabilidade celular (%) da linhagem tumoral HepG2 apds o tratamento de 24
horas com os complexos de ruténio. (A) Complexos do precursor [Ru(X)(dppm)(bipy)]PFs.
(B) Complexos do precursor [Ru(X)(dppm)(phen)]PFs. (C) Complexos do precursor
[Ru(X)(bipy)2]PFe. (D) Complexos do precursor [Ru(X)(phen):]PFs. Onde X = lapachol (LP)
ou lausona (LW). Os dados estdo expressos pela média + desvio padrédo de trés
experimentos independentes. * Significativamente diferente (Teste t de Student, p < 0,05).
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Figura 16. Viabilidade celular (%) da linhagem tumoral MDA-MB-231 apds o tratamento de
24 horas com os complexos de ruténio. (A) Complexos do precursor [Ru(X)(dppm)(bipy)]PFs.
(B) Complexos do precursor [Ru(X)(dppm)(phen)]PFs. (C) Complexos do precursor
[Ru(X)(bipy)2]PFs. (D) Complexos do precursor [Ru(X)(phen)z]PFs. Onde X = lapachol (LP)
ou lausona (LW). Os dados estdo expressos pela média + desvio padrédo de trés
experimentos independentes. * Significativamente diferente (Teste t de Student, p < 0,05).
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Figura 17. Viabilidade celular (%) da linhagem tumoral PC-3 apds o tratamento de 24 horas com
os complexos de ruténio. (A) Complexos do precursor [Ru(X)(dppm)(bipy)]PFs. (B) Complexos do
precursor [Ru(X)(dppm)(phen)]PFs. (C) Complexos do precursor [Ru(X)(bipy)z]PFs. (D)
Complexos do precursor [Ru(X)(phen)2]PFs. Onde X = lapachol (LP) ou lausona (LW). Os dados
estdo expressos pela média * desvio padrdo de trés experimentos independentes. *
Significativamente diferente (Teste t de Student, p < 0,05).

Os resultados mostraram uma diferencas entre as duas séries de complexos,
sendo que a segunda série de formula geral [Ru(L)(dppm)(N-N)]PFe apresentou
diminuicdo mais significativa da viabilidade de todas as linhagens celulares testadas
(Tabela 2). Além disso, todos os complexos apresentaram maior atividade inibitoria
do que os seus respectivos precursores e ligantes. A coordenagao do lapachol ou da
lausona aos precursores BB, BP, DB e DP aumento em até 125 vezes sua
citotoxicidade. @£ Os complexos fosfinicos (segunda série) diminuiram
consideravelmente a viabilidade celular, apresentando menores valores de ICso do
que os antineoplasicos cisplatina e doxorrubicina, utilizados nos ensaios como
farmacos referéncia. Como esperado, o ligante de coordenacgéo difenilfosfinometano
melhorou ndo apenas a lipofilicidade dos compostos de ruténio, mas também sua
atividade biologica. Acredita-se que a atividade de interferir na viabilidade celular
pode ser reforcada pelo aumento da lipofilicidade devido a adicao da fosfina

(MOTSWAINYANA; AJIBADE, 2015).
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Tabela 2. Média dos valores de log P e da ICso (UM) dos complexos de Ru-naftoquinonas, precursores e ligantes nas linhagens
celulares tumorais A549, Caco-2, DU-145, HepG2, MDA-MB-231, PC-3 e nas linhagens n&o-tumorais FGH e PNT-2.

ICs0 (UM)
log P FGH PNT-2 A549 Caco-2 DU-145 HepG2 MDA-MB-231 PC-3
12 Série
BB nd > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
BB-LP 0,31+05 36,8+0,1 686%+6,2 935+27 208+15 14,7+x21 13827 17,5%+0,6 15,7+ 0,1
BB-LW 022+0,01 743+14 93174 991+0,2 603+53 414+45 539+3,8 63,157 61,9+2,3
BP nd > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
BP-LP 0,61+£0,01 23,1+09 493+31 461%+11 254+40 23824 24221 314+£15 22,1+£0,5
BP-LW 0,57+0,02 80,766 69341 691+£52 58129 372+21 49,0+3,6 69,4+45 52,1+1,0
22 Série

DB nd > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
DB-LP 0,61+£0,11 3,1%0,2 59+21 3,304 2,0+0,6 0,9+0,2 1,7+0,5 21+04 1,3+£04
DB-LW 0,43+£0,02 43+0,6 75+£0,8 4804 26+0,2 1,9+0,6 1,8+0,3 3,605 3,320,9
DP nd >100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
DP-LP 0,83+£0,07 25+0,3 6,8+1,5 26+0,1 20+0,3 0,8+0,1 1,5+0,2 2,0x0,0 1,1+0,3
DP-LW 0,79+0,03 3,2+04 76+0,9 42 +0,2 24+0,3 1,3+0,2 1,8+0,3 3,0£0,3 22+18
LP nd > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
LW nd > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
Cis nd 11,2205 9,5+0,1 16,5+1,0 199+09 245+28 114+1,6 37,4 +£6,2 21,3+0,1
DXR nd 1,9+£0,2 3,2+0,5 2,3+18 1,8+0,3 25+1,3 3,8+1,6 25+0,3 45+0,1

Os dados sé&o apresentados como as médias + D.P de valores de 1Cso em puM obtidos por regressdo néo linear de pelo menos trés experimentos independentes realizados em ftriplicata. Os complexos
precursores bis-bipiridina (BB), bis-fenantrolina (BP), bis-difenilfosfinometano:bipiridina (DB), difenilfosfinometano:fenantrolina (DP) e os ligantes lapachol (LP) e lausona (LW) foram utilizados como

controle. A cisplatina (CIS, Fauldcispla®) e a doxorrubicina (DXR, Fauldoxo®) foram utilizadas como controles positivos. nd: ndo determinado.
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Os valores de log P (o/a), calculados pelo método shake-flask, foram positivos
para todos os complexos e, como demonstrado na Tabela 2, a maior lipofilicidade dos
complexos pode ser atribuida a presenga do ligante 1,10-fenantrolina (phen) e dppm.
Outros estudos estabeleceram que a presenca da phen atua melhorando a lipofilia de
complexos de prata quando comparados aos seus analogos com ligantes bipiridinicos
(bipy) (SEGURA et al., 2014). Nossos achados também sugerem que o uso da dppm
pode ajustar o equilibrio lipofilico/hidrofilico em complexos metalicos, onde, em geral,
sua atividade biolégica aumenta, gragcas ao aumento da lipofilia (LIMA et al., 2011).
Assim, o log P indica que a coordenagao de ligantes quelantes phen e dppm em uma
unica estrutura molecular aumenta a lipofilicidade e, como consequéncia, pode
contribuir para o aumento de sua permeabilidade e, portanto, de sua atividade
biolégica. Também foi calculada a relacdo entre a 1Csp encontrada nas linhagens
tumorais e a ICso das linhagens n&o-tumorais. A partir desses resultados, pdde-se
calcular o indice de seletividade (IS) de cada complexo por meio da seguinte formula:

IS = ICs0 [célula ndo-tumoral] / ICsp [célula tumoral]

O IS é uma maneira clara de estimar o intervalo terapéutico de um farmaco e
identificar candidatos promissores a terapia (D’SOUSA et al., 2017). Na Tabela 3,
pode-se observar que os complexos DB-LP, DB-LW, DP-LP e DP-LW apresentaram
promissora capacidade de interferir na viabilidade celular combinada com seletividade
em células tumorais, principalmente derivadas dos canceres de prostata (DU-145 e PC-

3) e figado (HepG2).
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Tabela 3. indices de seletividade dos complexos de Ru-naftoquinonas e da cisplatina
calculados pela razdo dos valores de IC50 em células ndo-tumorais e tumorais.

Células tumorais

Células nao- A549 Caco-2 DU-145 HepG2 MDA-MB-231 PC-3
tumorais

BB-LP 04 17 2.5 2.6 2.1 2.3

BB-LW 07 12 18 14 1,2 1,2

BPLP 05 09 0,9 0,9 0,7 1,0

BPLW 11 14 2.2 16 1,2 15

FGH DB-LP 09 15 3.4 18 15 2.3
DBLW 09 16 2.3 2.4 0,8 13

DPLP 09 12 3.1 16 1,2 2.2

DPLW 08 13 25 18 1,0 14

cis 07 06 0.4 1,0 0,3 0.5

DXR 08 1,0 0,3 0,3 0,7 0.4

BB-LP 07 32 46 49 3.9 43

BB-LW 09 15 2.2 17 14 15

BPLP 10 19 2.0 2.0 15 2.2

BPLW 11 1.1 18 14 0,9 13

DB-LP 17 29 6.5 3.4 2.8 45

PNT-2

DB-LW 15 28 3.9 3.9 2.0 2.2

DPLP 26 34 8,5 45 3.4 6,1

DPLW 18 3.1 5.8 4.2 2.5 3.4

cis 05 04 0,3 0,8 0,2 0.4

DXR 13 17 1,2 0.8 1,2 0.7

Além disso, esses complexos exibem um IS maior do que o exibido pelos
farmacos cisplatina e doxorrubicina, agentes clinicamente importantes no tratamento do
cancer. O complexo DP-LP, por exemplo, foi mais seletivo que a cisplatina nas
linhagens DU-145 e PC-3 em 28 vezes e 15 vezes, respectivamente. De fato, outros
estudos ja relataram a auséncia de seletividade de farmacos como a cisplatina em
experimentos in vitro, o que justifica, em parte, os efeitos adversos da terapia com esse
agente (LOZANO-PEREZ et al., 2015).

A partir desses resultados, os complexos da segunda série (DB-LP, DB-LW, DP-

LP e DP-LW) foram selecionados para uma investigagdo mais detalhada de seus
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efeitos biologicos. Em um novo conjunto de experimentos, a linhagem DU-145 foi
selecionada como modelo celular, uma vez que se mostrou mais sensivel ao
tratamento com os complexos testados. Portanto, a citotoxicidade da série de
complexos fosfinicos foi confirmada pelo ensaio de sobrevivéncia clonogénica que é
extremamente sensivel para determinar os efeitos citotdxicos de agentes
antineoplasicos.

O ensaio de eficiéncia clonogénica é um método considerado padrao-ouro para
estudar o efeito citotoxico a longo prazo na proliferacdo celular (FRANKEN et al.,
2006). Os resultados revelaram que, apds sete dias de cultivo, os complexos
selecionados inibiram a formacédo de col6nias das células DU-145 de maneira dose-
dependente, como mostrado na Figura 18. A eficiéncia de plaqueamento de células
nao tratadas foi superior a 70% em todos os ensaios. Além disso, o efeito citotoxico do
complexo DP-LP foi maior que a dos demais nas mesmas concentracbes. Nas
concentragdes de 0,125; 0,25; 0,5; 1 e 1,5 uM, o complexo DP-LP apresentou fracbes
de sobrevivéncia (FS) formadoras de colénia de 58,4; 17,5, 4,1, 0 e 0%,
respectivamente. Ndo houve redugéo significativa (p > 0,05) no numero de colbnias no
controle (DMSO 0,1% v/v).

A citotoxicidade exibida pelos complexos, principalmente pelo DP-LP, sugere a
substituicdo do ligante bipy pela phen aumenta a atividade dos compostos, além disso,
a coordenacgéo do ligante dppm e do lapachol em uma unica estrutura possibilita a
formacdo de complexos com maior atividade antiproliferativa. Os ensaios de
sobrevivéncia clonogénica permitiram concluir que, de fato, os complexos induzem a
perda da clonogenicidade das células DU-145 apds os tratamentos. Essa resposta &
importante para se distinguir os efeitos citostaticos dos efeitos citotéxicos de novos

compostos a fim de se predizer seus efeitos antiproliferativos (GALLUZZI et al., 2009).
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Figura 18. Avaliagcao da citotoxicidade pelo ensaio de sobrevivéncia clonogénica em
células DU-145. (A) Fragdes de sobrevivéncia apds tratamentos de 24 horas com os
complexos DB-LP, DB-LW, DP-LP e DP-LW nas concentracdes de 0,125; 0,25; 0,5; 1,0 e 1,5
MM. O controle negativo (CN) recebeu o veiculo dos complexos (DMSO 0,1% (v/v)), o controle
positivo (CP) foi tratado com metilmetanosulfonato (MMS 50 uM) e a cisplatina (CIS,
Fauldcispla®) foi utilizada como farmaco controle. Os dados s&o apresentados como as médias
+ D.P de trés experimentos independentes realizadas em ftriplicata. * p < 0,05 e ** p < 0,01 pela
andlise de variancia one-way ANOVA seguido pelo teste de Dunnet. (B) Imagens
representativas da formagéo das colbnias de células DU-145 coradas com cristal violeta (0,5%

(p/v)) apés o tratamento com o complexo DP-LP e os controles. Fonte: Rone A. De Grandis,
2017.

Os ensaios de viabilidade celular e citotoxicidade in vitro sdo amplamente
utilizados para avaliagcdo de compostos bioativos com possivel aplicacdo na area
biomédica, ou mesmo para determinagdo do risco a sua exposi¢cdo (ASLANTURK,

2018). A combinacdo desses ensaios fornece informagdes adicionais quando se busca
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entender os mecanismos pelos quais um xenobidtico atua a nivel celular, podendo
relaciona-los com os processos fisioldgicos in vivo (MENYHART et al., 2016). Por meio
dos resultados obtidos nestes testes, observa-se que aproximadamente 1,0 yM do
complexo DP-LP foi capaz de diminuir em 50% a viabilidade de uma cultura de células
DU-145, apds 24 horas de exposigao.

Células cancerosas regulam seu metabolismo energético de forma que possam
sustentar sua proliferagdo. Ao aumentar a taxa de glicélise enquanto limita a
fosforilagdo oxidativa, as células entram em um estado denominado glicolise aerdbica,
também conhecida como efeito Warburg (KOPPENOL; BOUNDS; DANG, 2011). Logo,
o aumento da glicdlise possibilita o desvio de intermediarios glicoliticos para a
biossintese de nucleotideos, aminoacidos e NADPH que s&o utilizados na proliferacéo
celular e manutengado de sobrevivéncia (LIBERTI; LOCASALE, 2016). De tal modo,
alterar o metabolismo energético da célula tumoral pode ser explorado como um
possivel alvo terapéutico contra o cancer (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Nesse
sentido, destacamos que os complexos fosfinicos de ruténio foram capazes de
perturbar o metabolismo, demostrando proficua diminuicdo da viabilidade celular,
principalmente para células derivadas de cancer de prostata. Entretanto, alteragdes no
metabolismo celular nem sempre podem desencadear uma resposta citotoxica, ou seja,
de morte celular.

Sabe-se que ha um limiar que deve ser superado para que os estimulos
induzam permeabilizagdo da membrana mitocondrial e liberagdo de proteinas pro-
apoptéticas para o citoplasma, desencadeando a morte celular programada
(MARQUEZ-JURADO et al., 2018). Portanto, é importante distinguir se a diminui¢do da
viabilidade celular pode desencadear efeitos na inibicdo do crescimento celular
(citostatico) ou se, de fato, induzem as células a apoptose (citotoxico). Nos ensaios de

sobrevivéncia clonogénica, observou-se que células expostas por 24 horas a 1,0 uM de
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DP-LP, perderam sua capacidade reprodutiva, ou seja, suprimem a capacidade de se
proliferar suficientemente para formar uma colénia. Este ensaio € especialmente util
para avaliar efeitos a longo prazo, como sobrevida apos tratamentos agudos com
farmacos ou apds a radiagdo (ADAN; BARAN, 2016). Portanto, conclui-se que os
tratamentos com os complexos fosfinicos de ruténio causam danos irreversiveis as
células, de tal maneira que elas reduzem sua capacidade proliferativa.

Em complemento aos ensaios de citotoxicidade em monocamada (2D), também
foi avaliada a capacidade dos complexos em interferir na viabilidade de celulares
cultivadas em trés dimensdes (3D). Nesse estudo, as células DU-145 foram cultivadas
em sistemas especificos para a obtengdo de esferoides multicelulares tumorais (EMT)
de acordo com o modelo descrito por Friedrich et al. (2009) que propdée uma
abordagem pratica para a triagem de novos farmacos em modelos em 3D. Os modelos
in vitro de cultivo celular em 3D estdo bem estabelecidos por refletir de maneira mais
fiel o microambiente tumoral in vivo (LANGHANS, 2018). Portanto, os EMT foram
utilizados para mimetizar tumores prostaticos in vitro e estudar a atividade dos
complexos frente a esse modelo. A viabilidade dos EMT foi determinada apds
tratamentos de 24 horas e os esferoides foram analisados por microscopia éptica apos
7 dias ocorrido o tratamento. Os resultados do ensaio de Alamar blue demonstraram
que todos os complexos reduziram a viabilidade dos EMT de células DU-145 de
maneira dependente da concentragdo (Figura 19). Entretanto, os complexos formados
com o ligante lapachol mostraram-se mais ativos, com valores diferentes (p<0,05) dos

apresentados pelos complexos de lausona nas mesmas concentragoes.
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A ICso dos complexos DB-LW e DP-LW foi de 4,1 uM (3,3 pg/mL) e 3,4 pM (3,8
pMg/mL), respectivamente, enquanto os complexos DB-LP e DP-LP apresentaram
valores de 2,4 uyM (2,1 ug/mL) e 1,9 uM (1,7 pug/mL), respectivamente, e a cisplatina
apresentou ICso de 62,6 uM (18,7 pug/mL). A hipéxia no centro do esferoide impede sua
proliferagdo exacerbada, favorecendo a formacdo de uma zona necrética o que torna
os esferoides menos sensiveis a farmacos citotoxicos, como a cisplatina (MEHTA et al.,
2012). Os complexos contendo o lapachol como ligante foram mais potentes que a
cisplatina em pelo menos 32 vezes, demonstrando que sua atividade é eficaz no

microambiente tumoral, independente da hipdxia.
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Figura 19. Efeitos dos complexos na viabilidade de esferoides multicelulares tumorais
(EMT) de células DU-145. A viabilidade foi determinada pelo ensaio de Alamar blue apds 24
horas de tratamento e os valores de ICso (UM) foram obtidos por regressao nao-linear a partir
dos resultados de pelo menos trés experimentos independentes realizados em triplicata. O
controle negativo (CN) recebeu o veiculo dos complexos (DMSO 0,1% (v/v)), o controle positivo
(CP) foi tratado com doxorrubicina (Fauldoxo® 5 uM) e a cisplatina (CIS, Fauldcispla® 25 uM) foi
utilizada como farmaco controle. Os dados estdo expressos pela média + desvio padrao de trés
experimentos independentes realizados em ftriplicata. * p < 0,05 diferente do controle negativo
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(Teste t de Student,) e # p <0,05; # # p < 0,01 estatisticamente diferente entre os complexos.
ANOVA, one-way e pos-teste de Dunnet.

Na avaliacdo do efeito dos complexos de lapachol sobre o crescimento e
morfologia dos esferoides, cinco concentragbes diferentes foram testadas (0,25 - 2
puM). O crescimento dos esferoides foi avaliado a cada 24 ou 48 horas, conforme
recomendado por Vinci et al. (2012). Os dados da Figura 20A mostram que o
tratamento de 24 horas com o complexo DP-LP foi eficiente na inducédo de alteracdes

na area de crescimento do esferoide.
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Figura 20. Efeito do complexo DP-LP no crescimento de esferoides multicelulares
tumorais (EMT) de células DU-145. (A) Area dos esferoides avaliada a cada 24 ou 48 horas
depois do tratamento com diferentes concentracdes do complexo DP-LP (0,25 - 2 uM). Os
valores representam a area coberta pelo esferoide (n=8). *p < 0,05 estatisticamente diferente
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esferoides apds o tratamento com o complexo DP-LP (1,5 uM). Microscopio invertido em
aumento de 100x, sem corantes, em escala de 200 um. Fonte: Rone A. De Grandis, 2017.

Na Figura 20A é possivel observar que, apos 24 horas de tratamento, as
menores concentragdes (0,25 e 0,5 yM) ndo inibiram o crescimento dos esferoides em
relagdo ao grupo ndo tratado (CN), quando avaliados por até 7 dias apds os
tratamentos. No entanto, a partir do segundo dia apds o tratamento, as concentragdes
de 1,0; 1,5 e 2,0 yM inibiram o crescimento dos esferoides, em comparagédo com o
controle negativo (p<0,05).

Além disso, os EMT apresentaram altera¢gdes morfologicas apés 5 dias ocorridos
os tratamentos. A Figura 20B mostra imagens do crescimento dos esferoides,
avaliados nos tempos de 0, 2, 3, 5 e 7 dias apds o tratamento com 1,5 uM do complexo
DP-LP, cisplatina (CIS, Fauldcispla® 25 uM) e o controle negativo (DMSO 0,1% V/v).
Além de alterar a area de cobertura dos esferoides, podemos observar que o complexo
DP-LP alterou a estrutura do esferoide, efeito evidenciado pela desagregacédo do
aglomerado celular que pode ser observado cinco dias apds o tratamento. Ja a
cisplatina, ndo promoveu essas alteragdes, sendo que a area dos esferoides foi
semelhante ao crescimento do controle negativo. Essa resposta indica que o complexo
DP-LP é capaz de permear através do esferoide e desestabilizar as agregacgdes
celulares, resultando na perturbacédo das interagcdes célula-matriz e, por fim, na morte
celular. Outra hipdtese, € de que as células afetadas pelo tratamento desagreguem-se
pelo fato de estarem inviaveis. Este efeito na estrutura do esferoide também foi
induzido pelo complexo DB-LP nas concentragbées de 1,5 e 2,0 uM (fotomicrografias
nao mostradas).

De maneira geral, os complexos avaliados apresentaram capacidade de inibir a
viabilidade de células tumorais de prostata DU-145. Além disso, os resultados obtidos

comprovam que, de fato, as células DU-145 respondem de forma diferente de acordo
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com a forma de cultivo, evidenciando a importancia de estudos em esferoides
multicelulares tumorais e comprovando a relevancia dos objetivos propostos neste
projeto de pesquisa. Esses resultados corroboram com os dados de Duval et al. (2017)
que relataram que o arranjo das células em 3D permite a melhor interagéo célula-célula
e, consequentemente, a reprodutibilidade dos ensaios in vitro para triagem de agentes
anticancer. Em virtude dos efeitos promissores dos complexos fosfinicos de lapachol,
eles foram selecionados para um estudo mais detalhado a respeito dos mecanismos

pelos quais eles podem conduzir a morte celular.

4.2 Avaliacao dos mecanismos de morte celular

A apoptose € caracterizada com um processo fisiolégico essencial para a
homeostase tecidual. No entanto, algumas células podem adaptar-se a altos niveis de
sinalizacdo oncogénica, inativando seus circuitos indutores de senescéncia
(GIANCOTTI, 2014). Tal situacéo leva a proliferagao celular desenfreada e a formagao
de tumores que, quando malignos, evoluem até o surgimento das primeiras
manifestagdes clinicas do cancer. A apoptose € o tipo de morte celular mais visada
pelos tratamentos anticancer, pois, seus processos ndao envolvem extravasamento de
conteudos celulares, o que evita uma resposta inflamatéria local e, portanto, danos
teciduais (SU et al., 2015). Logo, o uso de farmacos que induzem apoptose em células
tumorais é uma estratégia bastante explorada na terapéutica. Para avaliar se os
complexos DB-LW, DB-LP, DP-LW e DP-LP possuem atividade pré-apoptética em
células DU-145, foram realizados estudos de citometria de fluxo apds a marcagdo com
anexina V-FITC / PI. Em células viaveis, a fosfatidilserina (Ptd-L-Ser) é
predominantemente observada na superficie interna da membrana celular, voltada para
o citoplasma. Porém, no inicio do processo apoptotico, a Ptd-L-Ser é translocada para

a superficie exterior da membrana para sinalizagcdo celular e reconhecimento por
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fagoécitos. Desse modo, a Ptd-L-Ser pode ser marcada com a anexina V e quantificar-
se o numero de células possivelmente apoptéticas por citometria de fluxo (VERMES et
al., 1995). Na Figura 21 é possivel observar os graficos de pontos obtidos nos ensaios
de citometria de fluxo. Os graficos apresentam a fluorescéncia do FITC-anexina V no
eixo x e do PI no eixo y. Os resultados provenientes dos complexos contendo lausona

sao apresentados no Capitulo 2.
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Figura 21. Efeito dos complexos DB-LP e DP-LP na possivel indugao da apoptose em
células tumorais de préostata DU-145. (A) Distribuicdo das células marcadas com anexina V-
FITC/PlL. Q1: Anexina -/Pl +, Q2: Anexina +/ Pl+, Q3: Anexina -/ Pl -, Q4: Anexina +/ Pl-. Dez
mil eventos foram avaliados por experimento. (B) Porcentagem de células viaveis, em apoptose
inicial, em apoptose tardia e necroticas. O controle negativo (CTL) recebeu o veiculo dos
complexos (DMSO 0,1% (v/v)), o controle positivo foi tratado com doxorrubicina (DXR 1 uM) e
a cisplatina (CIS 25 uM) foi utilizada como farmaco controle. Os dados estdo expressos pela
média + desvio padrio de trés experimentos independentes realizados em triplicata. * p < 0,05
e ™ p < 0,01 numero de células em apoptose tardia (Q2) estatisticamente diferente do controle
negativo. # p < 0,05 numero de células em apoptose tardia (Q2) estatisticamente diferente
entre os tratamentos. ANOVA, one-way e pds-teste de Dunnet.
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Nota-se que houve um aumento gradual no numero de células anexina +
proporcional ao aumento da concentracdo dos complexos DB-LP e DP-LP. A
populacdo de células anexina +/ Pl+ e anexina +/ PIl- (quadrantes Q2 e Q4)
encontradas nos tratamentos com o complexo DB-LP aumentou em relagdo ao controle
nao-tratado (5,9% para o grupo controle; 9,8% para 0,25 pM; 16,3% para 0,50 uM,;
27,9% para 1,0 uyM e 45,7% para 1,5 pM). Um perfil semelhante foi observado nos
tratamentos com o complexos DP-LP (5,9% para o grupo controle; 11,8% para 0,25
MM; 22,7% para 0,50 uM; 41,4% para 1,0 yM e 70,2% para 1,5 uM).

O grafico de barras com a porcentagem das células em cada um dos estagios
analisados (Fig. 21B) demonstra o aumento significativo e gradual de células marcadas
anexina +/ Pl+ apds 24 horas de tratamento, indicando que os complexos sao
possiveis indutores de apoptose em células DU-145. Observa-se, contudo, que o
complexo DP-LP foi mais citotoxico, apresentando na concentracédo de 1,5 yM mais de
70% de células apoptdticas, frente a pouco menos de 46% de células apoptdticas em
concentragéo equivalente do complexo DB-LP (p < 0,05).

O tratamento com cisplatina na concentragao fixa de 25 uyM (ICso) apresentou
19,5% de anexina +/ Pl+ e anexina +/ Pl- (quadrantes Q2 e Q4). Portanto, uma
concentracdo 100 vezes menor do complexo DP-LP foi necessaria para exercer o
mesmo efeito da cisplatina nas células DU-145. Nenhuma das concentragdes dos
complexos induziu um aumento significativo de células marcadas anexina -/Pl +,
indicativo de células necréticas. No entanto, a cisplatina, bem como a doxorrubicina,
aumentaram consideravelmente (p < 0,05) a populagéo de células necroticas (anexina -
/Pl +), apOs os respectivos tratamentos.

Além disso, a marcacéao celular com Hoesch/PI revelou que, de fato, o tratamento

com os complexos resultou em um aumento de células apoptoéticas (Fig. 22). O Pl é
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uma molécula que se intercala no DNA, desde que a membrana celular esteja
permeavel. Nos estagios finais da apoptose, a membrana perde sua seletividade
permitindo que ele permeie e marque o nucleo celular de vermelho, sendo facilmente
diferenciado das células viaveis, que possuem membrana intacta e, por essa razao,

sdo marcadas apenas pelo fluoréforo Hoesch 33342, em azul.

DB-LP (1,0 uM)

Controle

DB-LP (1,5 uM)

doxorrubicina DP-LP (1,0 uM)

Figura 22. Imagens representativas dos nucleos de células DU-145 duplamente marcadas
com Hoechst 33342 e PIl. As imagens correspondem a uma das triplicatas capturadas no
aparelho ImageXpress micro em escala de 20 um. O controle recebeu o veiculo dos complexos
(DMSO 0,1% (v/v)), o controle positivo foi tratado com doxorrubicina (1 uM). Fotos: Rone A. De
Grandis, 2017.

Nossos resultados demonstram que o complexo DP-LP é um efetivo indutor de
apoptose em células de cancer de prostata DU-145. Diversos estudos demonstraram
que complexos de ruténio podem causar parada do ciclo celular em G1/S e
principalmente em G2/M em varios tipos de cancer, por exemplo em hepatocarcinoma
(DE CARVALHO et al., 2018), adenocarcinoma de mama (DE SOUSA et al., 2020) e
pancres (SIMPSON et al., 2017) e neuroblastoma (ZHAO et al., 2019). A progressao do

ciclo celular passa por quatro fases, G1, S, G2 e M, e é controlada por ciclinas e
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quinases dependentes de ciclinas (CDKs). Para verificar se alteragdes no ciclo celular
estavam envolvidas com os efeitos citotdéxicos do complexo DP-LP, a distribuicdo das
células DU-145 nas diferentes fases do ciclo foi determinada por citometria de fluxo. A
exposi¢ao a 0,25; 0,5; 1,0 e 1,5 uM de DP-LP por 24 horas resultou em um acumulo de
células na fase G2/M de 33,2 + 4,1; 413 + 49, 606 + 6,4 e 725 = 2,7 %,

respectivamente (Fig. 23)
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Figura 23. Efeito do complexo DP-LP sobre a cinética de ciclo celular de células DU-145.
Populagao celular relativa (%) representada pela média + D.P de trés experimentos independentes
realizados em triplicata. O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO 0,1% (v/v)) utilizado
para solubilizar o complexo. Os detritos celulares foram omitidos das analises e 10.000 eventos
foram analisados por amostra. *P < 0,05 quando comparado ao grupo controle negativo na fase
G0/G1, $ P < 0,05 quando comparado ao grupo controle negativo na fase S, # P < 0,05 quando
comparado ao grupo controle negativo na fase G2/M por ANOVA, one-way e pos-teste de Dunnet.

Os resultados de citometria de fluxo mostraram que o complexo promoveu
parada do ciclo celular na fase G2/M de maneira concentragdo-dependente,
acompanhada pela diminuicdo do numero de células nas fases S e G0O/G1. Exceto na

concentragido de 0,25 yM, em que observou-se um aumento do numero de células na
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fase GO/G1. Esses resultados propdem que o complexo DP-LP é capaz de influenciar
as vias de sinalizacdo das CDKs e de genes ou proteinas associadas a formagao dos
microtubulos, enfatizando sua importédncia como um agente anticancer. Considerando
que as vias de sobrevivéncia e morte celular estdo intrinsicamente relacionadas, além
de induzir parada do ciclo celular e morte por apoptose, o complexo DP-LP, por
consequéncia de sua influéncia nesses mecanismos, pode inibir a proliferagdo celular
como demostrado pelos ensaios e sobrevivéncia clonogénica.

De fato, complexos de ruténio tém sido reportados como agentes indutores de
apoptose, agindo por meio da via intrinseca ou mitocondrial, ou pela via extrinseca a
partir da ativagédo de receptores de membrana (DE CARVALHO et al., 2018; DENG et
al., 2017; MELLO-ANDRADE et al., 2017). Mello-Andrade et al. (2017) reportaram que
complexos de ruténio contendo fosfinas e bipiridinas induziram apoptose em células de
cancer de célon HCT116 por meio da via mitocontrial dependente de caspases.

Predominantemente, a mitocondria age como o principal mediador intracelular do
processo apoptotico. Quando sinais estressores alcangam a organela, ocorre, entre
outras perturbagdes, o colapso do potencial de membrana mitocondrial interna (Ay) e
consequente permeabilizagdo da membrana (GRIVICICH et al., 2007). Com isso,
proteinas pro-apoptéticas, como o citocromo c, sdo liberadas para o citoplasma,
desencadeando o processo apoptético. Além disso, o0 aumento nos niveis de espécies
reativas de oxigénio (ERO) leva a oxidagao de lipidios, proteinas e acidos nucléicos,
aumentando o colapso do Ay (NITA; GRZYBOWSKI, 2016).

Como mencionado, o lapachol € uma naftoquinona capaz de induzir o estresse
oxidativo por meio da formagao intracelular de espécies reativas de oxigénio, como o
peréxido de hidrogénio (H202), o anion superoxido (O27) e o radical hidroxila (HO:)
(KLOTZ et al., 2014). Recentemente, complexos metalicos de Ru(ll), Co(lll), Ni(ll) e

Cu(ll) com naftoquinonas foram descritos como agentes antitumorais que aumentaram
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o niveis intracelulares de ERO, promovendo danos no DNA e, subsequentemente, a
morte celular (CORREA et al., 2015; TABRIZI; CHINIFOROSHAN, 2016; TABRIZI et
al., 2017).

Para investigar se o estresse oxidativo esta relacionado com a ja comprovada
atividade antiproliferativa do complexo DP-LP, os niveis intracelulares de ERO nas
células DU-145 foram analisados por meio do Kit Cellular ROS/Superoxide Detection
Assay (ab139476). Previamente, os niveis de espécies reativas totais foram avaliados
em 1, 6, 12 e 24 horas apds o tratamento com o complexo DP-LP por meio da sonda
fluorescente H.DCFDA (2'-7'- diclorodihidrofluoresceina diacetato).

Como apresentado na Figura 24A, apds o tratamento das células com uma unica
concentragao (ICsp) do complexo DP-LP, foi observado um aumento acentuado nos
niveis de ERO no tempo de 24 horas. Em posse desses resultados, a determinacéo
dos niveis de ERO e superoxido foi realizada apdés 24 horas de tratamento com
diferentes concentragbes do complexo DP-LP. Os tratamentos mostraram que as
células DU-145 exibiram um aumento de espécies reativas, com emissao de
fluorescéncia verde a 525 nm, indicativo da produg&o de diferentes tipos de ERO (Fig.
24B). Além disso, nas menores concentragdes observou-se a produgao de superoxido,
detectado pela fluorescéncia laranja captada a 620 nm. Ademais, na concentragéo 2,0
MM foi observado um decréscimo significativo nos niveis de espécies reativas,
provavelmente porque nessa concentragdo grande parte das células ja estavam mortas
apds 24 horas de tratamento. Os resultados provenientes dos complexos contendo
lausona sao apresentados no Capitulo 2.

Tal efeito pode estar relacionado, principalmente, com o uso do lapachol como
ligante. Acredita-se que em condi¢des aerdbicas, o oxigénio carbonilico do lapachol &
reduzido, gerando o intermediario semiquinona (WELLINGTON, 2015). No entanto, em

ambiente intracelular, ocorre a oxidacdo da semiquinona e reducdo do oxigénio
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molecular para a espécie superoxido (O2°) que, mediada pela enzima superoxido
dismutase, se reduz para formar perdxido de hidrogénio (H202). Numa reacao
conhecida como reacdo de Fenton, as espécies O2" e H20> reagem para formar o
radical ‘OH, responsavel por desencadear o estresse oxidativo intracelular

(SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2014).
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Figura 24. Efeito do complexo DP-LP nos niveis de espécies reativas intracelulares. (A)
Niveis totais de espécies reativas em células DU-145 apos 1, 3, 6, 12 e 24 horas de tratamento
com o complexo DP-LP (1 uM). (B) Avaliagédo dos niveis de ERO e Superdxido apos 24 horas
de tratamento com diferentes concentragdes do complexo DP-LP. O controle negativo (CTL)
recebeu o veiculo dos complexos (DMSO 0,1% (v/v)). Perdxido de hidrogénio (H20., 200 uM) e
piocianina (PYC, 250 uM) foram utilizados como controles positivos. Os dados estdo expressos
pela média + desvio padrao de trés experimentos independentes realizados em triplicata ou
quadruplicata. Os valores que nado compartiham a mesma letra sédo significativamente
diferentes entre si por ANOVA, on-way e poés-teste de Tukey. * p < 0,05 estatisticamente
diferente do controle negativo e # p < 0,05 estatisticamente diferente entre os tratamentos por
ANOVA, one-way e pos-teste de Dunnet.

Portanto, a fim de se verificar se 0 aumento na geragao de espécies reativas esta
relacionado a citotoxicidade induzida pelo complexo DP-LP, novos tratamentos foram
realizados. Nesses experimentos, foi adicionado o antioxidante N-acetil-L-cisteina
(NAC), um agente citoprotetor que impede a morte celular induzida por ERO (HALASI
et al.,, 2013). Os resultados desses testes mostraram que o cotratamento com NAC

sequestrou as ERO induzidas pelo complexo DP-LP (Fig. 25A) e, além disso, preveniu

a reducao da viabilidade celular, avaliada pelo ensaio Alamar blue (Fig. 25B).
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Figura 25. (A) Niveis de ERO apods 24 horas de tratamento com complexo DP-LP nas
concentragoes de 0,5, 1 e 2 yM na auséncia (-) ou na presenca (+) do antioxidante NAC (5
mM). (B) Viabilidade celular de células DU-145 avaliadas pelo ensaio de Alamar blue apos 24
horas de incubagédo com diferentes concentragdes (0,25; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 3,0 uM) do
complexo DP-LP na auséncia (-) ou na presenga (+) do antioxidante NAC (5 mM). O controle
negativo (CTL) recebeu o veiculo dos complexos (DMSO 0,1% (v/v)). Peroxido de hidrogénio
(H202, 200 uM) e piocianina (PYC, 250 uM) foram utilizados como controles positivos. Os
dados estdo expressos pela média + desvio padrao de trés experimentos independentes
realizados em ftriplicata ou quadruplicata. # ou * p < 0,05 estatisticamente diferente do
respectivo grupo na auséncia de NAC, por ANOVA, one-way e pds-teste de Dunnet.

O NAC é um agente antioxidante, precursor da glutationa (GSH), reconhecido
como inibidor especifico da producdo de ERO intracelular. De acordo com nossos

resultados, enquanto que na concentracdo de 1,0 uM o complexo DP-LP reduz em

48% a viabilidade das células DU-145, quando associado ao NAC (5 mM) observou-se
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81% viabilidade de celular. Nossos resultados indicaram que o NAC reduziu em 80,2%
os niveis intracelulares de ERO induzidos por 1,0 uM do complexo DP-LP e preveniu a
queda de até 52,6% da viabilidade celular apés o cotratamento com 3 uM do complexo.
Poucos estudos avaliaram o efeito do NAC na protecdo contra os efeitos
antiproliferativos mediados por ERO, induzidos por complexos metalicos. Entretanto,
Wang et al. (2014) demonstraram que os danos no DNA de células HepG2 causados
pela cisplatina foram atenuados com a adicdo do NAC. Além disso, os autores
observaram um aumento na concentragdo de GSH intracelular, sugerindo que o NAC
pode bloquear a oxidagédo do peptideo causada pela cisplatina. Igualmente, Oliveira et
al. (2019) observaram que o pré-tratamento com NAC reduziu a apoptose em células
de leucemia HL-60, induzida por um complexo de platina com o ligante piplartina, um
alcaldide pro-oxidante (BEZERRA et al., 2013). No geral, o NAC preveniu a diminuigéo
da viabilidade celular das células DU-145 tratadas com o complexo DP-LP na maioria
das concentragbes analisadas, indicando que um possivel modo de agao pelo qual o
complexo induza a morte celular seja pelo aumento do estresse oxidativo intracelular.
De fato, o acumulo de ERO no meio intracelular tem efeito direto na proliferagcao
celular e na cascata de sinalizagao da apoptose. Esses achados podem ser justificados
em parte pelos resultados obtidos nos ensaios de ciclo celular, em que o tratamento
resultou em um aumento significativo do numero de células na fase G2/M. O excesso
de espécies reativas intracelulares pode causar danos ao DNA impedindo que as
células afetadas prossigam com a divisdo celular (ZHENG et al., 2018). Um dos
mecanismos estabelecidos é o de que a inducdo de ERO pode desencadear a ativagao
da proteina quinase CHK1, cuja fungéo central é a indug&o da parada do ciclo celular e
da apoptose em resposta ao dano ao DNA celular (MACIP et al., 2006; ZHANG,;
HUNTER, 2014). CHK1 se liga e fosforila a proteina CDC25 (do inglés, cell division

cycle 25), desencadeando sua degradagdo via ubiquitinagdo e degradagao
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proteossdmica (BO et al., 2014; SCHULER et al.,, 2017). A inibicdo da atividade
fosfatase da CDC25 leva ao aumento da fosforilagdo de tirosina quinase que inibe os
complexos CDK-ciclina e bloqueia a progresséo do ciclo celular. A CD25C apresenta
atividade fosfatase especifica para o complexo CDK1-ciclina B1, o qual contribui para a
entrada na mitose. Portanto, o aumento das ERO diminui a niveis de CDC25C o que
colabora para a parada do ciclo em G2/M (XIAO et al., 2005). Além disso, estudos
apontam que o acumulo de ERO inibe as proteinas Aurora-quinases, responsaveis pela
conclusao da mitose apos o reparo de eventuais danos no checkpoint G2/M (WANG et
al., 2017).

Em resposta ao dano no DNA, proteinas quinases (ATM e ATR) s&o recrutadas,
levando a interrupgéo do ciclo para correcdo do dano, prevenindo assim a transmissao
dos erros as células em formacéo. Entretanto, se o dano n&do puder ser reparado, o
destino celular pode ser morte ou parada permanente do crescimento (senescéncia)
(SUROVA; ZHIVOTOVSKY, 2013). Quando células com danos irreparaveis sao
forcadas a entrar em mitose, elas sofrem parada permanente do crescimento ou morte
celular por meio do chamado mecanismo de catastrofe mitotico. Tal mecanismo é
impulsionado por uma cascata de sinalizacdo complexa e ainda pouco compreendida,
que precede a apoptose, necrose ou senescéncia (MC GEE, 2015; NAVARRO-SERER
et al., 2019). De tal modo, a catastrofe mitotica atua em células que carregam danos
COmMO um mecanismo oncosupressivo para evitar a instabilidade genémica (VITALE et
al., 2011). Em seu trabalho, Koceva-Chyta et al. (2016) descrevem complexos de
ruténio como possiveis desencadeadores da catastrofe mitética por induzirem células
de céncer de mama a apoptose, a necrose e a autofagia. Os autores correlacionam
alguns efeitos fenotipicos caracteristicos da apoptose, como agregados de cromatina

hipercondensados com a catastrofe mitética a montante.
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Em vista disso, pode-se propor que o complexo DP-LP induza a parada do ciclo
na fase G2/M e, consequentemente, encaminhe as células para a apoptose pela
geracdo de espécies reativas intracelulares. As ERO s&o reconhecidas por
desencadearem o dano ao DNA, sendo esta uma ferramenta explorada como
estratégia terapéutica. Quimioterapicos como doxorrubicina e cisplatina aumentam os
niveis de ERO, o que contribui para sua genotoxicidade e, por consequente, indugao
da morte celular (CONKLIN, 2004; MARULLO et al., 2013). Assim como esses
medicamentos, complexos de ruténio tém sido descritos como agentes indutores de
danos ao DNA com seletiva atividade anticancer em células de carcinoma de colon
(SILVA et al., 2019); prostata e mama (DE SOUSA et al., 2020) e em modelos in vivo
de cancer de colon (BALIZA et al., 2019). Baseados nisso, avaliamos se o complexo
DP-LP é capaz de interagir com o DNA e causar danos, levando a instabilidade

gendmica.

4.3 Avaliacao da instabilidade gendémica e interagdao com o DNA

As espécies reativas de oxigénio geradas pelo metabolismo ou induzidas por
agentes oxidantes podem causar a instabilidade genémica. Esse efeito é constituido
por varios eventos que levam a quebra de fita do DNA, a oxidagcdo das bases e
pentoses, as alteracbes na expressdao génica e na sequéncia do DNA, sendo
responsavel pelo surgimento de mutagbes no genoma de uma célula (CADET,;
WAGNER, 2013; KUMARI et al., 2018). Logo, agentes que possuam a capacidade de
induzir alteracbes no material genético podem ser explorados como agentes
anticancer, pois a indugdo da instabilidade gen6mica € um efeito desejavel contra
células que possuem mecanismos de reparo alterados e acumulo de outras mutagoes,

tais como as células tumorais (ROWE et al., 2008). Além disso, a instabilidade
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genbmica, que pode ser desencadeada por danos ao DNA, promove o aumento da
expressao de proteinas pré-apoptoticas, contribuindo para a indugdo da morte celular
por apoptose (PETROS et al., 2004).

Desse modo, a detec¢cdo da genotoxicidade, que consiste na capacidade de um
agente induzir danos no material genético, € uma ferramenta bastante explorada para a
identificacdo de compostos que interfiram na proliferacdo celular e induzam a morte
celular programada (KUMARI et al., 2018). Um ensaio amplamente utilizado para a
deteccdo de danos ao DNA é o ensaio do cometa. Esse ensaio baseia-se na avaliagéo
da migracdo do DNA em um gel de agarose e permite a detecgdo de quebras de fita
simples e de fita dupla do DNA, passiveis de reparo. Por meio da analise dos dados
obtidos nesse ensaio, que estdo detalhados na Figura 26, foi possivel constatar que o
complexo DP-LP causou danos ao DNA das células DU-145 apenas apos 24 horas de

tratamento.

A

DP-LP 0,125 pM DP-LP 0,25 uM DP-LP 0,5 uyM
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Figura 26. (A) Imagens representativas dos tratamentos de 24 horas durante a analise do
ensaio do cometa das células DU-145. Aumento de 200x. (B) Tail Intensity (% de DNA na
cauda) dos 300 nucleoides avaliados da linhagem tumoral DU-145, apds o tratamento com o
complexo DP-LP. O controle negativo (CN) recebeu apenas meio de cultura, o controle
solvente recebeu o veiculo dos complexos (DMSO 0,1% (v/v)) e o controle positivo (CP) foi
tratado com metilmetanosulfonato (MMS, 150 uM). Os dados estdo expressos pela média *
desvio padrdo de trés experimentos independentes. Letras diferentes indicam diferenca
significativa (ANOVA, one-way, Tukey, p < 0.05). * Diferente do controle negativo (Teste t de
Student, p < 0,05). Fonte: Rone A. De Grandis, 2018.

Em um primeiro momento, foram realizados quatro tratamentos com as
concentragdes de 0,125; 0,25; 0,5 e 1,0 uM do complexo DP-LP. No entanto, as células
tratadas por 24 horas apresentaram viabilidade inferior a 70% na concentragao de 1,0
MM, ndo sendo, portanto, utilizadas no ensaio do cometa. A analise de algumas
laminas desse tratamento permitiu identificar a formagao de "células fantasmas (ghost
cells)" ou "células com nucleos nao-detectaveis (non-detectable cell nuclei — NDCN)
(Figura 27). A exclusdo dessas células na analise dos dados € recomendada para
evitar o “falso positivo”, uma vez que esse padrado de imagem é indicativo de células
mortas. O teste t de student mostrou diferenga estatisticamente significante entre o
controle negativo (CN) e o controle positivo (CP) em ambas as linhagens. Além disso, a
concentragdo de 0,5 pM foi capaz de aumentar estatisticamente (p<0,05; Tukey) os
indices de danos no DNA avaliados pela porcentagem de DNA na cauda do cometa

(tail intensity) indicando, portanto, atividade genotoxica do complexo DP-LP na

linhagem DU-145.
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Figura 27. Imagem representativa do tratamento com 1,0 yM do complexo por 24 horas em
células DU-145 do ensaio do cometa. Aumento de 200x. Fonte: Rone A. De Grandis, 2018.

O dano ao DNA é considerado uma marca registrada da apoptose (ELMORE,
2007). Desse modo, € possivel inferir que a indugdo de apoptose causada pelo
complexo DP-LP, verificada em outros experimentos, pode estar relacionada a
fragmentacdo do DNA, evidenciada pelo ensaio do cometa.

De fato, varios trabalhos tém apresentado complexos de ruténio(ll) com
potencial para causar danos ao DNA, sendo essa atividade atribuida a natureza
quimica de seus ligantes (CHEN et al., 2017; LI et al., 2014; SRISHAILAM et al., 2014).
O metal ruténio, por sua vez, apresenta baixa toxicidade e ndo ha indicios na literatura
de que possua atividade genotoxica (ALLARDYCE; DYSON, 2001). Além disso,
MELLO-ANDRADE et al. (2018) demonstraram que complexos de Ru(ll) contendo
ligantes fosfina (dppb) e bipiridina (bipy), muito semelhantes aos aqui estudados, nao
possuem atividade genotoxica ou mutagénica em modelos in vivo.

E bem descrito que as naftoquinonas podem induzir alteracdes no DNA por
interagao direta com o acido nucleico ou mesmo por inibicdo de enzimas reguladoras
que desempenham papel essencial na sua manutengao, as topoisomerases (PINHO et
al., 2012). Essas ag¢des sdo importantes para as atividades mutagénicas e genotoxicas

das naftoquinonas. Além disso, o carater pré-oxidante das quinonas naturais permite a
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inducdo de dano oxidativo direto no DNA (HUSSAIN; GREEN, 2017). Ademais, tem
sido relatado que o excesso de espécies reativas intracelulares pode atacar o DNA,
resultando em danos e na ativagcdo de varias proteinas sensoras de dano, como a
ATM, proteinas histonas e a p53, que também podem desencadear o processo
apoptético (LEE et al., 2012). De fato, varios farmacos citotoxicos derivados de
quinonas (p.e. daunomicina, doxorrubicina, mitomicina ¢ e mitoxantrona) foram
aprovados pelo FDA para uso clinico (AVENDANO; MENENDEZ, 2008). No entanto, a
janela terapéutica desses farmacos é estreita, visto que eles interferem na proliferacéo
celular de modo geral. Assim, tecidos como o trato gastrintestinal e a medula 6ssea
que estdo em constante divisdo celular, também tornam-se suscetiveis aos efeitos
desses agentes (GOLAN, 2016). Esses problemas decorrentes da quimioterapia
anticancer tém estimulado a busca por farmacos mais seletivos (BRANDAO et al.,
2018). Nesse sentido, buscou-se avaliar também a atividade genotoxica do complexo
DP-LP em linhagem n&o-tumoral. Na Figura 28 é possivel observar que os tratamentos,
nas concentragdes de 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 yM nao influenciaram na porcentagem de
danos ao DNA das células PNT-2, em relacdo controle negativo. Apenas a maxima
concentragido avaliada, de 6,0 yM do complexo DP-LP, foi capaz de induzir danos ao

DNA, assim como o controle positivo.

A
DP-LP 0,5 uM
DP-LP 1,0 uM DP-LP 2,0 yM DP-LP 4,0 yM DP-LP 6,0 uM
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Figura 28. (A) Imagens representativas dos tratamentos de 24 horas durante a analise do
ensaio do cometa das células PNT-2. Aumento de 200x. (B) Tail Intensity (% de DNA na
cauda) dos 300 nucleoides avaliados da linhagem n&o-tumoral PNT-2, apds o tratamento com
o complexo DP-LP. O controle negativo (CN) recebeu apenas meio de cultura, o controle
solvente recebeu o veiculo dos complexos (DMSO 0,1% (v/v)) e o controle positivo (CP) foi
tratado com metilmetanosulfonato (MMS, 150 uM). Os dados estdo expressos pela média *
desvio padrdo de trés experimentos independentes. Letras diferentes indicam diferenca
significativa (ANOVA, one-way, Tukey, p < 0.05). * Diferente do controle negativo (Teste t de
Student, p < 0,05). Fonte: Rone A. De Grandis, 2018.

Esse resultado indica que o complexo estudado possui seletividade para a
linhagem de céncer de prostata pois, na concentragédo de 0,5 yM, foram detectados
danos ao DNA das células DU-145 (Fig. 26), enquanto que para a linhagem n&o-
tumoral PNT-2, apenas a concentragéo de 6,0 uM foi capaz de induzir danos. Ou seja,
€ necessaria uma concentracido 12 vezes maior do complexo para causar danos ao
DNA das células nado-tumorais. Naturalmente, células tumorais sdo mais susceptiveis
em acumular danos ao DNA em relacdo a células sadias. Isso pode estar relacionado
com a capacidade de reparo que normalmente esta prejudicada em células cancerosas
(TORGOVNICK; SCHUMACHER, 2015). Como ja mencionado, um efeito seletivo
também foi observado na citotoxicidade deste complexo para a linhagem DU-145,
reforcando a evidéncia de que os danos excessivos ao DNA celular podem induzir a
apoptose.

Entretanto, se o dano é menos severo, as células podem corrigi-lo por diversos

sistemas moleculares de reparo do DNA. No entanto, quando as células ndo estdao com
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seus sistemas de reparo proficientes, os danos podem ser fixados no genoma por meio
de mutacgdes. Essas, por sua vez, quando acumuladas podem desencadear o processo
de carcinogénese (LAWLEY, 1989). Contudo, com a progressao tumoral, a célula
cancerosa adquire novamente a capacidade de reparar os danos no genoma, pois, do
contrario, se tornariam excessivos levando a célula a morte programada.

Portanto, os mecanismos de reparo do DNA possuem um papel duplo no cancer.
Nos estagios mais avangados, eles atuam para manter a estabilidade de um cari6tipo
aberrante; logo, sdo ativados para evitar a catastrofe mitdtica (ASHKENAZI et al., 2008;
JIANG et al.,, 2017). O papel duplo dos mecanismos de reparo no cancer oferece
oportunidades para a terapia anticancer. Uma vez que o acumulo excessivo de dano
genético leva a célula a morte, uma forma seletiva de combate ao cancer é na inducéo
de danos ao DNA de células tumorais que possuem ineficiéncia nos processos de
reparo, enquanto as células ndo-tumorais — cujos mecanismos de reparo est&o intactos
— podem corrigi-los e, assim, permanecerem viaveis (HOE et al., 2014).

Terapias alvo contra o cancer baseiam-se na capacidade de farmacos
genotdxicos serem administrados em pacientes que apresentam células tumorais com
deficiéncia em seus sistemas de reparo. Estudos mostraram que os adutos no DNA
ocasionados pela terapia com cisplatina sdo removidos pelo sistema de reparo por
excisao de nucleotideos (NER, do inglés nucleotide excision repair), do qual faz parte o
complexo ERCC1-ERCC4. Assim, os pacientes com carcinoma pulmonar que possuem
mutagdes no gene ERCC1 responderam a cisplatina, pois as células do tumor foram
incapazes de corrigir o dano. Ja as células saudaveis que expressam o gene ERCC1
puderam reparar os danos causados pela cisplatina, diminuindo os efeitos adversos da
terapia (ARORA et al., 2010; MCNEIL; MELTON, 2012).

Nesse sentido, procurou-se avaliar por meio do teste do micronucleo se o

complexo DP-LP é capaz de induzir mutagbes cromossdmicas nas células de préstata
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DU-145 e PNT-2. Nesse ensaio foram consideradas as concentragbes que induziram
danos ao DNA detectados pelo ensaio do cometa. Segundo Fenech (2000) para a
analise de micronucleos, as culturas devem apresentar um percentual de células
binucleadas acima de 35%. Nesse estudo, em todos os tratamentos e controles, o
percentual de células binucleadas foi superior a 60%, portanto, todos os tratamentos
puderam ser analisados. Como pode ser observado na Tabela 4 o complexo DP-LP,
nas concentragcdes de 0,5 e 1,0 yM, aumentou a frequéncia de micronucleos (MNi)
encontrados na linhagem celular DU-145.

Os resultados obtidos para a linhagem DU-145, demonstraram um aumento
significativo da frequéncia de MNi no controle positivo (p<0,05) em comparagdo com o
controle negativo, validando o teste. Aléem disso, o complexo DP-LP apresentou efeito
mutagénico nas concentragdes de 0,5 e 1,0 uM. Com relagdo ao parametro CBPI,
referente a proliferacdo celular, nenhuma alteragdo significativa foi observada nos
grupos tratados (p>0,05). Ao passo que 0 ensaio do cometa detecta lesbes primarias
no DNA, ainda passiveis de serem reparadas, o teste do micronucleo identifica

alteracdes estruturais como quebra ou perda de cromossomos.
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Tabela 4. Frequéncia de micronucleos (MNi) e indice de proliferagao pelo bloqueio da
citocinese (CBPI) em cultura de células DU-145 apos 24 horas de tratamento com o
complexo DP-LP.

Média de 2000 células

Tratamentos binucleadas
MNi CBPI

Controle negativo 13,0+1,5 1,61 +£0,04

Controle solvente 11,3+£2,3 1,72 £ 0,10

Controle positivo 41,7 £ 8,0* 1,60 £ 0,05
DP-LP

0,25 uM 10,3+ 3,7 1,73 £ 0,07

0,5 uM 22,7+ 3,1 1,64 £ 0,04

1 uM 29,0 £ 5,0 1,61 +£0,08

Os valores apresentados sdo a média + DP do numero de micronucleos (MNi) e indice de proliferagao pelo bloqueio
da citocinese (CBPI) em células DU-145. O controle negativo recebeu apenas meio de cultura, o controle solvente
recebeu o veiculo dos complexos (DMSO 0,1% (v/v)) e o controle positivo foi tratado com mitomicina ¢ (100 ng/mL).
* p < 0,05 estatisticamente diferente do controle negativo por ANOVA, one-way e pos-teste de Dunnet.

O complexo DP-LP foi capaz de induzir danos ao DNA das células DU-145 na
concentracdo de 0,5 uyM que foram, possivelmente, fixados por meio de mutacdes
cromossOmicas evidenciadas pelo aumento de micronucleos nas concentragdes de 0,5
e 1,0 yM (Figura 29). Esses resultados permitem inferir que as lesbes geradas nao
foram reparadas e, portanto, perpetuadas em mutagdes que comprometeram a

viabilidade celular.
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Controle negativo Controle positivo DP-LP 1 uM

Figura 29. Imagens representativas de células DU-145 marcadas com Hoechst 33342
(nucleo) e FITC (citoplasma). As setas nas figuras indicam a presenga de micronucleos em
células binucleadas. As imagens correspondem a uma das triplicatas capturadas no aparelho
INCell Analyzer 2000 com magnitude de 200x. Os controles experimentais foram constituidos
por meio de cultura (controle negativo) e mitomicina ¢ (100 ng/mL) (controle positivo). Fonte:
Rone A. De Grandis, 2018.

A progressao das células epiteliais da prostata de um estado normal, em que a
proliferacdo e apoptose estdo equilibradas, para um estado maligno envolve a
combinagdo de eventos resultando na ativagdo de oncogenes, além da perda de
funcdo de genes supressores tumorais (LIMA et al., 2018). O genes supressores de
tumor TP53 e PTEN sao importante para a carcinogénese prostatica e estédo
naturalmente pouco expressos em células de cancer de prostata (MIMEAULT; BATRA,
2005). Vaz et al. (2010) demonstraram que o oncogene c-MYC é altamente expresso
em linhagens celulares de préstata DU-145, PC-3, LNCaP, PNT-2 e PNT-1A. Ja os
genes supressores de tumor RB1 e TP53, que se mostraram abundantemente
expresso nas linhagens nao-neoplasicas de prostata (PNT-1A e PNT-2), possuem um
alelo mutado na linhagem DU-145. A proteina P53 tem sido extensivamente estudada

pela sua capacidade de prevenir a proliferacdo de células com o genoma danificado,
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sendo considerada "a guardia do genoma" (LANE, 1992; TOUFEKTCHAN; TOLEDO,
2018). Logo, em células com o gene TP53 funcional, o sistema de reparo de DNA
tende a ser eficiente. De fato, os resultados encontrados para a linhagem n&o-tumoral,
evidenciados na Tabela 5, corroboram com essas afirmacgdes, pois nao foi observado
qualquer aumento na frequéncia de micronucleos nas células PNT-2. Nas células PNT-
2, a concentragao de 6,0 uyM induziu danos ao DNA (Fig. 28). Todavia, nenhuma das
concentragbes avaliadas no teste do micronucleo foi capaz de induzir efeito
mutagénico.

Resultados positivos para a genotoxicidade e negativos para a mutagenicidade
permitem deduzir que os danos foram reparados antes de serem fixados no genoma. A
linhagem PNT-2 é proficiente para o gene TP53 e isso pode explicar a auséncia de
efeito mutagénico nessa linhagem. O European Center for Validation of Alternative
Methods (ECVAM) sugere para os ensaios de mutagenicidade e genotoxicidade in vitro
que as linhagens celulares sejam proficientes no sistema de reparo de DNA
(KIRKLAND et al., 2016). Como demonstrado na Tabela 5, 8,0 yM de DP-LP é capaz
de diminuir a proliferacdo celular pelo bloqueio da citocinese. Ou seja, nessa

concentragdo o complexo causa atrasos no ciclo celular das células PNT-2.
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Tabela 5. Frequéncia de micronucleos (MNi) e indice de proliferagao pelo bloqueio da
citocinese (CBPI) em cultura de células PNT-2 apos 24 horas de tratamento com o
complexo DP-LP.

Média de 2000 células

Tratamentos binucleadas
MNi CBPI
Controle negativo 8,5+0,5 1,80 £ 0,12
Controle solvente 7,0+£0,0 1,81 £ 0,06
Controle positivo 19,3 £0,9* 1,75+ 0,15
DP-LP
4 uM 8,2+1,3 1,84 £ 0,11
6 uM 6,7+0,8 1,80 £ 0,07
8 uM 55204 1,51 £ 0,09*

Os valores apresentados sdo a média + DP do numero de micronutcleos (MNi) e indice de proliferagao pelo bloqueio
da citocinese (CBPI) em células PNT-2. O controle negativo recebeu apenas meio de cultura, o controle solvente
recebeu o veiculo dos complexos (DMSO 0,1% (v/v)) e o controle positivo foi tratado com mitomicina ¢ (100 ng/mL).
* p < 0,05 estatisticamente diferente do controle negativo por ANOVA, one-way e pos-teste de Dunnet.

Em resposta a dano irreversivel ao DNA, a proteina P53 que atua como fator de
transcrigdo, aumenta a expressédo de Bax (proteina pro-apoptotica) que forma poros na
mitocéndria e promove a liberacdo de citocromo c, desencadeando O processo
apoptético (KRUISWIJK et al., 2015). Nossos resultados sugerem que o complexo DP-
LP induz a apoptose independentemente de P53, o que é uma propriedade importante
quando se visa um tratamento de amplo espectro. Alguns estudos mostraram que a
ativacao da proteina ERK, apds o dano ao DNA, pode induzir a apoptose por uma via
independente de P53 (SINGH et al.,, 2007; TANG et al.,, 2002), e isso se mostra
bastante conveniente uma vez que cerca de metade dos tumores humanos possuem
mutagdes em TP53 (HOE et al., 2014). A capacidade de se induzir apoptose sem o

envolvimento de P53 pode ser util na terapia uma vez que varios tumores adquirem
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resisténcia a agentes citotoxicos devido a mutagées que acometem o gene que codifica
essa proteina.

Varios estudos de mecanismo de acdo de complexos metalicos com potencial
anticancer envolvem o conhecimento de sua interacdo com a biomolécula de DNA,
sendo ela considerada um dos principais alvos dessa terapia. A cisplatina, por
exemplo, apds ser biotransformada, interage avidamente pelo DNA por meio da
formacdo de ligagbes covalentes nos residuos de guanina (KELLAND, 2007). Essa
alteracdo estrutural impede a proliferacdo celular pelos danos causados ao DNA
durante sua replicacdo (BASU; KRISHNAMURTHY, 2010). Neste trabalho foram
utilizadas as técnicas de dicroismo circular, eletroforese em gel e deslocamento
competitivo de Hoechst, para avaliar a interagdo dos complexos contendo lapachol com
o DNA. As analises de interagdo dos complexos que contém o ligante lausona est&o
descritas na publicagcdo de DE Grandis et al. (2019). Inicialmente, a interacdo dos
complexos com o CT-DNA foi investigada por dicroismo circular. O dicroismo circular
(CD) é uma técnica muito sensivel e util para monitorar alteracées na estrutura
secundaria do DNA, por meio de duas bandas na regido do UV, uma banda positiva,
em 275 nm, devido ao empilhamento de bases, e uma banda negativa em 245 nm,
devido a helipticidade do DNA (giro para a direita) (DASH et al., 2014). Assim,
alteracdes no espectro de CD do DNA, na presenga de outras moléculas, podem ser
atribuidas as alteragdes em sua estrutura. Deste modo, o CT-DNA foi incubado com os
complexos em diferentes proporgées molares (0,1-0,4), as bandas foram analisadas, e
os efeitos sdo mostrados na Figura 30A-D.

As intensidades das bandas negativas e positivas do CT-DNA ndo mostraram
mudanga significativa na intensidade com a adicdo dos complexos de ruténio.

Analisando-se os espectros da Figura 30 nota-se um pequeno aumento na elipticidade
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das bandas em 275 e 245 nm para o complexo BB-LP e BP-LP, ja nos complexos DB-

LP e DP-LP foi observado uma pequena alteracdo na banda em 245 nm.
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Figura 30. Espectros de emissao de fluorescéncia dos complexos BB-LP (A), BP-LP
(B), DB-LP (C) e DP-LP (D), na presenga de quantidades crescentes de CT-DNA.
Espectros de CD do CT-DNA (50 uM) na auséncia e presenga dos complexos em diferentes
proporg¢des molares (Ri = [complexo] / [DNA], apés 18 horas de incubagao a 37 ° C.

No caso de interagdes por intercalacdo ou pelos sulcos do CT-DNA, tém-se

mudancas nas intensidades das duas bandas do DNA, em fungao da estabilizagcédo da

forma B (KRISHNAMOORTHY et al., 2012). Contudo, as altera¢cdes observadas nos

espectros do DNA apds incubagdo com os complexos ndo podem afirmar que esteja

ocorrendo interagdes por intercalagéo ou pelos sulcos do DNA.A eletroforese em gel de

agarose foi outra técnica utilizada para avaliar a interagdo dos complexos com o DNA,
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na qual a mobilidade eletroforética do DNA depende do seu tamanho e da sua forma.
Nessa técnica foi empregado o DNA plasmidial pBR322, que possui formas
superenoveladas (SC), circulares abertas (OC) e lineares (L), sendo que cada uma
dessas formas possui mobilidade diferente no gel de agarose. A interacdo dos
complexos com o pBR322 pode causar a relaxamento da forma SC, e alterar a
mobilidade eletroforética, ja que as formas relaxadas (OC e L) migram mais lentamente
(FRIK et al., 2014). Na Figura 31A encontra-se o gel de eletroforese do pBR322 na
presenca dos complexos BB-LP e BP-LP, em diferentes rela¢gdes molares. Na linha do
DNA ¢é possivel observar a presenca das trés bandas do DNA plasmidial pBR322,
sendo a forma SC majoritaria. Além disso, verifica-se que a porcentagem de DMSO
usada nédo afeta o experimento. Nas linhas correspondentes as relagdes molares (Ri)
0,5 e 1,0 do complexo BP-LP, observa-se a influéncia do complexo na estrutura do
DNA, com a diminui¢gdo da intensidade das bandas OC, L e SC de forma dependente
da concentragéao.

Na Figura 31B é observado alteragdo na mobilidade da banda SC de pBR322,
na Ri 1,0 do complexo DP-LP, mostrando um arraste na banda SC, indicando a
clivagem do DNA. Para os complexos BB-LP e DB-LP n&o foi observado alteragbes
nas bandas do pBR322. Comparando-se as estruturas dos complexos BB-LP e BP-LP,
nota-se diferengca apenas no ligante diiminico, no caso do BP-LP tem-se a 1,10-
fenantrolina (phen), que possui uma maior extensao planar que o ligante 2,2-bipiridina
(bipy) presente no BB-LP, o que poderia estar contribuindo para uma interagao mais

efetiva entre o complexo BP-LP e o DNA pelos sulcos ou por intercalagao
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Figura 31. Mobilidade por eletroforese de DNA do plasmideo pBR322 com quantidades
crescentes de complexos BB-LP e BP-LP (A), e os complexos DB-LP e DP-LP (B), apoés
18 horas de incubagao a 37 ° C. M = marcador de peso molecular; DNA = pBR322 (40 pM)
contendo 10% de DMSO; Relacao molar complexo/DNA: 0,125; 0,25; 0,5; 1,0.

. O mesmo comportamento € observado para o complexo DP-LP, que possui um
ligante phen em sua estrutura. Diante do que foi obtido nos ensaios de dicroismo
circular e eletroforese, os tipos de interacdes possiveis entre os complexos estudados
e 0 DNA sao: eletrostatica, interagdes pelos sulcos ou intercalagao.

Para investigar a possibilidade de interagdo dos complexos com o sulco menor
do DNA, o ensaio de competicdo usando o Hoechst (HO), foi realizado. O HO é um
corante fluorescente que interage com o DNA pelo sulco menor, quando sozinho em
solugdo produz uma fraca fluorescéncia. No entanto, na presenca de DNA, a
intensidade de fluorescéncia do Hoechst 33258 €& aumentada substancialmente.
Qualquer molécula que se ligue ao DNA via mesmo modo que a HO, ira substitui-lo do
sulco menor do DNA e resultar na supressao da intensidade de fluorescéncia do
sistema HO/DNA.

A Figura 32A-D mostra alteragbes nos espectros de fluorescéncia do sistema

Hoechst/CT-DNA ap6s a adigao dos complexos de ruténio. Observa-se uma diminuigcéo

ocC

-
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substancial na intensidade de fluorescéncia com o aumento da concentragdo dos
complexos (0-125 uM), indicando que os complexos estdo interagindo com o DNA
pelos sulcos menores, com a substituicdo do HO. Em relagdo aos resultados obtidos
CD e mobilidade eletroforética, é razoavel considerar que existe uma interacado fraca
via sulco entre os complexos e o DNA.
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Figura 32. Espectros de emissao do Hoechst (2,7 uM), CT-DNA (125 uM), contendo
diferentes relagdes molares [complexo]/[CT-DNA]. (A) BB-LP, (B) BP-LP, (C) DB-LP e
(D) DP-LP, a 37 °C com Aem = 455 nm.

4.4 Analise da expressao transcricional e traducional de genes envolvidos

com a atividade antiproliferativa
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O mecanismo molecular subjacente ao efeito citotéxico do complexo DP-LP foi
avaliado em nivel da expressdao de mRNA de genes alvos para terapias anticancer.
Esse complexo foi selecionado para essa analise pois apresentou resultados
promissores, como descrito em relatérios anteriores. Entretanto, antes da realizacéo
dos procedimentos de RT qPCR a pureza e integridade do RNA extraido foi analisada
a fim de se garantir a devida fidedignidade nos dados gerados pelos ensaios de
expressao génica.

Os resultados da quantificacdo do RNA total extraido das células DU-145
tratadas com o complexo DP-LP e do controle mostraram bom rendimento para a
realizagdo dos ensaios de RT2 Profile™ PCR Array, e todos os grupos apresentaram
razbes A260/A280 e A260/A230 proximas a 2,0, indicando a pureza das amostras apos

a extracdo de RNA (Tabela 6).

Tabela 6. Quantidade de RNA total dos grupos controle, dos grupos de células tratadas
com o complexo DP-LP e razdes A260/A280 e A260/A280.

Amostra Qtde RNA (ng/uL)  Aze0/A2s0 A260/A230

Controle (DMSO 0,1% (v/v))

1 477,0 2,01 2,13

2 571,2 1,92 2,07

3 524.,0 2,09 1,99
Tratamento (DP-LP 1,0 pM)

1 553,1 2,10 1,99

2 542.4 2,07 1,97

3 591,0 2,00 2,10

Qtde RNA: quantidade de RNA (ng/pL). Azeo/Azso: razéo Azeo/Azeo, que mostra possiveis contaminagdes por DNA e
proteina. Azso/Azso: razdo Azeo/Azeo, que mostra possiveis contaminagdes por sais e compostos organicos, como a
guanidina e fenol. Valores referentes a grupo.

A integridade das amostras de RNA foi analisada com o equipamento
BioAnalyzer Agilent 2100. O principio do BioAnalyzer € o mesmo de uma eletroforese

em gel de agarose, mas a corrida € feita em um capilar contendo um polimero onde um
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eletroferograma € gerado, e analisado automaticamente pelo aparelho que detecta
qualquer trago de degradacao. O resultado € exibido na forma de um grafico, por meio
do qual é possivel calcular a razdo 28S/18S com maior precisdo a partir de seus
respectivos picos, gerando dessa forma o que se denomina RIN (RNA Integrity
Number). A integridade do RNA extraido das células tratadas e do controle
apresentaram RIN superior a 9,1 e seus géis e graficos de RIN podem ser observados

na Figura 33.
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Figura 33. Gel de eletroforese capilar e numero de integridade de RNA (RIN) do RNA total
extraido das células DU-145. Grupo controle (Ctl1, CtI2 e CtI3) e tratamentos com o complexo
DP-LP 1,0 uM (Trat1, Trat2 e Trat3). Fonte: Rone A. De Grandis, 2019.

Os valores de RIN estdo numa escala de 1 a 10, sendo que, quanto maior &
esse valor, melhor a qualidade e/ou integridade do RNA. De modo geral, para

experimentos de RT qPCR, considera-se um RNA de boa qualidade quando o valor de

RIN esta acima de 7,5 (NITSCHE, 2002). As amostras de RNA com alto grau pureza e



104

integridade foram posteriormente convertidas em cDNA para entdo serem submetidas
as reagdes de PCR quantitativa em tempo real (RT pPCR) em placas de 96 pogos
contendo os iniciadores dos genes estudados. As reagdes de RT2 Profiler™ PCR Array
obtiveram eficiéncias de amplificacdo dentro do limite recomendado, e os resultados da
expressdo relativa dos genes estdo representados pelo numero de vezes que
aumentaram ou diminuiram a expressdo quando comparados as células do grupo
controle (DMSO 0,1% (v/v)). Foram considerados somente 0s genes que apresentaram
alteracdes na expressao com nivel de significancia p<0,05.

No presente estudo, foi avaliada a expressdao de 84 genes pertencentes a
diversas vias relacionadas com a carcinogénese (como apoptose, ciclo celular, reparo
de DNA, epigenética, fatores de crescimento e outras vias de sinalizagdo), com a
proposta de identificar os efeitos antitumorais do complexo DP-LP sobre as células de
carcinoma de préstata DU-145. Entre os 84 genes avaliados, 32 (38%) apresentaram
alteragdes na expressdo quando comparados ao controle (p<0,05). Desses, 28 (87,5%)
apresentaram a expressdo diminuida e 4 (12,5%) apresentaram a expressao

aumentada (Tabela 7).
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Tabela 7. Efeito do complexo de ruténio DP-LP sobre a expressdo génica de células
DU-145.

Regulagédo da

Genes Descricao do Gene expressio? Valor de p
Apoptose

BCL2 BCLZ2 apoptosis regulator -4.14 0,0053

BIRC5 baculoviral IAP repeat containing 5 -6,36 0,0031

Fatores de crescimento e receptores

EGFR epidermal growth factor receptor -4,11 0,0008
ERBB2 erb-b2 receptor tyrosine kinase 2 -2.42 0,0001
IGF1R Insulin-like growth factor 1 receptor -2,70 0,0012

Platelet-derived growth factor receptor,
PDGFRB _ -2,02 0,0025
beta polypeptide

Metabolismo de farmacos
GSTP1 glutathione S-transferase Pl 1 -2,87 0,0005
PTGS2 prostaglandin-endoperoxide synthase 2 +2,13 0,0006
Receptor de tirosina quinase
AKT1 AKT serine/threonine kinase 1 -2,59 0,0008
AKT2 AKT serine/threonine kinase 2 -2,64 0,0026

Proteinas quinase

AURKA aurora kinase A -5.29 0,0003
AURKB aurora kinase B -11.07 0,0005
AURKC aurora kinase C -2,98 0,0027

Ciclo celular

CDC25A cell division cycle 25A -2.63 0,0042
CDK1 cyclin dependent kinase 1 -4.51 0,0029
CDK2 cyclin dependent kinase 2 -2.73 0,0034

CDK4 cyclin dependent kinase 4 -4,60 0,0018
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CDK5 cyclin dependent kinase 5 -3,21 0,0003
CDK7 cyclin dependent kinase 7 +1,69 0,0017
MDM2 MDM_?2 proto-oncogene +1,58 0,0027
MDM4 MDM_?2 proto-oncogene +2,78 0,0067

PI-3 quinases e fosfatases

MTOR mechanistic target of rapamycin kinase -3,81 0,0016
PIK3CA phosphatidylinositol-4-phosphate 3- 272 0.0032
kinase
Proteinas heat shock
HSP90AA Heat shock protein 90 kDa alpha -1,62 0,0008
HSP90B1 Heat shock protein 90 kDa beta -1,69 0,0011
Histona deacetilases
HDAC2 histone deacetylase 2 -1,78 0,0053
HDAC11 histone deacetylase 11 -1,70 0,0002
HDAC8 histone deacetylase 8 -1,84 0,0002

Poli (ADP-ribose) polimerases
PARP1 poly(ADP-ribose) polymerase 1 -2,73 0,0004
PARP2 poly(ADP-ribose) polymerase 2 -2,97 0,0087
DNA topoisomerases
TOP2A DNA topoisomerase |l alpha -2,10 0,0006
TOP2B DNA topoisomerase |l beta -2,81 0,0002

a0s valores representam a média referente ao nimero de vezes que o gene foi alterado em relagdo ao grupo
controle, em friplicata. Teste t de Student (p<0,05) associado a alteragdo na expresséao relativa maior ou menor do
que 1,5 em relagéo ao grupo controle. Como controles endégenos, foram utilizados os genes GAPDH e RPLPO,
considerando-se que a variagdo dos valores de Ct desses genes, entre os dois grupos avaliados (controle e
tratamento) nao foi critica.

A inducao da apoptose em células tumorais € uma estratégia bastante explorada
na terapéutica. Os resultados de PCR Array demonstraram que o tratamento com o
complexo DP-LP pdde induzir a apoptose em células DU-145 pela regulacédo negativa

de BCLZ2 e BIRCS. O proto-oncogene BCL2 mostrou-se 4,14 vezes menos expresso
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nas células tratadas. As proteinas da familia BCL-2 suprimem a apoptose pela ligagao
com as proteinas BAX e BAK que sido capazes de formar poros na mitocdndria e
promover a liberacdo de citocromo c, desencadeando o processo apoptoético
(KRUISWIJK et al., 2015). Lima et al. (2014) demonstraram que complexos de ruténio
contendo ligantes fosfinicos diminuem consideravelmente a expressao do gene BCL2
em células de sarcoma-180. Esse efeito provocou a perda do potencial de membrana
mitocondrial e ativacdo de caspases, induzindo a apoptose, evidenciada por um
aumento do numero de células marcadas com Anexina V.

O tratamento com o complexo DP-LP também diminuiu a expressao do gene
BIRCS, o qual foi 6,36 vezes menos expresso em relagdo ao controle. Esse gene
codifica a proteina survivina, uma proteina antiapoptotica que bloqueia a morte celular
depentente de caspases, estimula a angiogénese e a proliferacdo tumoral (GRONER,;
WEISS, 2014). A survivina se tornou um atrativo alvo de farmacos para o tratamento do
cancer e diversos estudos tém explorado a diminuicdo da sua expressao em canceres,
pois sua inibicdo favorece a morte celular por apoptose. Estudos mostram que o
bloqueio da transcricdo do gene BIRCS em células de prostata PC-3 implantadas em
animais resultou na inibicdo do crescimento do tumor (NAKAHARA et al., 2017). A
inibicdo desse gene também esta relacionada com o melhor efeito clinico do doxacetel
em melanoma e da reversdo da resisténcia a cisplatina em cancer de cabecga e
pescogco (KUMAR et al., 2012; SATOH et al., 2009; YAMANAKA et al., 2011). Hurtado
et al. (2018) mostraram que complexos de cobre(ll) suprimiram a expressdao de mRNA
do gene BIRCS, bem como da proteina survinina em células de cancer de pancreas.
Esse efeito foi acompanhado de um aumento no numero de células apoptéticas,
parada do ciclo celular em G2/M e diminuicdo do crescimento de xenoenxertos
tumorais em camundongos.

Além do estimulo androgénico, a proliferagdo de células da prostata é regulada
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por varios fatores de crescimento que se ligam a receptores especificos de membrana,
ativando vias promotoras de crescimento celular. Os resultados de PCR Array
mostraram que o complexo DP-LP foi capaz de suprimir em 4,11 vezes a expressao do
gene EGFR nas células DU-145. O receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR)
apresenta relevante papel na tumorigénese prostatica (KHARMATE et al., 2016). Ele
encontra-se frequentemente superexpresso e tem sido associado a formas agressivas
de céncer de prostata (SHAH; GHOSH; ELDER, 2008). Portanto, farmacos com a
capacidade de modular essas vias s&o de grande interesse nos tratamentos de cancer
de préstata hormonio-refratarios (XU; WEIHUA, 2011).

A desregulacgédo do ciclo celular € uma marca registrada do cancer que resulta na
proliferacdo celular descontrolada (HANAHAN; WEINBERG, 2011). As quinases
dependentes de ciclina (CDKs), uma familia de proteinas envolvidas na regulagdo do
ciclo celular, sdo frequentemente superexpressas ou mutadas em células cancerosas
(BIZARI; SILVA; TAJARA, 2006). Assim CDKs sao importantes alvos de farmacos que
busquem promover a parada do ciclo celular (VIJAYARAGHAVAN et al., 2018). Os
resultados de PCR Array mostraram que o complexo DP-LP promoveu a desregulagéo
de varios genes que codificam CDKs, em especial CDK4.

A quinase CDK4, quando ativada pela ciclina D, forma o complexo ciclina-CDK
responsavel pela transicdo de células da fase G1 para a fase S (G1-CDK). Esse
complexo promove a fosforilagdo da proteina RB1 durante a fase G1 e a liberacédo da
familia dos fatores de transcricdo E2F que, por sua vez, levam a indugdo dos genes
que codificam as proteinas ciclina E (G1/S-CDK) e ciclina A (S-CDK) necessarias para
a transicdo do ciclo e duplicacdo do DNA (BAKER; REDDY, 2012). Agentes que
regulem seletivamente a atividade do gene CDK4 tém sido descritos na literatura pela
sua capacidade de inibir a proliferacdo celular com efeitos toxicos toleraveis

(SHEPPARD; MCARTHUR, 2013). Essa atividade € maior em tipos de cancer que
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possuem alteragées gendmicas que aumentam a atividade de CDK4/6, como no cancer
de prostata (SCHETTINI et al., 2018). Portanto, os efeitos demonstrados pelo complexo
DP-LP nas células DU-145 sao relevantes pois agentes que controlam a atividade do
gene CDK4 podem contribuir no controle da proliferacao celular seletiva, permitindo
combinag¢des com inibidores de outras vias de sinalizagdo a fim de combater o
desenvolvimento tumoral sem causar efeitos sistémicos exacerbados.

Os resultados de PCR Array, também mostraram uma diminuigdo consideravel
na expressao de AURKA e AURKB que sao genes que codificam as proteinas Aurora-
quinases (AURORA-A e -B), as quais atuam em diversas fases do ciclo celular, como
alinhamento dos cromossomos, formac¢do do fuso mitético e citocinese (GURDEN et
al., 2018; TORCHIA et al., 2013). Diferentes trabalhos mostraram a expressao alterada
de membros desta familia em varios tipos de tumores e a inibicdo da atividade destas
proteinas tem sido considerada uma potencial abordagem para o tratamento do cancer
(TANG et al.,, 2002). AURORA-A e AURORA-B apresentam-se normalmente
superexpressas em canceres de prostata primarios e tais padrbes de expressao se
correlacionam com tumorigenicidade, estadiamento clinico, status de margem cirurgica
e invasao tumoral (LEE et al., 2016). O tratamento com o complexo DP-LP diminuiu em
5,29 vezes a expressdo do gene AURKA. Alguns estudos demonstram que a
superexpressao de AURORA-A aumenta a motilidade celular, promovendo metastase
(WANG et al., 2010)

Além disso, o complexo DP-LP reduziu significativamente a expressado do gene
AURKB em células DU-145 (-11,07 vezes). Esse resultado pode indicar que o
complexo inibe etapas da mitose, resultando no seu efeito antiproliferativo demonstrado
pela inibicdo da clonogenicidade das células DU-145. A proteina quinase AURORA-B
participa do CPC (do inglés, chromosome passenger complex), um complexo

necessario para a ligagao dos microtubulos ao cinetocoro dos cromossomos, de forma
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a garantir a fusdo adequada para a divisdo celular. Além disso, AURORA-B esta
envolvida na inibicdo da expressao de P21 por meio da supressao da atividade de P53,
resultando na ativagéo aberrante de G1/S-CDK e S-CDK, o que leva a progressao do
ciclo e proliferagao celular desenfreada (TANG et al., 2017). Estudos mostram que o
nocaute de AURKB mediado por RNA de interferéncia (RNAI) inibe substancialmente a
proliferagdo de células tumorais de préstata PC-3, induzindo a morte celular por
apoptose in vitro. Além disso, esse procedimento resultou na inibicdo do crescimento
do tumor de préstata em camundongos, sendo que 40% dos animais nocauteados
tornaram-se livres da doenga (ADDEPALLI et al., 2009).

De fato, outros trabalhos mostraram que a inibicdo da AURORA-B tem efeito
antiproliferativo e pode causar a regressao do cancer de prostata em modelos in vitro e
in vivo (CHIEFFI et al., 2006; PAN et al., 2017; ZEKRIA et al., 2017).

Para inibir a atividade quinase de AURORA-B, moléculas capazes de ocupar o
sitio de ligacdo catalitica foram identificadas, porém devido a alta homologia da
subunidade catalitica das Aurora quinases, a maioria dos inibidores desenvolvidos até
o momento ndo tem seletividade e inibem os outros representantes dessa familia de
proteinas (CHIEFFI, 2018). Nesse contexto, estudos pré-clinicos de farmacos que
modulam especificamente a expressdao do gene AURKB, associados ou nao a
quimioterapia convencional, tém demonstrando efeito aditivo ou mesmo sinérgico,
abrindo novos caminhos para a terapia anticancer (CHIEFFI, 2018; FANG et al., 2018).
Assim, pode se propor que o complexo DP-LP representa um candidato promissor para
estudos que busquem controlar a atividade do gene AURKB uma vez que o tratamento
promoveu uma consideravel diminuicdo da expresséo desse gene em células DU-145.

Além dos grupos de genes alvos para terapias anticancer discutidos acima,
genes relacionados com a via de sinalizagdo PISK/AKT/mTOR mostraram-se menos

expressos em células DU-145 tratadas com o complexo DP-LP. Essa via, quando
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superativada, desempenha um papel critico na carcinogénese, promovendo
importantes atividades celulares tais como proliferacdo, sobrevivéncia celular e
angiogénese (POPULO et al., 2012). A via modulada por mTOR est4 normalmente
superativada em canceres de préstata e por isso, mostra-se como um interessante alvo
para terapias dirigidas (LISS et al., 2018).

Em conjunto, os resultados de expressao génica mostraram que o complexo DP-
LP pode regular varios genes relacionados com vias de proliferagdo em células de
carcinoma de prostata DU-145. Entre os genes que tiveram a expressao diminuida
destacam-se AURKA, AURKB, BIRC5, BCL2, CDK4, CDK1, CDK5 e MTOR. A
regulagdo negativa desses genes reforca que o mecanismo de agao desse complexo
envolva parada do ciclo celular em G2/M e indugdo da morte celular por apoptose.
Portanto, foram também realizados ensaios para detec¢do de proteinas relacionadas
com o ciclo celular e com a iniciagdo da resposta apoptética.

Sabe-se que a apoptose € induzida principalmente pela ativacao de receptores
de morte (via extrinseca) e/ou pelo colapso do potencial de membrana mitocondrial (via
intrinseca), levando a ativagdo de caspases. Caspases sdo uma importante classe de
cisteina proteases que desempenham um papel importante no desencadeamento da
apoptose pela clivagem e consequente ativacdo de diversos substratos celulares
(RIEDL; SHI, 2004). Essas proteinas sao expressas na sua forma inativa (pro-
caspases) e sao ativadas depois de serem clivadas no segmento N-terminal apés
sinais de morte celular (ELMORE, 2007).

A fim de esclarecer o mecanismo pelo qual o complexo DP-LP induz a morte
celular apoptética, a ativagcdo da caspases-3 efetora e das caspases iniciadoras,
caspase-8 (relacionada a via do receptor da morte) e caspase-9 (relacionada a via
mitocondrial) foi avaliada pela técnica de western blot. Os resultados, representados

nas Figuras 34 e 35, mostram que o tratamento com o complexo DP-LP aumentou de
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forma significativa a expressao da caspase-3 e -9 quando comparado com as células
nao tratadas. Por outro lado, o complexo ndo exerceu quase nenhuma influéncia sobre
a expressao da caspase-8 clivada. Os resultados ainda revelaram um aumento notavel
na atividade da caspase-9 de maneira dependente da concentragao a partir de 1,0 uM
de DP-LP , o que indica que a via de sinalizacdo apoptaotica mitocondrial esta envolvida
na citotoxicidade induzida pelo complexo DP-LP. Essa proteina € uma caspase

iniciadora chave na via intrinseca da apoptose.
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Figura 34. Expressao das proteinas PARP, PARP-clivada, caspase-3 clivada, caspase-9
clivada, caspase-8 clivada, AURORA-B e do controle endégeno B-actina em células DU-145
analisada por western blot. As células foram tratadas por 24 horas com o complexo DP-LP nas
concentragbes de 0,25; 0,5; 1,0 e 1,5 M. O controle negativo (CTL) recebeu o veiculo dos
complexos (DMSO 0,1% (v/v)). Fonte: Rone A. De Grandis, 2019.

Estimulos apoptéticos, como danos ao DNA, podem provocar a perda da
atividade anti-apoptética controlada pela familia BCL-2. Na auséncia de tal supresséo,
poros sdo formados na membrana mitocondrial interna o que resulta na perda do
potencial transmembrana e consequente liberacdo de proteinas pro-apoptética, tal
como o citocromo c. No citoplasma, o citocromo c liga-se a APAF-1 (do inglés,

Apoptotic protease activating factor 1), bem como a pro-caspase-9, formando o
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“apoptossoma”. Assim, a caspase-9 ativa a caspase-3 a qual inicia a clivagem de
substratos especificos resultando na ativagcao proteases que conduzem a condensagao

da cromatina e a fragmentagdo do DNA (ELMORE, 2007).
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Figura 35. Valores obtidos na anadlise pelo programa Scion Image, referentes as médias dos valores de expressao proteica e seu desvio
padrao. As proteinas foram extraidas a partir de células DU-145 tratadas com DMSO 0,1% (v/v) (CTL) e com diferentes concentragées do complexo DP-
LP por 24 horas. Letras diferentes indicam diferenga significativa (ANOVA, one-way, Tukey, p < 0.05). A) PARP; B) PARP-clivado; C) Caspase-3 clivada;
D) Caspase-9 clivada; E) Caspase-8 clivada e F) AURORA-B.
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Os resultados encontrados neste estudo sugerem que o complexo DP-LP
aumenta a producao de espécies reativas intracelulares capazes de causar danos ao
DNA das células DU-145. Esse efeito pode ser o responsavel pela perturbacdo do
potencial de membrana mitocondrial e subsequente expressdo de caspases-3/-9
ativadas, identificadas pela técnica de western blot.

De acordo com outros estudos, complexos de ruténio sdo possiveis
perturbadores do potencial de membrana mitocondrial por induzirem a geragao
espéecies reativas intracelulares, além de conduzirem a apoptose pela ativacdo de
caspases (LI et al., 2019; WAN et al., 2017). O desencadeamento do estresse oxidativo
por complexos fosfinicos de ruténio(ll) foi responsavel pela perda do potencial
transmembrana mitocondrial, bem como pela quebra de fita dupla de DNA, que
induziram células leucémicas a apoptose pela via JNK/p38 (BOMFIM et al., 2019). A
geracado de ERO também foi relacionada com a ativagédo de caspases-3/-7, BAX e BAD
em células HepG2 apds o tratamento com concentragdes citotoxicas de complexos de
ruténio(ll) (ZENG et al., 2016).

Para confirmar nossos achados, a analise de western blot também foi utilizada
para determinar a presenca da proteina nuclear PARP (Poli (ADP-ribose) polimerase),
um biomarcador de células em apoptose mediada por caspases (CHAITANYA;
ALEXANDER; BABU, 2010). Como mostrado na Figura 35B, o tratamento ocasionou
efetivamente a clivagem de PARP de modo dependente da concentragdo, o que é
considerada uma marca registrada da apoptose (KAUFMANN et al., 1993). Assim, a
clivagem proteolitica de PARP propiciada pela ativagdo da caspase-9, um iniciador a
montante da caspase-3, confirma que o complexo DP-LP induz morte celular por

apoptose em células DU-145.



116

A ativacdo de PARP desencadeia sinais de reparagdo do DNA (HERCEG;
WANG, 2001). No entanto, quando observam-se os resultados do ensaio do cometa,
constata-se que os danos causados pelo tratamento ndo foram reparados, uma vez
que o complexo DP-LP induziu a fragmentagdo do DNA apds 24 horas de tratamento
com 0,5 yM do complexo. Tal efeito corrobora com os resultados da analise do ciclo
celular, em que comprova-se parada na fase G2/M, o que impede que as células
finalizem a divisao celular. De fato, a literatura apresenta diversos complexos de ruténio
com diferentes ligantes com demostrada capacidade de ligagdo ao DNA, levando a
inibicdo da sintese de sua sintese e a indugdo de apoptose por meio da via
mitocondrial (CANOVIC et al., 2017; DE CARVALHO et al., 2018; HAN et al., 2015; LAI
et al., 2016; MILUTINOVIC et al., 2017).

Em relacdo a proteina AURORA-B, esta foi significativamente menos expressa
apos o tratamento com o complexo DP-LP (Fig. 35F), o que confirma os ensaios de
expressdo génica, em que identificou-se uma reducao significativa da expressao de
seu gene, o AURKB. Como ja discutido, a proteina AURORA-B associa-se aos
cromossomos durante a profase, onde desempenha um papel catalitico crucial no CPC
de modo que garante a segregacao correta dos cromossomos durante a mitose
(CARMENA et al., 2012).

Nossos resultados mostraram que o tratamento com o complexo DP-LP induziu
um acumulo de células na fase G2/M e apoptose, 0 que € consistente com a inibicdo
da atividade de AURORA-B. Uma possivel explicagao para esse efeito € a potencial
genotéxico demonstrado por esse complexo em células DU-145. Estudos propdem que
a expressao e atividade de AURORA-B ¢ inibida por proteinas dos sistemas de reparo
de DNA (WILLEMS et al., 2018; YANG et al., 2011; ZEKRI et al., 2016). O reparo de

danos ao DNA ¢ iniciado por proteinas sensoriais que se acumulam nos locais dos
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danos. Esse acumulo de proteinas ativa uma cascata de fosforilacdo que modifica a
cromatina e permite o acesso de fatores de reparo de DNA. Entre esses, destaca-se o
papel da via de reparo por unidao de extremidade n&o-homologa ou NHEJ (do inglés,
Non-homologous end joining), o principal mecanismo no reparo de quebras de fita
dupla do DNA (DERIANO; ROTH, 2013). Estudos destacam que o heterodimero Ku70
€ um componente central do NHEJ, pois ele promove a ancoragem do complexo de
reparo sobre o dano. Em resposta ao dano, Ku70 é fosforilado na serina 1555 (Ku70
S155D). Logo, foi identificado que Ku70 S155D interage com AURORA-B, inibindo sua
atividade quinase, impondo a parada do ciclo celular e proporcionando tempo para
concluir o reparo do DNA (FELL et al., 2016).Também é descrita a atividade inibitoria
de PARP-1 sobre a atividade da AURORA-B a fim de se bloquear a mitose,
possibilitando o reparo do dano (MONACO et al., 2005; SLADE, 2019).

Tomadas em conjunto, as evidéncias acima sugerem que o complexo DP-LP
promove parada do ciclo celular em células DU-145 na fase G2/M pela inibicado da
expressao de AURORA-B. O mecanismo central para esse feito é a capacidade desse
complexo aumentar a geragao de espécies reativas intracelular. Tal efeito pode ser o
responsavel pelo sua capacidade de causar danos ao DNA e desencadear a apoptose

por meio da via intrinseca.
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5. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste projeto de pesquisa, nas condigoes
empregadas neste estudo, podemos concluir que os complexos de formula geral
[Ru(L)(dppm)(N-N)]PFs apresentaram satisfatoria atividade antiproliferativa e citotoxica
em diversas células tumorais, com destaque para células derivadas de céncer de
prostata. Acreditamos que a atividade citotoxica encontrada para essa série de
complexos seja devida a presencga do ligante difenilfosfinometano (dppm) que melhorou
nao apenas a lipofilicidade dos complexos, como também sua atividade citotoxica.
Além disso, os ensaios de sobrevivéncia clonogénica mostraram que a substituicao do
ligante bipiridina pela fenantrolina aumentou a atividade dos compostos, o que levou a
perda da clonogenicidade das células DU-145. Nossos estudos também demonstraram
o complexo DP-LP é capaz de permear através de esferoides de células DU-145
cultivadas em trés dimensdes e desestabilizar as agregag¢des celulares, resultando na
perturbacdo das interagbes célula-matriz e, por fim, na morte celular. De fato, o
complexo DP-LP desencadeia apoptose em células DU-145 acompanhado de um
acumulo de células na fase G2/M, o que € consistente com a inibicdo da atividade da
proteina AURORA-B. O mecanismo central relacionado com esses efeitos € de que a
presenga do lapachol no complexo DP-LP promova a geragdo de espécies reativas
intracelulares que podem causar danos ao DNA. A fragmentagcdo do DNA, evidenciada
pelo ensaio do cometa pode ativar sistemas de reparos de DNA que mantém as células
no checkpoint G2/M devido a diminuigdo da expressao do gene AURKB. Além disso, os
danos ao DNA configuram o estimulo que desencadeia a ativagado de caspases que
conduz as células DU-145 a apoptose. Em suma, os resultados encontrados neste
estudo contribuem para a selecdo e elucidacido das propriedades antiproliferativas e

citotoxicas de novos compostos, demonstrando que a coordenagao do lapachol em
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complexos fosfinicos de ruténio(ll) possibilita a formagdo de complexos com potencial

de impacto na area de saude tendo como alvo o tratamento do cancer.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

This study describes a series of newly synthesized phosphine/diimine ruthenium complexes containing the
lawsone as bioligand with enhanced cytotoxicity against different cancer cells, and apoptosis induction in
prostatic cancer cells DU-145. The complexes [Ru(law)(N-N),]PF¢ where N-N is 2,2’-bipyridine (1) or 1,10-
phenanthroline (2) and [Ru(law)(dppm)(N-N)]PF¢, where dppm means bis(diphenylphosphino)methane, N-N is

Keywords:

Cancer
1,4-naphthoquinone
3D-cell culture

iof tosis 2,2’-bipyridine (3) or 1,10-phenanthroline (4), and law is lawsone, were synthesized and fully characterized by
Bin;B CL-2 elemental analysis, molar conductivity, NMR, UV-vis, IR spectroscopies and cyclic voltammetry. The interaction

of the complexes (1-4) with DNA was evaluated by circular dichroism, gel electrophoresis, and fluorescence, and
the complexes presented interactions by the minor grooves DNA. The phosphinic series of complexes exhibited a
remarkably broad spectrum of anticancer activity with approximately 34-fold higher than cisplatin and 5-fold
higher than doxorubicin, inhibiting the growth of 3D tumor spheroids and the ability to retain the colony
survival of DU-145 cells. Also, the complex (4) inhibits DU-145 cell adhesion and migration potential indicating
antimetastatic properties. The mechanism of its anticancer activity was found to be related to increased reactive
oxygen species (ROS) generation, increased the BAX/BCL-2 ratio and subsequent apoptosis induction. Overall,
these findings suggested that the complex (4) could be a promising candidate for further evaluation as a che-
motherapeutic agent in the prostate cancer treatment.

1. Introduction activities, low toxicity to non-cancer cells and high selectivity for tumor
cells [7,8]. For instance, some Ru complexes as NAMI-A (trans-
[RuCl4(1H-imidazole)(DMSO-S)]), NKP-1339 (sodium [trans-RuCl,(1H-

indazole),]) and KP1019 (trans-[RuCl;(1H-in-dazole),]) have been

The research based on transition metals was strongly encouraged
thanks to the quest for novel anticancer therapies [1]. So far, cisplatin is

probably still the most essential chemotherapeutic based on metals
complexes. However, platinum complexes have caused several side ef-
fects and cross drug resistance which limited their applications [2].
Therefore, the development of novel metallodrugs agents remains a
significant challenge.

In this important field, ruthenium-based complexes are highlighted
due to its unique properties as chemical stability, a variety of oxidation
states, structural diversity, low toxicity and ability to mimic iron
binding in the biological system [3-6]. Moreover, several ruthenium
(Ru) complexes have been foreground reported due to its antimetastatic

* Corresponding authors.

evaluated in preclinical and phase I or II clinical trials, representing a
novel class of less toxic antineoplastic chemotherapy [9,10]. Accumu-
lative evidences suggest that Ru-based compounds could act as poten-
tial anticancer agents through molecular mechanisms providing an in-
crease of reactive oxygen species (ROS) [11], DNA intercalation [12],
DNA damage [13], induction of cell apoptosis and metastasis inhibition
[14,15].

One rational approach to improve the efficacy of metal complexes
consists of incorporating different chelating ligands with com-
plementary biological activity to enhance the physiological targets of
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the metallodrug. In this context, active ligands with quinone moiety
represent an unquestioned tool in bioinorganic medicinal chemistry for
improving the anticancer activity of metal complexes. Undoubtedly,
some quinone based drugs such as doxorubicin, mitomycin C, and mi-
toxantrone are recognized as FDA-approved compounds with excellent
anticancer properties [16,17]. A representative class of quinone com-
pounds, known as naphthoquinones, widely distributed in nature, have
been recognized to own an extensive range of biological activities such
as antimicrobial [18], antiparasitic [19], antiviral [20] and anticancer
activity [21].

Mainly, 1,4-naphthoquinone, or lawsone, is an example of a natural
compound that contains two ketone groups as suitable chromophore
responsible for its biological activity due to their ability to accept
electrons [22,23]. Recently, lawsone compounds have shown promising
pharmacological effects presenting antiproliferative activity in a large
number of cancer cell lines and inhibition of tumor burden in vivo
[24,25].

Furthermore, findings indicated that anticancer activity also might
be related to the inhibition of the enzyme DNA-topoisomerase II [26].
Lawsone can bind potentially to metal ions in different oxidations states
coordinating metals in a bidentate way which allows them to play an
essential role in biological systems [27]. Indeed, some metal complexes
containing lawsone ligands have been exhibited higher biological ac-
tivity than free lawsone [28]. Therefore, as part of our ongoing effort to
design multi-target bioactive metallodrug candidates, in the last years
our research group has synthesized several Ru-complexes containing
phosphine and diimines ligands with promising pharmacological ac-
tivities for anticancer proposes [29-35]. In light of these considerations
and of some previous results, herein we have investigated the antic-
ancer properties of the newly synthesized phosphine/diimine Ru-com-
plexes containing lawsone as bioligand. The corresponding complexes
1-4 (showed in Fig. 1) were synthesized and characterized, and their
potential as anticancer agents was investigated for the first time
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towards a comprehensive panel of human cancer cell lines cultured in
conventional and 3D models. Besides, we analyzed the antimetastatic
effects on human prostate carcinoma DU-145 cells and their ability to
interact with CT-DNA. Finally, for elucidating the anti-cancer functions
and molecular mechanisms, reactive oxygen species (ROS) production
and apoptosis-inducing ability were also investigated.

2. Results and discussion
2.1. Synthesis of novel lawsone-containing ruthenium complexes

The complexes (1-4) containing lawsone (law), phosphines and
diimines as ligands were obtained according to the procedure illu-
strated in Fig. 1.

The synthetic route obtained pure complexes with high-yield ac-
cording to spectroscopic data, as well as elemental analyses, molar
conductivity and 31P{1H}, 1H and 13C NMR spectrum. All complexes
are dark purple air-stable solids, soluble in dichloromethane, acetone,
methanol, dimethyl sulfoxide and water insoluble.

In the IR spectra of the free law is observed the intense band of the
stretching modes of the phenolic (O—H) around 3200 cm ~ !, this band
disappear from the spectra of all complexes, indicating the ligand de-
protonation and the coordination by oxygen. The band relative to the
carbonyl group (C;=0) at 1640 cm ! in the free law were shifted to
lower frequencies, around 1603 cm ™! in the complexes, denoting the
bidentate coordination. Also, the band at 1679 cm ™! of the group (C4=
O) also presented a small displacement to lower frequencies,
1614 cm ™!, The band C,—O presented displacement from 982 cm ™! to
1098 cm ™~ !, approximately, in the complexes, which are in concordance
with the coordination by the oxygen. The same behavior was observed
for others ruthenium complexes containing the lawsone as ligand [28].

The complexes (1-4) were characterized by *'P{1H}, 'H and '3C
NMR spectroscopy. In the S1p{1H} of complexes (3) and (4) was

q m + PF()-
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ul 6 210 3 _ Ru)
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Fig. 1. Synthetic route to the preparation of the new ruthenium complexes containing the naphthoquinone lawsone.
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observed four pairs of signals (17.9/6.7 ppm and 15.2/5.9 ppm for
complex (3) and 18.2/6.6 ppm and 15.4/6.2 ppm for complex (4)) for
the two phosphorus atoms of biphosphine dppm, indicating the non-
equivalence of phosphorus. The duplication of the signals is due to the
formation of isomers, where there is an isomer with the phosphorus
atom of dppm trans to the oxygen of the carbonyl of lawsone, and in the
other, the oxygen atom of the carbonyl is trans to the nitrogen of bipy
or phen (see Supplementary Information, Figs. S2-S3). In the 'H spectra
of all complexes were observed the presence of the singlet at ca.
5.8 ppm belonging to the hydrogen of bonded to carbon 3 of lawsone. In
the case of complex (4) was observed in the region of 9.2-6.3 multiplets
referring to 32 hydrogen atoms from the dppm, phen and law, and in
5.5 ppm was observed the multiplet attributed to the CH, of aliphatic
chain of dppm. All complexes presented the same behavior.

Characteristic NMR 'C signals belonging to the carbon of carbonyl
groups of lawsone were observed for complex (4) at 200.3 ppm (C;=
0), 182.5ppm (C4=0) and 172.6 ppm (C,—0). These signals are ob-
served in 184.5ppm (C;=0), 181.2ppm (C4=0) and 159.5ppm
(C,—O0) in free lawsone. The most significant displacements are found
for the carbons atoms of the groups C;=0 and C,—O, indicating the
coordination of these oxygen atoms. More recently, our research group
developed trans-[Ru(law)(PPh3)>(N-N)]PF¢ complexes and were ob-
served the same behavior in NMR experiments [31].

The electrochemical behavior of the complexes was evaluated by
cyclic voltammetry and the redox process Ru(II)/Ru(Ill) for all com-
plexes were observed in the region of 1-1.1 V. The values are higher
than those for complexes precursors, which occur around 0.1-0.6 V.
This difference can be explained by the higher stability of the com-
plexes after coordination of lawsone, due the replacement of two
chlorides o and & donor by a negative monocharged chelating lawsone.

2.2. Partition coefficient (log P) study

Determining the lipophilicity is an important physicochemical
property that figures out the possible pharmacokinetic and pharmaco-
dynamic profile of new drugs candidates in the discovery development
phase [36]. The well-known shake-flask has been widely recommended
as a reference method to determine a partition coefficient experimen-
tally [37]. The log P(o/w) values, calculated by the shake-flask method,
were positive and ranged from 0.228 * 0.012 to complex (1),
0.573 = 0.023 to complex (2), 0.437 + 0.025 to complex (3) and
0.793 = 0.031 to complex (4). As demonstrates, the higher lipophili-
city of complexes (2) and (4) can be attributed to the presence of phen
ligand. Other studies established that the presence of 1,10-Phenan-
throline acts improving the lipophilicity of silver complexes when
compared to bipyridine analogs [38]. Our finding also suggests that the
use of diphosphines as ligands can adjust the lipophilic/hydrophilic
balance in metal complexes, where in general, its biological activity is
found to increase thanks to an increase in the lipophilicity [39]. Thus,
the log P indicates that the coordination of phen and dppm chelating
ligands in one single molecular structure improve the lipophilicity and,
as a consequence, may contribute to enhance the cell membrane per-
meability and its biological activity.

2.3. The complexes display enhanced cytotoxicity against a panel of cancer
cell lines

The cytotoxicity of the ruthenium complexes was evaluated in a
panel of different histological types of cancer cell lines (A549, Caco-2,
DU-145, HepG2, PC-3 and MDA-MB-231) and against two non-cancer
cells (FGH and HUVEC) in two-dimensional (2D) culture by Alamar
Blue assay 24 h after incubation, as shown in Table 1. All of the com-
plexes presented enhanced cytotoxicity to different cancer cells and
more potent activity than metal-free lawsone. The synthesized Ru(II)
phosphine complexes investigated exhibited remarkable cytotoxic
properties displaying better anticancer activity than cisplatin
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(FauldcisplaG) and doxorubicin (Fauldoxo®). As expected, the phos-
phine-coordinating ligand improved not only the lipophilicity of ru-
thenium compounds but also their biological activity. Metal complexes
with different phosphine ligands had antitumor profiles characterized
by high cytotoxic potency and selectivity between different cancer cells
[40,41]. Compared to the other complexes and metal-free lawsone, the
phosphine complexes (3) and (4) had low ICs, values, where complex
(3) presented ICs, values ranging from to 1.9 to 4.8 pM for cancer cell
lines DU-145 and A549, respectively and (4) presented ICsy values
ranging from 1.3 to 3.0 uM for cancer cell lines DU-145 and MDA-MB-
231, respectively.

In addition, complex (3) was more potent than cisplatin in A549 (3-
fold), Caco-2 (7-fold), DU-145 (12-fold), HepG2 (6-fold), PC-3 (6-fold)
and MDA-MB-231 (10-fold). Complex (4) was more potent than dox-
orubicin on DU-145 (4-fold), HepG2 (2-fold), PC-3 (2-fold) and cis-
platin on A549 (4-fold), Caco-2 (8-fold), DU-145 (18-fold), HepG2 (6-
fold), PC-3 (9-fold) and MDA-MB-231 (12-fold). The precursors of types
[RuCl»(N-N),]PF¢) and [RuClo(dppm)(N-N)]PFg (N-N = 2,2’-bipyridine
or 1,10-phenanthroline) exhibited weak cytotoxicity (ICso > 100 uM).
The ICsq value for non-cancer cells was 4.3 and 8.1 uM for the complex
(3), 3.2 and 6.9 uM for the complex (4) and 1.9 and 4.6 uM for dox-
orubicin on FGH and HUVEC cells, respectively.

Table 2 shows the calculated selectivity index (SI) of each com-
pound. The SI was calculated using the following formula: SI = ICs,
[non-cancer cells]/ICso [cancer cells]. The SI is a clear manner to es-
timate the therapeutic range of a drug and to identify drug candidates
for further studies [11]. Complexes (3) and (4) were more cytotoxic and
selective to prostate cancer cells DU-145. Furthermore, both complexes
exhibit selectivity index greater than displayed by the drug controls
cisplatin and doxorubicin, which are clinically useful drugs in the
treatment of cancer. Probably, the presence of the dppm ligand in the
complexes (3) and (4) may contribute to increasing cytotoxic activity,
as previously observed for other ruthenium complexes, where the in-
crease of phosphine ligands is directly related to the increase of bio-
logical activity [30,42].

The promising cytotoxic activity of the complexes (3) and (4) to-
wards prostate cancer cells encouraged us to study their effects at the
cellular level. In a new set of experiment, DU-145 cell line was used as a
cellular model, since it was among the most sensitive cell line to the
complexes tested. Therefore, the cytotoxicity of phosphine complexes
was confirmed by clonogenic survival assay that is extremely sensitive
to determine the effects on cell proliferation after treatments.
Clonogenic assays represent the gold-standard method to study the
cytotoxic and constitute a traditional technique of choice to determine
the long-term effect of proliferating cells [43]. The results revealed that
both complexes inhibited cell colony formation of DU-145 cells in a
dose-dependent manner as shown in Fig. 2A. The plating efficiency of
untreated DU-145 cells was higher than 70% for all replicates. More-
over, following seven days of culture, the inhibitory effect of the
complex (4) was greater than that of the complex (3) at the same
concentration. At concentrations of 0.125, 0.25, 0.5 and 1uM, the
complex (3) reduced the colony-forming presenting survival fractions
(SF) of 79.1, 68.2, 31.1 and 13.4%, respectively. Complex (4), at same
concentrations, presented SF of 68.1, 39.5, 22.4 and 5.1%, respectively.
No significant (p > 0.05) decrease in the number of colonies was ob-
served in control (DMSO 0.1% v/v). Few colonies of DU-145 cells were
visible after incubation with 1 uM of (4) which indicates that the sub-
stitution of diimine ligand increases the activity of the compound
(Fig. 2B).

The higher cytotoxicity, exhibited by complexes (3) and (4), in-
dicated that the coordination of phosphine and lawsone chelating li-
gands in one single molecule made it possible to create a compound
with increased antitumor activity. Furthermore, these findings pre-
dicted the loss of clonogenicity of DU-145 cells after the exposure with
(3) and (4) which is an effective parameter to distinguish the cytostatic
of the cytotoxic effects of drug treatments [44]. Cisplatin did not
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Table 1
Cytotoxic activity of Ru complexes in human cell lines.
ICsp in pM
FGH HUVEC A549 Caco-2 DU-145 HepG2 PC-3 MDA-MB-231
BB > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
BP > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
DB > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
DP > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
LAW > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
(€8] 743 = 1.4 931 =74 99.1 = 0.2 60.3 = 5.3 41.4 = 4.5 539 = 3.8 619 = 2.3 63.1 = 5.7
2) 80.7 = 6.6 78.7 = 2.2 69.1 = 5.2 58.1 = 2.9 37.2 = 21 49.0 = 3.6 521 = 1.0 69.4 = 4.5
(©)) 4.3 £ 0.6 81 = 1.6 4.8 £ 0.4 2.6 £ 0.2 1.9 = 0.6 1.8 = 0.3 3.3 £ 09 3.6 £ 0.5
4 3.2 = 0.4 6.9 = 0.8 4.2 + 0.2 2.4 = 0.3 1.3 = 0.2 1.8 = 0.3 22 £ 1.8 3.0 £ 0.3
CIS 11.2 = 0.5 11.0 = 0.5 16.5 = 1.0 19.9 = 0.9 245 + 2.8 114 £ 1.6 21.3 = 0.1 37.4 = 6.2
DXR 1.9 = 0.2 4.6 = 0.2 23 £ 1.8 1.8 £ 0.3 25 13 3.8 £ 1.6 4.5 £ 0.1 25 + 0.3
+

Data are presented as the means

S.E.M. of ICs values in UM obtained by nonlinear regression from at the least three independent experiments performed in

triplicate, measured by Alamar blue assay after 24 h incubation. Cancer cells: A549 (human lung carcinoma); Caco-2 (human colorectal adenocarcinoma); DU-145
(human prostate carcinoma); HepG2 (human hepatocellular carcinoma); PC-3 (human prostate adenocarcinoma) and MDA-MB-231 (human breast adenocarcinoma).
Non-cancer cells: FGH (human mouth fibroblast) and HUVEC (human umbilical vein endothelial cells). The precursor complexes bis-bipyridine (BB), bis-phenan-
throline (BP), bis-diphenylphosphinomethane:bipyridine (DB), diphenylphosphinomethane:phenanthroline (DP) and the ligand lawsone (LAW) were used as con-
trols. Cisplatin (CIS, FauldcisplaE) and doxorubicin (DXR, Fauldoxo®) were used as positive controls.

Table 2
Selectivity index of the Ru complexes.

Cancer cells

Non-cancer A549 Caco-2 DU-145 HepG2 PC-3 MDA-MB-
cells 231
FGH (€8] 0.7 1.2 1.8 1.4 1.2 1.2
2) 1.1 1.4 2.2 1.6 1.5 1.2
3) 0.9 1.6 2.3 2.4 1.3 0.8
“@ 0.8 1.3 2.5 1.8 1.4 1.0
CIs 0.7 0.6 0.4 1.0 0.5 0.3
DXR 0.8 1.0 0.7 0.5 0.4 0.7
HUVEC 1) 0.9 1.5 2.2 1.7 1.5 1.4
(@3] 1.1 1.3 2.1 1.6 1.5 1.1
?) 1.6 3.1 4.2 4.5 2.4 2.2
“4) 1.6 2.8 5.3 3.8 3.1 2.3
CIS 0.6 0.5 0.4 0.9 0.5 0.2
DXR 2.0 2.5 1.8 1.2 1.0 1.8

Data are presented with the selectivity index (SI) calculated using the following
formula: SI = ICso[non-cancer cells]/ICso[cancer cells]. Cancer cells: A549
(human lung carcinoma); Caco-2 (human colorectal adenocarcinoma); DU-145
(human prostate carcinoma); HepG2 (human hepatocellular carcinoma); PC-3
(human prostate adenocarcinoma) and MDA-MB-231 (human breast adeno-
carcinoma). Non-cancer cells: FGH (human mouth fibroblast) and HUVEC
(human umbilical vein endothelial cells). Cisplatin (CIS — Fauldcispla”) and
doxorubicin (DXR - Fauldoxo") were used as positive controls.

significantly reduce the colony-forming at the same concentrations
analyzed (p > 0.05).

In complementary to conventional cell monolayer cytotoxic assays
performed, we also established 3D multicellular tumor spheroids
(MCTS) based on DU-145 cells and used this model for investigating the
activity of the ruthenium phosphine complexes toward prostate carci-
noma spheroids. The MCTS is a well-established 3D in vitro model
system that closely reflects the in vivo tumor environment concerning
nutrient and oxygen gradients, hypoxic/necrotic regions, cell-cell ma-
trix interactions, and gene expression profiles [45]. Therefore, the
MCTS was introduced to mimic solid tumors in vitro and to study the
viability of DU-145 cancer cells treated with the Ru(II) complexes once
this model represents a great tool for drug discovery [46,47]. Spheroids
grown in ultra-low attachment 96-well plates for 5days were treated
with complexes (3) and (4) for a period of 24h to determinate the
MCTS viability and were examined for morphological changes until
12 days. The Alamar Blue assay showed that complexes (3) and (4)
reduced the viability of DU-145 MCTS after treatment (Fig. 3A). In

general, DU-145 MCTS showed more considerable resistance to both
complexes compared to the 2D-cultured cells. Indeed, the MCTS are
typically more resistant to antiproliferative compounds because of the
differences in the drugs penetration and varying microenvironments
(such as pH, hypoxia, extracellular matrix) within spheroids [48]. Si-
milar to in vivo tumors, the hypoxic regions inside the spheroids reduces
the rate of cell division impairs the effects of anti-proliferative drugs
such as cisplatin [49].

Interestingly, the cells in the spheroids showed morphological
changes, indicating an effective permeability into spheroid and, there-
fore, cytotoxicity. The treatment with complex (4) disrupted the cell
aggregations, resulting in the presence of cell debris after 9 days, sug-
gesting disturbance in cell-matrix interactions (Fig. 3B). The ICsq of the
complexes (3) and (4) was 4.1 and 3.4 uM, respectively, while cisplatin
presented ICsq of 62.6 pM. The complex (4) was more potent than cis-
platin at the least 18-fold, demonstrating that its cytotoxic activity is
effective in the tumor microenvironment, independent of hypoxia.
Therefore, (4) was selected for detailed studies of the mechanism of cell
death.

2.4. The complexes reduce DU-145 cell adhesive and migratory potential

Afterward, cell adhesion and migration assays were performed to
evaluate the antimetastatic capability of the complex (4). Cancer me-
tastasis mainly occurs due to the migration and adhesion of neoplastic
cells from a primary tumor to distant sites following angiogenesis and
tumor growth [50]. Therefore, in this research, the anti-migratory and
anti-adhesive effects of the complex (4) were investigated by wound
healing and extracellular matrix adhesion assay on DU-145 cells. For
this assays, the cells were treated with concentrations below the ICso
values of (4) (1.3 = 0.2puM, in 24 h). As seen in Fig. 4, untreated DU-
145 monolayers were wounded at 0 h and images were registered at
different time points after the treatment. The wound space was reduced
severely in size in the absence of compounds because of cell pro-
liferation and migration. Complex (4) inhibits the cell migration of DU-
145 cells, exhibiting deeply reduced wound healing patterns after 48 h
were the cells exposed to 0.5 M presents inhibition of 80% of wound
closure, compared to control at the same time. Indeed, the complex (4)
as expectedly showed an antimetastatic feature, in accordance with the
previously reported studies of anti-migratory and anti-angiogenic ef-
fects of others ruthenium complexes containing phosphines and dii-
mines as ligands [28,51]. These data demonstrate that low concentra-
tions of (4) impaired the androgen-metastatic prostate cancer DU-145
cells migratory potential.
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Next, we assessed the cell adhesion inhibition of complex (4) using
mimic extracellular matrix (ECM) adhesion assay. The in vivo binding of
cells to the extracellular matrix (ECM) is fundamental for cell survival
and cell-to-cell communication but is also essential for the metastatic
potential of cancer cells [52]. DU-145 cells were incubated to adhere to
either collagen or Matrigel” in the presence of different concentrations
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Fig. 2. Assessment of colony survival by
clonogenic assay. (A) Representative colony
formation images of DU-145 cells after
treatment with complex (4). (B) The survival
fractions after 24 h treatment with 0.125;
0.25; 0.5 and 1 puM of (3), (4) and cisplatin
against DU-145 cells. The negative control
(CTL) was treated with the vehicle (0.1%
DMSO) used for diluting the tested com-
pound. Data are presented as the
means + S.E.M. of three independent ex-
periments  performed in triplicate.
p < 0.05 compared with the control by
ANOVA followed by Dunnet’s test.

of the complex (4) and assessing the relative numbers of attached cells.
As measured by colorimetric assay, untreated and vehicle-treated (CTL)
cells exhibited similar adhesion to collagen (Fig. 5A) or Matrigel®
(Fig. 5B). The treatments of DU-145 cells with different concentrations
of the complex (4) significantly inhibited the cell adhesion in a con-
centration-dependent manner. At 0.5uM the maximum inhibition of
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Fig. 3. Effects of the complex (3) and (4) in 3D in vitro model of multicellular tumor spheroids of DU-145 cells. (A) The MCTS viability determined by Alamar Blue
assay after 24 h treatment and ICso values in uM obtained by nonlinear regression from at the least three independent experiments performed in triplicate. The
negative control (CTL) was treated with the vehicle (0.1% DMSO) used for diluting the compounds tested. Doxorubicin (DOX, Fauldoxo® 5uM), Cisplatin (CIS,
Fauldcispla® 25 uM) were used as the positive controls. (B) DU-145 MCTS were examined using inverted microscope (amplification 200 x ), scale bar = 100 ym. Data

are presented as the mean *+
Dunnet’s test.

S.E.M. of three independent experiments performed in triplicate. p < 0.05 compared with the control by ANOVA followed by
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Fig. 4. Inhibitory effects of the complex (4) on DU-145 cells migration in vitro.
(A) Representative photographs taken at 0, 24 and 48 h post-wound using in-
verted microscope (amplification 100 x ), scale bar = 200 um. The cell mono-
layer was wounded by a 100 pL pipette tip followed by treatment with different
concentrations (0.125, 0.25, and 0.5uM) of (4) for 24 h. The distance of the
wound edge was measured before and after the treatments. (B) Quantification
of the relative migration by wound closure. Wound closure (%) were identified
from measurements of the migration distance of DU-145 cells from the control
group and with complex (4) treatment. Data are presented as the
mean *+ S.E.M. of three independent experiments performed in triplicate.
“p < 0.05 compared with the control by ANOVA followed by Dunnet’s test.
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DU-145 adhesion was calculated by more than 70% on Matrigel” ma-
trix. The anti-metastatic activity of ruthenium compounds is well-re-
cognized by NAMI-A studies [53]. Furthermore, current studies suggest
Ru-based complexes inhibits the formation of tube-like structures, an
essential step in angiogenesis and metastasis [54]. Our findings indicate
that complex (4) reduce the ability of DU-145 cells to adhere to ECMs
which may impact on their metastatic capacity.

2.5. DNA interactions

The DNA is the most studied targets when it comes to the devel-
opment of compounds with antitumor properties. It occurs because the
interaction between DNA and compounds can cause irreversible da-
mage and prevent cell replication, leading to cell death [55]. In this
context, we investigated the ability of the ruthenium complexes to in-
teract with DNA by Circular Dichroism (CD), fluorescence and gel
electrophoresis.

The CD technique can be used to analyze the conformation changes
in the secondary structure of the calf-thymus DNA (CT-DNA) by mon-
itoring the two bands in the UV region, a positive band at 275 nm and a
negative band at 245 nm, due to base stacking and right-handed heli-
city, respectively. Thus, the CT-DNA was incubated with ruthenium
complexes in different molar ratios (0.1-0.4), and the bands were
analyzed, and the effects are shown in Fig. 6 for complex (4). The in-
tensities of negative and positive bands of the CT-DNA did not show any
significant change in intensity upon addition of the ruthenium complex,
and the same behavior was observed for all complexes (1-4).

The ability of the complexes to change the tertiary structure of DNA
was investigated by electrophoresis in agarose gel employing the
pBR322 plasmid DNA, upon incubation with ruthenium complexes in
different molar ratios. Alterations in the electrophoretic mobility of
plasmid DNA on agarose gel is commonly considered as evidence for
direct DNA-metal interactions. Modification of the DNA structure
causes hindrance in the migration of supercoiled DNA and a slight
improvement in the mobility of open circular DNA to a feature where
both forms comigrate. The pBR322 presents three forms, OC (open
circular), L (linear) and CC (supercoiled), which show different elec-
trophoretic mobility. Fig. 7 shows the effect of ruthenium complexes on
the mobility of pBR322 after incubation at 37 °C for 18 h. The control in
lane 2 refers only to pBR322, and the lines 3-11 correspond to the
PBR322 in the presence of complexes (3) and (4). The complexes were
capable of affecting the mobility of the bands of pBR322, mainly to OC
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Fig. 5. Complex (4) significantly decreased DU-145 cells adhesive rate on collagen and Matrigel” matrixes. DU-145 cells in the presence of 0.125, 0.25 and 0.5 uM
were seeded into 96 well plates coated with collagen (A) and Matrigelm (B) and allowed adhere for 24 h after which supernatants were removed and adhered cells

washed and stained with crystal violet. Plates were assayed on a plate reader at 590 nm. Data are presented as the mean

+ S.E.M. of three independent experiments

performed in triplicate. Values not sharing the same letter are significantly different from each other (p < 0.05; ANOVA followed by the Tukey’s test).
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Fig. 7. Electrophoresis mobility of pBR322 plasmid DNA with increasing
amounts of complexes (3) and (4) after 18 h of incubation at 37 °C.

and CC bands at Ri 0.5 and 1. The complex (4) was found to exhibit
nuclease activity followed by conversion of CC into L, proposing single
strand DNA cleavage and the amount of nicked DNA increased at 1 pM
showing complete disappearance of CC.

To gain more information about the interaction of complexes with
DNA the competition assay using the Hoechst 33258, the fluorescent
dye that interacts with DNA through the minor groove, was performed.
DNA binding dyes are extensively used to study the mode of drug-DNA
interaction. Hoechst 33258 produce a weak fluorescence, but when it
binds to DNA a significant increase in fluorescence at 455 nm is ob-
served when excited at 343 nm, thus, it is used as a probe to monitor
compounds that interact with DNA [56-58]. Fig. 8 shows the fluores-
cence spectra of the Hoechst-CT-DNA upon successive addition of
complex (4). The complex (4) was able to decrease the fluorescence of
the Hoechst-CT-DNA system with increasing of the concentration, in-
dicating that the complex (4) interact with DNA by the minor groove
and compete with Hoechst, removing it from DNA structure and con-
sequently, decrease the fluorescence of the system. The same behavior
was observed to all ruthenium complexes (Figs. S3-S6 of
Supplementary Information). Taken together all the assays employed to
investigate the interaction with DNA, we can conclude that ruthenium
complexes interact with DNA via the minor groove.

2.6. The complexes induce apoptosis via the BAX/BCL-2 pathway in DU-
145 cells

Apoptosis is acknowledged as an essential physiological process in
tissue homeostasis. Nevertheless, some cancer cells may adapt to high
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Fig. 8. Emission spectra of Hoechst (2.7 uM, Aey = 343 nm), CT-DNA (125 pM)
in presence of the complex (4) in different concentrations (0-100 pM), at 37 °C.

levels of oncogenic signaling by disabling their senescence- or apop-
tosis-inducing circuitry. This acquired resistance is appreciated as a
hallmark of almost all types of cancer [58,59]. To evaluate whether the
complex (4) presents the ability to induce apoptosis or necrosis, we
selected its concentrations that have shown cytotoxic activity. There-
fore, nuclear morphology was assessed by Hoechst 33342/propidium
iodide (PI) staining technique for fluorescence microscopy. The results
clearly showed that complex (4) might induce apoptosis of DU-145 cells
based on its staining and morphological characterization after treat-
ments (Fig. 9A).

To determine the percentage of apoptosis and necrosis, the DU-145
cells were treated with 0.25-2.0 uM of the complex (4) for 24 h fol-
lowed by annexin V-FITC/PI staining, and the results were analyzed by
using flow cytometry. In live cells, phosphatidylserine (Ptd-L-Ser) is
located on the cytoplasmic surface of the cell membrane. The exposure
of Ptd-i-Ser on the outer leaflet of the plasma membrane is the final
event of apoptosis and can be detected by the binding of fluorescently
labeled annexin V [60]. Therefore, annexin V-FITC/PI dual staining can
be used to quantify the different cell phenotypes that occur during
apoptosis. The percentages of early apoptotic, late apoptotic, necrotic
and living cells of DU-145 are shown in Fig. 9B. The incubation of DU-
145 cells with increasing concentrations of the complex (4) produced a
considerable increase in the percentage of apoptotic cells (Q2 and Q4
quadrants) (Fig. 9C). The population of apoptotic cells treated with
complex (4) had increased remarkably with dose-dependent relation
(6.30% for control group, 19.1% for 0.25uM, 30.9% for 0.50 uM,
45.1% for 1.0 uyM and 66.8% for 2.0 uM). Cisplatin treatment at the
fixed concentration of 25uM (ICsy) showed 19.5% of apoptotic cells.
Therefore, a 100-fold lower concentration of (4) was required for the
same effect of cisplatin on DU-145 cells. None of the concentrations
induced a significant increase in necrotic cells. Indeed, ruthenium
complexes with different ligands have been lead to the apoptosis
through the mitochondria, death receptor and oxidative stress path-
ways [34,61,62]. The molecular mechanism underlying the apoptotic
effect of the complex (4) was assessed at the level of mRNA expression
of pro-apoptotic and anti-apoptotic genes. The 24 h treatment with
complex (4) at 1.5 uM (ICso) upregulated BAX expression by 2.73-fold
and downregulated the expression of the gene BCL-2 by 2.40-fold
(Fig. 9D). BAX and BCL-2 are two members of a gene family involved in
the regulation of cellular apoptosis. Gene expression analysis revealed
that complex (4) induced an increase of the expression of the pro-
apoptotic BAX gene and a decrease of the expression of the anti-apop-
totic BCL-2. Cells with a high BAX/BCL-2 ratio will be more sensitive to
given apoptotic stimuli when compared to a similar cell type with a
comparatively low BAX/BCL-2 ratio [63]. Therefore, the altered ratio
might be an essential key question to understand the sensitizing effect
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Fig. 9. Effect of the ruthenium complex (4) on the induction of apoptosis in DU-145 cells. (A) Representative images of DU-145 cells double-stained with Hoechst
33342 and PI captured with ImageXpress micro, scale bar = 20 um. (B) Representative flow cytometry dot plots show the percent cells in the viable (Q3), early
apoptotic (Q4), late apoptotic (Q2) and necrotic (Q1) stages as determined by flow cytometry using annexin V-FITC/PI staining. (C) Quantification of apoptotic DU-
145 cells. (D) Relative expression of the genes BAX and BCL-2 in DU-145 cells treated with complex (4) for 24 h. ACTB was used as reference gene for normalization.
The negative control (CTL) was treated with the vehicle (0.1% DMSO) used for diluting the tested compound and cisplatin (CIS, 25 pM) was used as drug control.

+

Data are presented as the means

S.E.M. of three independent experiments performed in triplicate. Ten thousand events were evaluated per experiment, and

cellular debris was omitted from the analysis. *p < 0.05 compared with the control by ANOVA followed by Dunnet’s test.

of the complex (4) in DU-145 cells. Thus, our results demonstrated that
complex (4) induced cell death by up-regulation of BAX and down-
regulation of BCL-2 in DU-145 cancer cells.

2.7. Scavenging intracellular ROS abolishes the cytotoxic effects of the
complex (4)

It has been reported that ROS play an important role in cancer cell
death and apoptosis. This activity is widely induced by several che-
motherapeutic drugs to kill the cancer cells [64]. To investigate whe-
ther ROS production is underlying the cytotoxic activities of the

462

complex (4), we used the Cellular ROS/Superoxide Detection Assay
(ab139476) to detect the production of reactive species of oxygen and
nitrogen (ROS/RNS) in DU-145 cells. Previously, the total ROS levels
were assessed after a 1, 6, 12 and 24 h of incubation with the complex
(4) using 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate (H,DCFDA) as a
fluorescent dye to determine which time would be more appropriate for
a ROS/Superoxide analysis.

As shown in Fig. 10A, upon treatment of DU-145 cells for different
times with a single dose of the complex (4) (ICso), a higher increase of
ROS generation was observed at 24 h of exposure. Due to this result, the
ROS/Superoxide production was assessed after 24 h of treatment with
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Fig. 10. Effect of the ruthenium complex (4) in the levels of reactive oxygen species (ROS) of DU-145 cells and protection by NAC. (A) ROS levels of DU-145 cells
after 1, 3, 6, 12 and 24 h of incubation with complex (4) at ICso (1.5 uM). (B) Assessment of total intracellular ROS/Superoxide levels 24 h after incubation with
different concentrations of (4). (C) ROS levels of DU-145 cells after 24 h treatment with complex (4) at 0.5, 1 and 2 uM with or without the antioxidant NAC (5 mM).
(D) Cell viability of DU-145 cells assessed by Alamar Blue assay after 24 h incubation with different concentrations of (4) with or without the antioxidant NAC
(5mM). The negative control (CTL) was treated with the vehicle (0.1% DMSO) used for diluting the tested compounds. Hydrogen peroxide (H>0,, 200 uM) and
pyocyanin (PYC, 250 uM) were used as the positive controls. Data are presented as the mean + S.E.M. of three independent experiments performed in triplicate or
quadruplicate. p < 0.05 compared with the control by ANOVA followed Dunnet’s test. # p < 0.05 compared with the respective treatment without NAC by
ANOVA followed Dunnet’s test. Values not sharing the same letter are significantly different from each other (p < 0.05; ANOVA followed by the Tukey’s test).

different concentrations of the complex (4). After the complex (4) 3. Conclusions
treatment, DU-145 cells exhibited an increase of reactive species,
yielding a fluorescent product indicative of cellular production of dif- In this paper, novel lawsone-containing ruthenium(II) complexes
ferent ROS/RNS types (Fig. 10B). Moreover, at 4 uM was observed a were synthesized and assessed for its cellular response in human pros-
decrease of ROS/RNS levels, probably because increasing concentra- tate carcinoma DU-145 cells in 2D and 3D culture systems for the first
tions promotes cell death. These results indicate that complex (4) can time. As discussed, other studies have shown that ruthenium complexes
enhance intracellular oxidative stress suggesting that apoptosis may be have been extensively reported as anticancer candidates in vitro and in
the principal mechanism of cell death triggered by ROS. This effect can vivo [6,68,69]. Herein we proposed lawsone as a bioactive natural
be guaranteed by the use of lawsone that has a mechanism of action compound that forms ruthenium complexes with potent cytotoxic ac-
closely related with their electron accepting capability producing tivity in cancer cells. Overall, the phosphine complexes studied in this
semiquinone radicals that can induce ROS production in the in- work showed promising values of ICs, against DU-145 prostate cancer
tracellular environment [65]. On the other hand, the production of cells. Complexes (3) and (4) displayed more potent cytotoxicity than
superoxide did not appear in any treatment of the complex (4), except metal-free lawsone against different cancer cell lines and can decrease
in inducer control (pyocyanin). the survival of DU-145 cells at lower concentrations better than cis-
Besides, to verify whether or not ROS/RNS generation increase is platin. Several studies shown the addition of phosphine ligand increase
related to the complex (4)-induced cytotoxicity, the cells were treated the lipophilicity of the complex, which in turn enhances the cytotoxic
with the ROS-scavenger N-acetyl-L-cysteine (NAC), an antioxidant that effect against several cancer cell lines [70-73]. This effect is related
has been demonstrated to present cytoprotective effects against ROS- with the enhanced lipophilicity which considerably affecting the uptake
induced cell death [66]. The results displayed that co-treatment with by tumor cells and proteins binding [41,74]. Our ruthenium complexes,
NAC suppressed the generation of intracellular ROS induced by com- especially the complex (4), exhibited considerable cytotoxic effects
plex (4) (Fig. 10C) and prevented the reduction of cell viability, as against 3D multicellular DU-145 spheroids that simulate the prostate
assessed by Alamar Blue assay (Fig. 10D). These findings suggest that tumor microenvironment. The compound also exhibited cytotoxic po-
the complex (4) played an essential role in inducing apoptosis, just as tency over 18-fold orders of magnitude higher than cisplatin in
other naphthoquinones derivatives compounds do [67], by induced monolayers of DU-145 cancer cells and for 3D multicellular DU-145
increasing oxidative stress, which was prevented by co-treatment with tumor spheroids. Even under a low non-cytotoxic concentration of
NAC. 0.125-0.5uM, (4) was able to effectively inhibit the cell adhesion and
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migration of DU-145 cells indicating antimetastatic potential in vitro.
Taken together, all the complexes (1-4) showed an effective DNA in-
teractive abilities via DNA minor groove intercalation, which can be
considered very valuable taking into account the importance of the
history and development of DNA intercalators as anticancer agents.
Additionally, complex (4) induced DU-145 cell apoptosis through ele-
vated intracellular ROS levels. Moreover, we also showed that ROS
scavenger NAC reduced cytotoxicity induced by ROS production caused
by the complex (4). In summary, this study describes a series of newly
synthesized phosphine/diimine ruthenium complexes containing the
1,4-naphthoquinone that have been identified as a potent anti-
proliferative and antimetastatic agents towards DU-145 cells. By our
data, we suggest the coordination with naphthoquinone bioligand en-
hance ROS-induced apoptotic cell death via upregulation of BAX/BCL-2
ratio. Therefore, the 1,4-naphthoquinone-containing ruthenium com-
plexes showed a promising anticancer activity better than cisplatin
toward prostate cancer cells, target the intracellular oxidative stress.

4. Experimental
4.1. Materials

4.1.1. Chemical and equipments

All chemicals used to prepare the ruthenium complexes were of
analytical grade or chemically pure grade. The synthesis of the com-
plexes were carried under argon atmosphere. The RuCl;-3H,O (CAS
13815-94-6), KPFg (CAS 17084-13-8), triphenylphosphine (PPh; CAS
603-35-0), bis(diphenylphosphino)methane (dppm, CAS 2071-20-7), N-
N = 2,2’-bipyridine (bipy, CAS 366-18-7), 1,10-phenanthroline (phen,
CAS 66-71-7), resazurin sodium salt (CAS 62758-13-8), calf-thymus
DNA (CT-DNA, CAS 73049-39-5), dimethylsulfoxide (DMSO, CAS 67-
68-5), dimethylformamide (DMF, CAS 68-12-2), methanol (CAS 67-56-
1), acetic acid (CAS 64-19-7), Triton™ X-100 (CAS 9002-93-1), 2/,7’-
dichlorofluorescein diacetate (H,DCFDA; CAS 4091-99-0), hydrogen
peroxide solution 30% (w/w) (H,O,; CAS 7722-84-1) agarose (CAS
9012-36- 6), collagen (CAS 9007-34-5), trypan blue (CAS 72-57-1),
crystal violet (CAS 548-62-9), N-acetyl-L-cysteine (NAC, CAS 616-91-1)
and pBR322 plasmid DNA from E. coli (CAS 93384-17-9) were obtained
from Sigma-Aldrich® MERCK (St. Louis, MO, USA). Fetal bovine serum
(FBS), Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), Roswell Park
Memorial Institute Medium (RPMI 1640), trypsin-EDTA 5X, accutase, L-
glutamine, antibiotic-antimycotic mix 100X, Hoechst 33342 (CAS
23491-52-3) and propidium iodide (PI; CAS 25535-16-4) were acquired
from Gibco—InVitrogen® Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA).
Matrigel® matrix was obtained from Corning (New York, NY, USA).
Fauldcispla® (cisplatin) and Fauldoxo® (doxorubicin hydrochloride)
were purchased from Libbs Pharmaceutical Ltda. (Sdo Paulo, SP,
Brazil). All the other chemicals were of analytical grade.

Elemental analyses (C, H, and N) were performed using a FISIONS
CHNS, model EA 1108 Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
equipment. The IR spectra were recorded on an FT-IR Bomem-
Michelson 102 spectrometer in the 4000-250 cm ™~ ' region using KBr
pellets. Conductivity measures were obtained in a Meter Lab CDM2300
using 103 M solutions of the complexes in CH,Cl,, at room tempera-
ture. All the NMR experiments were recorded on a Bruker DRX
400 MHz using tetramethylsilane as reference and DMSO-dg to solubi-
lize the complexes. UV-visible (UV-vis) was recorded on a Hewlett
Packard diode array — 8452A spectrophotometer. Fluorescence spectra
were performed using a Synergy H1 Fluorescence Spectrophotometer
(BioTek"). The electrochemical experiments were carried using a BAS,
model 100B at room temperature in CH,Cl, containing 0.10 M tetra-
butylammonium perchlorate (TBAP) (Fluka Purum®) as a supporting
electrolyte. The working and auxiliary electrodes were stationary Pt
foils, and the reference electrode was Ag/AgCl, 0.10 M TBAP in CH,Cl,,
in a Luggin capillary probe.
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4.1.2. Cell lines and culture conditions

Human lung carcinoma (A549, ATCC® CCL-185™), human prostate
carcinoma (DU-145, ATCC® HTB-81™), human hepatocellular carci-
noma (HepG2, ATCC® HB-8065™), human prostate adenocarcinoma
(PC-3, ATCC" CRL-1435™), human breast adenocarcinoma (MDA-MB-
231, ATCC" HTB-26™) and human umbilical vein endothelial cells
(HUVEC, ATCC® CRL-1730™) were obtained from American Type Cell
Collection (ATCC). Human colorectal adenocarcinoma (Caco-2, BCRJ
0059) and human gingival normal fibroblasts (FGH BCRJ 0089) were
obtained from Rio de Janeiro Cells Bank (BCRJ). The cells A549, Caco-
2, DU-145, HepG2, MDA-MB-231, and FGH, were cultured in
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), PC-3 and HUVEC cells
were grown in Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI 1640).
Both mediums were supplemented according to the needs of each
lineage, as recommended by its cell banks with 2 mM t-glutamine, 10%
or 20% FBS, 1% antibiotic-antimycotic solution (5 mg/mL penicillin,
5mg/mL streptomycin, and 10 mg/mL neomycin), 4.5 g/L of glucose
and 3.7 g/L of NaHCOs3. All cell lines were cultured in flasks at 37 °C in
5% CO, and 96% of relative humidity according to the procedures
proposed by [75]. The experiments were conducted between the third
and the eight-cell passage with sub-cultures every 3-4 days to maintain
exponential growth. The cell viability was examined using the trypan
blue exclusion assay for all experiments where over 90% of the cells
were viable at the beginning of the culture.

4.2. Methods

4.2.1. Synthesis and characterization of the ruthenium complexes

4.2.1.1. [Ru(law)(N-N),]PFs. The complexes [Ru(law)(N-N),]PFg
where N-N = bipy or phen were obtained from the reaction between
the complex precursor cis-[RuCly(N-N),] prepared how described by
[76] and the ligand lawsone (law). The ligand law (0.054 g; 0.31 mmol)
was added to the solution of ethanol and water (2:1 v/v) (30 mL) with
the complex precursor (0.21 mmol), 80 uL of triethylamine and KPFg
(0.076g; 0.41 mmol). The mixture was maintained in argon
atmosphere and reflux for 12h. The dark solution was concentrated
to ca. 5mL and the solid formed was filtered, washed with distilled
water and ethyl ether and dried under vacuum.

[Ru(law)(bipy)2]PF¢ (1): Yield: 0.113g (75%). Anal. Calc. For
C3oH21FsN4O3PRu exp. (calc.) C, 49.03 (49.25); H, 3.29 (2.89); N, 7.73
(7.66) %. Ay = 49.81 Q' cem?mol ™, in 1.0mM CH,Cl, solution. IR
(Selected bands, cm ~1): v(C;=0) 1590, v(C,=0) 1609, v(C,—0) 1027;
'H NMR (400 MHz, DMSO-de, 25 °C): 8(ppm): 10.3-7.3 (m, 20H, an
overlap of aromatic protons of bipy (16H) and Law (4H), 5.7 (s, 1H,
Law); C NMR (400 MHz, DMSO-dg, 25 °C): 8(ppm) 196.9 (C,=0),
182.7 (C4=0) and 172.7 (C,—0).

[Ru(law)(phen),]PFs (2): Yield: 0.102g (70%). Anal. Calc. For
Cs4H21FgN4O3PRu exp. (calc.) C, 52.09 (52.38); H, 2.81 (2.72); N, 6.93
(7.19) %. Ay = 44.74Q ' em?mol ™, in 1.0mM CH,Cl, solution. IR
(Selected bands, cm ™ 1): v(C;=0) 1593, ¥(C,=0) 1612, v(C,—0) 1098;
'H NMR (400 MHz, DMSO-de, 25 °C): 8(ppm): 10.8-7.4 (m, 20H, an
overlap of aromatic protons of phen (16H) and Law (4H), 5.6 (s, 1H,
Law); *C NMR (400 MHz, DMSO-dg, 25 °C): 8(ppm) 197.3 (C,=0),
182.5 (C4,=0) and 172.9 (C,—0).

4.2.1.2. [Ru(law)(dppm)(N-N)]PF¢. Firstly, the precursor complexes
cis-[RuCl,(dppm)(bipy)] and cis-[RuClo(dppm)(phen)] were obtained
from the reaction of the cis,trans-[RuCly(PPhs),(N-N)], where N-
N = bipy or phen [77] (0.12mmol) with the dppm (0.14 mmol) in
50mL of toluene. The reaction was kept in reflux under argon
atmosphere for 48 h. The red solid formed was filtered, washed with
ethyl ether and dried under vacuum.

The complexes [Ru(law)(dppm)(N-N)]PFs, where N-N = bipy or
phen were obtained from the precursor cis-[RuCly(dppm)(N-N)]. For
this, the ligand law (0.04 g; 0.22 mol) was added to the solution of cis-
[RuCly(dppm)(N-N)] (0.14 mmol) in 30 mL of CH,Cl,:CH3;0H (1:1, v/
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v). 80 pL of triethylamine and KPF¢ (0.28 mmol) were added and the
reaction kept in reflux under argon atmosphere for 12h. The volume
was reduced to ca. 5mL and water was added to precipitate a dark
solid.

[Ru(law)(dppm)(bipy)]PFs (3): Yield: 0.129 g (82%). Anal. Calc. for
C45H35FgN2O3P3Ru exp. (calc.) C, 56.26 (56.31); H 3.85 (3.68); N 2.65
(2.92) %. Ay = 48.0Q *ecm®mol ™!, in 1.0mM CH,Cl, solution. IR
(Selected bands, cm ™ 1): ¥(C;=0) 1603, ¥(C4,=0) 1614, v(C,—0) 1097.
31p{’H} NMR (162 MHz, CH,Cl,, 25°C) 8(ppm): (d, 17.9; 6.7/15.2;
5.75/%] = 73/68 Hz); 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 25°C): 8(ppm):
8.8-6.7 (m, 32H, an overlap of aromatic protons of phenyl groups of
dppm (20H), bipy (8H) and Law (4H), 5.8 (s, 1H, Law), 5.4 (m, 2H,
chain aliphatic of dppm); *C NMR (400 MHz, DMSO-ds, 25 °C): 8(ppm)
200.2/196.8 (C;=0), 182.4/181.9 (C4=0) and 172.4/171.2 (C5—0).

[Ru(law)(dppm)(phen)]PF¢ (4): Yield: 0.104g (78%). Anal. Calc.
for C4,H35FgN>O3P3Ru exp. (cale.) C, 57.67 (57.38); H, 3.71 (3.59); N,
2.48 (2.85) %. Ay = 50.3Q7 ' cm?*mol 7, in 1.0 mM CH,Cl, solution.
IR (Selected bands, cm™!): v(C;=0) 1599, »(C,=0) 1614, v(C,—0)
1101. *'P{’H} NMR (162 MHz, CH,Cl,, 25 °C) 8(ppm): (d, 18.2; 6.6/
15.4; 6.2/%] = 74/68 Hz); 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 25 °C):
8(ppm): 9.2-6.3 (m, 32H, an overlap of aromatic protons of phenyl
groups of dppm (20H), phen (8H) and Law (4H), 5.8 (s, 1H, Law), 5.5
(m, 2H, chain aliphatic of dppm); 13C NMR (400 MHz, DMSO-ds, 25 °C):
8(ppm) 200.3/196.8 (C;=0), 182.5/181.9 (C,=O0) and 172.6/171.4
(C2—0).

4.2.2. Partition coefficient (n-octanol/water) determination

The octanol-water partition coefficient (log P) were determined
using the shake-flask method [78]. Each complex was tested in a mix-
ture of equal volumes of water and n-octanol with continuous shaking
for 24 h at 112g and 37 °C. Then the samples were centrifuged for 5 min
at 10g, and the organic and aqueous phases were separated. The con-
centration of drug in each phase was measured spectrophotometrically
to determine values of log P = [compound] (in n-octanol)/[compound]
(in water). The experiments were carried out in triplicate.

4.2.3. Cytotoxicity activity assay

The in vitro antiproliferative activity was quantified using the
Alamar Blue assay, according to the method reported by [79]. Cells
were inserted in 96-well plates for all experiments (1.5 X 10* cells/
well). After 24 h, the complexes were dissolved in DMSO and added to
each well and incubated for 24 h. Dilutions of the complexes were
prepared to obtain concentrations ranging from 0.3 to 100 pM. Cis-
platin (Fauldcispla®) and doxorubicin hydrochloride (Fauldoxo®) were
used as the reference cytotoxic drugs. DMSO (0.1% (v/v)) was used as
the vehicle control. Following 24 h of incubation, 50 pL of Alamar Blue
(resazurin at 0.01% w/v) was added to each well, and the plates were
incubated for 2h, at 37 °C, in the dark. The fluorescence reading was
performed in a CaryEclipse Fluorescence Spectrophotometer (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) reader using excitation and
emission filters at wavelengths of 560 and 590 nm, respectively. The
potency of cell growth inhibition for each complex was expressed as
half-maximal (50%) inhibitory concentration (ICs).

4.2.4. Clonogenic assay

The clonogenic assay was performed in accordance by the guide-
lines of [43]. The DU-145 cells (1 x 10° cells/well) were inserted in 6-
well plate and treated with different concentrations varying of 0.125 to
1 uM of the complexes and cisplatin for 24 h. Negative control received
the vehicle (DMSO 0.1% (v/v)) that was used for diluting the com-
pounds tested. At the end of the treatments, the cells were washed with
PBS and harvested by trypsinization. The cells were counted using a
Neubauer chamber and re-plated then on Nunclon® cell culture dishes
of 21.5 cm? in a density of two hundred cells per culture dish for each
treatment in triplicate. After 7 days cells were washed with PBS and
fixed in ice-cold methanol: acetic acid: distilled water (1:1:8) for
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20 min, air-dried and stained with crystal violet (0.5% (w/v)) in PBS for
20 min. Colonies with at least 50 cells were counted. The plating effi-
ciency (PE) of DU-145 cells was calculated by the ratio of the number of
colonies observed after 7 days of incubation to the number of cells
seeded (two hundred). The average of colonies in control was regarded
as 100% and the number of colonies that arise after treatment of cells,
expressed regarding PE, is called the surviving fraction (SF), obtained
by:

_ Number of colonies counted in eacht treatment

SF X 100

Number of colonies counted in control x PE

4.2.5. 3D multicellular tumor spheroids culture

The multicellular tumor spheroids (MCTS) were obtained according
to the method reported by [80]. Briefly, 200 L of a solution of DU-145
cells (2.0 x 10% cells/well) were inserted in agarose-coated 96-well
plates (1.5% (w/v)) and cultured in complete medium plus 3% Ma-
trigel®. DU-145-MCTS with stable structures had formed after five days.
Then, the spheroids were exposed to the complexes in a range of five
different concentrations varying from 1 to 10uM and incubated for
24 h. Cisplatin (Fauldcispla®) at 25 uM was used as the reference cy-
totoxic drug. Negative control received the vehicle (DMSO 0.1% v/v)
that was used for diluting the compounds tested. At the end of the
experiment, the cell viability was determined by Alamar Blue assay as
described above. To investigate the morphological changes after
treatment, other MCTSs were examined for 12 days by light microscopy
(Inverted Trinocular Microscope Opton TNB-O5T-PL) using AxioVision
LE software (Carl Zeiss, Jena, Germany).

4.2.6. Wound healing migration assay

DU-145 cells were seeded at a density of 1 X 10° cells per well in
12-well plates and grown for 48h in 5% CO, in a humidified atmo-
sphere at 37 °C in serum-free media. Once confluent, a “wound” was
created across the cell monolayer using a sterile pipette. The culture
medium containing cells in suspension was removed and replaced with
new media containing different concentrations of the complex (4).
Negative control received the vehicle (DMSO 0.1% (v/v)) that was used
for diluting the compounds tested. Images of each wound were re-
corded using an inverted trinocular microscope (Opton TNB-O5T-PL)
coupled to a camera (AxioVision) with amplification of 10x, at dif-
ferent times (0-24 h). The wound closure was analyzed by the recorded
images using Image J software.

4.2.7. Cell adhesion

DU-145 cells were seeded at a density of 1.5 x 10* cells per well in
the presence or absence of different concentrations of the complex (4)
in pre-coated 96-well plates with either 15 pg/mL collagen or Matrigel®
150 ug/mL and left for 24 h at 5% CO, in a humidified atmosphere to
adhere. Negative control received the vehicle (DMSO 0.1% (v/v)) that
was used for diluting the compounds tested and, cell-free coated wells
acted as blank controls. Following adhesion, cells were washed 3x with
PBS and fixed with 100 pL. methanol at —20°C for 5min. Once re-
moved, cells were stained for 15 min with crystal violet (0.1% (w/v))
after which they were rinsed with tap water. Following 10 min air-
drying, 50 pL of 0.5% Triton™ X-100 was added to wells and left 2h at
room temperature with gentle agitation. Finally, the absorbance was
measured in a spectrophotometer (Biotek Elx800-Winooski, VT, USA)
set at 590 nm.

4.2.8. DNA interactions assays

The CT-DNA solution was prepared by dilution of 2 mg of the CT-
DNA in 1 mL of Tris-HCl buffer (4.5mM Tris-HCl, 0.5 mM Tris-base,
50 mM NaCl, pH 7.4), and the concentration was determined by ab-
sorption spectrophotometric using the molar absorption coefficient
6600 mol ~! dm® cm ™" at 260 nm [81].
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4.2.8.1. Interaction with CT-DNA (Calf Thymus) by circular dichroism
(CD). The interaction of the ruthenium complexes (1-4) with CT-DNA
by CD was investigated using a spectropolarimeter JASCO J720 from
240 to 350nm at 298K, in a continuous scanning mode
(200 nm min ™ 1Y), under constant nitrogen flush. The complexes were
incubated with CT-DNA (50 pM) at 37 °C for 18h in Tris-HCl buffer
containing 10% of DMSO for solubilization of the complexes, in molar
ratios ([complex]/[DNA]) ranging from 0.1 to 0.5.

4.2.8.2. pBR322 plasmid. Plasmid pBR322 (38 uM) was mixed with
different concentrations (4.84-38 uM) of ruthenium complexes and
incubated at 37 °C for 18 h. Then the loading buffer was added and the
samples and analyzed by agarose gel electrophoresis for 90 min in 1%
agarose gel using a Tris-acetate-EDTA (TAE) buffer (0.45M Tris-HCl,
0.45M acetic acid, 10 mM EDTA, pH 7.4) and employing ethidium
bromide for staining. The bands were visualized with a ChemiDoc MP
imager (BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA).

4.2.8.3. Competitive  displacement  with  Hoechst 33258 by
fluorescence. The competitive displacement assay was carried out
using as probe the Hoechst 33258 by the fluorescence quenching
experiment [57]. Thus, the CT-DNA (125uM) was incubated with
Hoechst (2.7 uM), and the extinction of the fluorescence intensity was
monitored by the addition of different concentrations of ruthenium
complexes in Tris-HCI containing 10% of DMSO. The fluorescence
emission spectra were recorded from 300 to 500 nm after excitation
wavelength of 343 nm, using an opaque 96-well plate, in a Synergy/H1-
Biotek fluorimeter, at 37 °C.

4.2.9. Apoptosis analyses

The measurement of cell death was performed by the guidelines of
[82]. Previously, the nuclear morphology of DU-145 cells was assessed
by Hoechst-propidium iodide (PI) dual-staining assay. Briefly, the cells
were seeded (5 x 102 cells/well) into black 96-well plates and main-
tained to attach at 37 °C in 5% CO,. After 24 h, the cells were treated
with complex (4) (0.25, 0.50, 1.0 and 2.0 uM) for 24 h. Negative control
received the vehicle (DMSO 0.1% (v/v)) and, positive controls received
cisplatin (25uM) and doxorubicin (5uM). The cells were incubated
with Hoechst 33342 (10 uM) and PI (10 uM) diluted in PBS for 10 min
at room temperature. The cells were then observed by ImageXpress
Micro XLS system (Molecular Devices, CA, USA). The detection of
apoptotic/necrotic cells was determined by flow cytometry using the
Alexa Fluor® 488 Annexin V/PI (Molecular Probes™) and the analysis
were performed according to the manufacturer’s instructions. Briefly,
DU-145 cells were seeded (5.5 x 10* cells/well) in 12-well plates and
maintained to attach at 37 °C in 5% CO,. After 24 h, the cells were
treated as described above. Then, the cells were collected with accutase,
washed with PBS and resuspended in 200 pL of cold annexin-binding
buffer. Next, it was added 10 pL of Alexa Fluor® 488 Annexin V (50 puL/
mL) staining buffer, and the mixture was incubated in the dark at 4°C
for 15 min. Previously the analyses, 100 pL of PI (2 pg/mL) was added,
and then, the fluorescence was measured by flow cytometry in a
FACSCanto flow cytometer (Becton Dickison, Franklin Lakes, NJ, USA)
using the Diva software. Ten thousand events were evaluated per ex-
periment, and cellular debris was omitted from the analysis.

4.2.10. Gene expression analysis by qPCR array

DU-145 cells were plated in bottles tissue culture (1x1 0° cells/mL).
After 24 h of incubation with complex (4) at ICsp, total RNA was iso-
lated from the cells using the RNeasy Plus mini kit (Qiagen, Hilden,
Germany) according to the manufacturer’s instructions. Total RNA was
quantified using a spectrophotometer at an absorbance of 260 nm in
NanoDrop ND-2000 (Thermo-Fisher Scientific, USA) and the quality of
each RNA sample was verified by gel electrophoresis in a Bioanalyzer
(Agilent Inc). RNA purity was calculated from the ratio of absorbance

Ase0/280 and the integrity by RIN (RNA Integrity Number).
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Complementary DNA (cDNA) strands were synthesized using the RT?
First Strand kit (Qiagen, Germany), following the manufacturer’s in-
structions. Quantitative PCR was carried out with the Power SYBR®
Green Master Mix in a Step One Plus system (Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, USA), using KiCqStart® SYBR® Green Primers prede-
signed for gene expression for mRNA analysis (Sigma-Aldrich), as fol-
lows: H.ACTB_1 (NM_001101), H BAX_1 (NM_004324) and H_BCL2_1
(NM_000633). Quantification of relative fold change of each gene was
calculated by 2*4°* method [83] using the reference gene ACTB (actin
beta) for normalization. All experiments were performed in triplicate in
DNase/RNase free conditions.

4.2.11. Detection of intracellular ROS and RNS

The total intracellular ROS generation was measured using
H2DCFDA, as reported by [84]. Briefly, DU-145 cells were seeded
(1.5 x 10* cells/well) into black 96-well plates and maintained to at-
tach at 37 °C in 5% CO,. After 24 h, the cells were treated with 1.5 uM
(ICs0) of the complex (4) for 1, 6, 12 and 24 h. After that, the cells were
labeled with H2DCFDA solution at 5uM in DMF. After that, the fluor-
escence intensity was measured in a Synergy H1 Fluorescence Spec-
trophotometer (BioTek®), at the excitation and emission wavelengths of
495 and 527 nm, respectively. After that, the ROS/RNS levels were
measured using Cellular ROS/Superoxide Detection Assay Kit (Abcam).
The cells were seeded (1.5 x 10* cells/well) into black 96-well plates
and maintained to attach at 37 °C in 5% CO,. After 24 h, the cells were
treated with complex (4) (0.25, 0.50, 1.0 and 2.0 pM) for 24 h. Negative
control received the vehicle (DMSO 0.1% v/v), and positive control
received pyocyanin (250 pM) as ROS inducer. Following this, the cells
were labeled with Oxidative Stress Detection Reagent (Green) for ROS
detection and Superoxide Detection Reagent (Orange) according to the
manufacturer’s instruction. Fluorescence was then measured in quad-
ruplicates using a fluorescent microplate reader Synergy H1 (BioTek®)
with standard fluorescein (Ex = 488 nm, Em = 520 nm) and rhodamine
(Ex = 550 nm, Em = 610 nm) filter sets for ROS and superoxide de-
termination, respectively.

The protection assays using the antioxidant NAC were also per-
formed. In brief, the cells were treated with 5mM NAC in association
with complex (4) (0.25, 0.50, 1.0 and 2.0 uM) for 24 h. The cells were
then labeled with H2DCFDA solution, and the ROS levels were mea-
sured as described above. In a new set of experiments, the cells were
treated with 5 mM NAC in association with cytotoxic concentrations of
(4). After 24 h of treatment, the cell viability was determined by Alamar
Blue assay as described above.

4.3. Statistical analysis

+

Data are presented as mean *+ S.E.M. or as ICs, values with 95%
confidence intervals (CI 95%) obtained by nonlinear regression.
Differences between experimental groups were compared using analysis
of variance (ANOVA) followed by the Dunnet's or Tukey's test
(p < 0.05). All statistical analyses were performed using GraphPad
Prism 7 for Mac OS X (Intuitive Software for Science, San Diego, CA,
USA).
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Abstract Three ruthenium(II) phosphine/diimine/
picolinate complexes were selected aimed at investi-
gating anticancer activity against several cancer cell
lines and the capacity of inhibiting the supercoiled
DNA relaxation mediated by human topoisomerase 1B
(Top 1). The structure-lipophilicity relationship in
membrane permeability using the Caco-2 cells have
also been evaluated in this study. SCAR 5 was found
to present 45 times more cytotoxicity against breast
cancer cell when compared to cisplatin. SCAR 4 and 5
were both found to be capable of inhibiting the
supercoiled DNA relaxation mediated by Top 1.
Interaction studies showed that SCAR 4 and 5 can
bind to DNA through electrostatic interactions while
SCAR 6 is able to bind covalently to DNA. The
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complexes SCAR were found to interact differently
with bovine serum albumin (BSA) suggesting
hydrophobic interactions with albumin. The perme-
ability of all complexes was seen to be dependent on
their lipophilicity. SCAR 4 and S exhibited high
membrane permeability (P,,, > 10 x 107%cm-s™h)
in the presence of BSA. The complexes may pass
through Caco-2 monolayer via passive diffusion
mechanism and our results suggest that lipophilicity
and interaction with BSA may influence the com-
plexes permeation. In conclusion, we demonstrated
that complexes have powerful pharmacological activ-
ity, with different results for each complex depending
on the combination of their ligands.
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topoisomerase and PARP inhibitors
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Abstract Due to their unique and versatile bio-
chemical properties, ruthenium-based compounds
have emerged as promising anticancer agents.
Previous studies showed that three ruthenium(II)
compounds: [Ru(pySH)(bipy)(dppb)]PFs (1), [Ru
(HSpym)(bipy)(dppb)IPFs (2) and Ru[(SpymMe,)
(bipy)(dppb)]PFg (3) presented anticancer properties
higher than doxorubicin and cisplatin and acted as
human topoisomerase IB (Topo I) inhibitors. Here, we
focused our studies on in vitro intestinal permeability
and anticancer mechanisms of these three complexes.
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Caco-2 permeation studies showed that 1 did not
permeate the monolayer of intestinal cells, suggesting
a lack of absorption on oral administration, while 2
and 3 permeated the cells after 60 and 120 min,
respectively. Complexes 2 and 3 fully inhibited Topo
II relaxation activity at 125 pM. In previously studies,
3 was the most potent inhibitor of Topo I, here, we
concluded that it is a dual topoisomerase inhibitor.
Moreover, it presented selectivity to cancer cells when
evaluated by clonogenic assay. Thus, 3 was selected to
gene expression assay front MDA-MB-231 cells from
triple-negative breast cancer (TNBC), which repre-
sents the highly aggressive subgroup of breast cancers
with poor prognosis. The analyses revealed changes of
27 out of 84 sought target genes. PARPI and PARP2
were 5.29 and 1.83 times down-regulated after treat-
ment with 3, respectively. PARPs have been attractive
antitumor drug targets, considering PARP inhibition
could suppress DNA damage repair and sensitize
tumor cells to DNA damage agents. Recent advances
in DNA repair studies have shown that an approach
that causes cell lethality using synthetic PARP-
inhibiting drugs has produced promising results in
TNBC.
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Non-mutagenic Ru(i) complexes: cytotoxicity,
topoisomerase IB inhibition, DNA and HSA
bindingt

Monize M. da Silva, @2 Mariana S. de Camargo,@b Rodrigo S. Correa, ®¢
Silvia Castelli,? Rone A. De Grandis, @ ¢ Jessica E. Takarada, 2

Eliana A. Varanda, © 9 Eduardo E. Castellano, ¢ Victor M. Deflon, &
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Herein we discuss five ruthenium(i) complexes with good cytotoxicity against cancer cells. These com-
plexes are named [Ru(tzdt)(bipy)(dppb)IPFe (1), [Ru(mmi)(bipy)(dppb)IPFe (2), [Ru(dmp)(bipy)(dppb)IPFg (3),
[Ru(mpca)(bipy)(dppb)IPFes (4) and [Ru(2maq)(bipy)(dppb)IPFg (5), where tzdt = 1,3-thiazolidine-2-thione,
mmi = mercapto-1-methyl-imidazole, dmp = 4,6-diamino-2-mercaptopyrimidine, mpca = 6-mercapto-
pyridine-3-carboxylic acid, 2mq = 2-mercapto-4(3H)-quinazolinone, bipy = 2,2'-bipyridine and dppb =
1,4-bis(diphenylphosphino)butane. In vitro cell culture experiments revealed significant cytotoxic activity
for 1-5 against MDA-MB-231, MCF-7, A549, DU-145 and HepG2 tumor cells, higher than that for the
standard anticancer drug cisplatin. Compound/DNA interaction studies were carried out showing that
1-5 interact with DNA by electrostatic force of attraction or by hydrogen bonding. Moreover, the com-
plexes interact, moderately and spontaneously, with human serum albumin (HSA) through the hydro-
phobic region. The five complexes are able to inhibit the DNA supercoiled relaxation mediated by human
topoisomerase IB (ToplB), and complex 1 is found to be the most efficient ToplIB inhibitor among the five
compounds. The inhibitory effect and analysis of different steps of the ToplIB catalytic cycle indicate that
complex 1 inhibits the cleavage reaction impeding the binding of the enzyme to DNA and has no effect
on the religation step. Complexes 1, 2 and 3 did not show mutagenic activity when they were evaluated
by the cytokinesis-block micronucleus cytome assay in HepG2 cells and the Ames test in the presence
and absence of mouse liver S9 metabolic activation. Therefore, it is necessary to perform further in-depth

rsc.li/dalton analysis of the therapeutic potential of these promising ruthenium complexes as anticancer drugs.
Introduction
Cisplatin is one of the most widely used anticancer drugs. The
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limited applicability, acquired resistance, and serious side
effects, which have limited its application." Therefore, develop-
ing new metal-based compounds cytotoxic for cancer cells,
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the last few year, and one of the most promising metals in
cancer therapy is ruthenium.*” Thus, ruthenium complexes
have attracted attention not only as anticancer candidates, but
also as antibacterial and antifungal drug candidates.®
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activity has been widely investigated and several possibilities
have been suggested to underlie the anticancer activities of
metal complexes, including their interaction with DNA”°
1011 and inhibition of topoisomerase enzyme

1213 among others. Topoisomerases are involved in

activity,
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Ruthenium(II)-mercapto Complexes with Anticancer Activity Interact with
Topoisomerase 1B
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Herein we present four new ruthenium(Il) complexes: [Ru(mtz),(dppb)] (1),
[Ru(mmi),(dppb)] (2), [Ru(dmp),(dppb)] (3), and [Ru(mpea),(dppb)] (4), where
mtz = 2-mercaptothiazoline; mmi = 2-mercapto-1-methyl-imidazole; dmp = 4,6-diamino-
2-mercaptopyrimidine; mpca = 6-mercaptopyridine-3-carboxylic acid;
dppb = 1,4-bis(diphenylphosphino)butane. In vitro cell culture experiments revealed cytotoxic
activity for complexes 2, 3 and 4 against MCF-7 (breast, non-invasive), MDA-MB-231 (breast,
invasive), A549 (lung), DU-145 (prostate) and HepG2 (liver) tumor cells, in some cases lower
than the half maximal inhibitory concentration (ICs,) for the reference drug (cisplatin). The
deoxyribonucleic acid (DNA) interactions studied by viscosity measurements, gel electrophoresis
and square-wave voltammetry indicated that the DNA binding affinity primarily occurs through
non-covalent interactions. Only complex 2 was able to fully inhibit the DNA supercoiled relaxation
mediated by human topoisomerase IB (Top IB). The analysis indicates that complex 2 inhibits
the cleavage and the reconnection steps of the catalytic cycle, being both a poison and a catalytic
inhibitor.

Keywords: ruthenium(Il) complexes, mercapto ligands, cytotoxicity, topoisomerase 1B

Introduction

Mercapto molecules have been used as ligands to
prepare compounds with different biological activities,
mainly because they already have some antitumor and
antiviral activities and may have synergistic effects when
coordinated to the metal."* These characteristics make
the interaction of mercapto ligands with heavy metals of
particular interest for the synthesis of complexes that could
be potential metalodrugs.?

*e-mail: monize_martins @yahoo.com.br; daab@ufscar.br

Metal complexes, which efficiently bind and cleave
deoxyribonucleic acid (DNA) under physiological
conditions stopping the reconnection of the biomolecule,
can be considered as potential candidates for use as
therapeutic agents against cancer, and thus should be
considered as an issue deserving further scrutiny.*®

Ruthenium compounds with bidentate ligands are
not very toxic and some of them have shown to be quite
selective for cancer cells. Thus, this class of complexes has
advantages compared to platinum drugs, showing greater
selectivity for cancer cells, leading to reduced side effects.
These complexes have also demonstrated cytotoxic activity
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Keywords:
Copalic acid
Kaurenoic acid

Ethnopharmacological relevance: Copaiba oleoresin has been used in folk medicine in the treatment of bronchitis,
syphilis, skin diseases and ulcers due to its anti-inflammatory and antiseptic activities, but there is no in-
formation about major compounds oral absorption to support the traditional use.

Caco-_2 L ab . Aim of study: Considering the potential of copalic (CA) and kaurenoic acid (KA) — major biological activity (in
iz:fltlllr:; absorption vitro) diterpenes found in the oleoresin, this study aimed to evaluate the intestinal permeability of CA and KA

using Caco-2 cells model as predictive test for oral drug absorption.

Materials and methods: Chemical stability at pH 1.2 and 7.4 and plasma stability were evaluated to mimic
physiological conditions of the gastrointestinal tract. The intestinal permeability of CA and KA was evaluated in
Caco-2 cells in the presence and absence of the P-glycoprotein inhibitor verapamil.

Results: CA and KA were rapidly degraded at pH 1.2 (0.2M Clark-Lubs buffer). At pH 7.4 (0.1 M phosphate
buffer), CA was stable for up to 24 h and KA for up to 6 h. In human plasma, CA and KA can be considered stable
for 24 h and 12 h at 37 °C, respectively. Caco-2 cells were considered viable when incubated with CA or KA in the
range of 3.9-250 uM for 24 h. CA and KA exhibited moderate apparent permeability (P,pp) of 4.67 ( = 0.08)
x 107® em/s and 4.66 ( = 0.04) x 10~ ° cm/s, respectively. Simultaneous incubation with verapamil showed
that P-glycoprotein does not play a relevant role on CA and KA oral absorption, with P,;, of 4.48 ( = 0.26)
x 107% ecm/s and 5.37 ( + 0.72) x 10~° cm/s observed for CA and KA, respectively.

Conclusion: The oral absorption of both CA and KA is driven by mainly passive permeability, is not limited by p-
glycoprotein, but enteric-coated dosage forms should be used to avoid chemical instability in the gastric pH.

1. Introduction

Copaifera species, popularly known as "copaibeiras" or "copaiba", are
of great economic and ecological interest in Amazon forest. It is esti-
mated that Copaiba oleoresin has been used in popular medicine for
more than 500 years (Pieri et al., 2009). Gaspar Barléu observed that
animals rubbed themselves in the trunk of Copaifera to heal their
wounds (Barléu, 1974). It is assumed that by observing this behaviour,
natives began to use the oleoresin with the same intention of healing
(Pieri et al., 2009; Veiga Junior and Pinto, 2002). Beyond the use for
healing several skin wounds such as ulcers scarring and leishmania skin

lesions, copaiba oleoresin has also been used orally in folk medicine in
the treatment of bronchitis and syphilis due to anti-inflammatory and
antiseptic activities (Albuquerque et al., 2017; Vargas et al., 2015;
Tincusi et al., 2002). Natives also apply the oleoresin as mosquito re-
pellent, and currently investigations allowed the development patented
formulations for the use based on the traditional knowledge (Pohlit
et al., 2011a, 2011b).

Copalic acid (CA) and kaurenoic acid (KA) (Fig. 1) are two major
diterpenes of copaiba oleoresin (Veiga Junior et al., 2007, 2005). CA
presents in vitro antibacterial activity (da Trindade et al., 2018; Souza
et al., 2018), antifungal activity against dermatophytes, (Nakamura

* Correspondence to: Sdo Paulo State University (UNESP), School of Pharmaceutical Sciences, Rodovia Araraquara-Jat, km 01, Araraquara, SP ZIP 14801-902,

Brazil.
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Copaifera langsdorffii L. is one of the most known medicinal species Received 12 July 2018
in Brazil. Its leaves are rich in phenolic compounds with potential Accepted 29 October 2018

biological activities as an antioxidant and chelating agent. This paper
reports the isolation of four compounds from the hydroalcoholic
extract of the leaves of C. langsdorffii and the investigation of their pos-
sible cytoprotective effects against heavy metal poisoning. Quercitrin tion: heavy metals;

(1), afzelin (2), 3,5-di-O-(3-O-methyl galloyl) quinic acid (3) and 4,5-di-O- flavc’moids; galloyl<;|uinic
(3-O-methyl galloyl) quinic acid (4), were associated with toxic doses of compounds
methylmercury and lead and evaluated by Alamar blue cell viability

assays in HepG2 and PC12. The compounds displayed significant

cytoprotective effect for the HepG2 cell line against both metals.

Compounds 1-4 did not protect PC12 cells against methylmercury

induced-cytotoxicity, but at lower concentrations, they protected

against lead induced-cytotoxicity. The evaluated compounds showed

a promising cytoprotection effect against exposure to heavy metals

and should be further investigated as protective agents.

KEYWORDS
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Abnormal epigenetic alterations are one of the keystones of cancer development. Epigenetic targeting drugs have
Isothiocyanate become a promising and effective cancer therapy strategy. However, due to the high toxicity and unclear me-
Active compound chanisms of action of these drugs, natural compounds that cause epigenetic modulation have also been studied.
Sefl“e“Cif‘g Sulforaphane (SFN) is a promising bioactive compound for epigenetic targeting therapy. In this study, we in-
Epigenetics . vestigate the effects of SFN on gene expression and DNA methylation in human hepatocellular carcinoma cells
Chemoprevention

(HepG2). Using high throughput technologies in combination with cell-based assays, we find SFN is a potent
anticancer agent, as it induces DNA damage, mitotic spindle abnormalities followed by apoptosis and pro-
liferation inhibition in HepG2 cells. Our results show the upregulation of DNA damage response and cell cycle
checkpoint genes. Also, we find the downregulation of cellular pathways frequently overexpressed in human
cancer. As expected, SFN exerts epigenetic modulation effects by inhibiting histone deacetylases (HDACs). SFN
might affect the activity of oncogenic transcription factors through methylation of its binding sites motifs. Our
findings offer insights into SFN chemopreventive molecular effects in HepG2 cells and highlight SFN as a va-
luable natural approach to cancer therapy for future investigation.

1. Introduction

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most aggressive and lethal
malignancy of primary liver cancer (Hlady and Robertson, 2018). Un-
satisfactory results with conventional treatments due to the high re-
currence rate underscore the need for novel approaches to treat liver
cancer (Zeidler et al., 2017). In addition to genetic mutations, epige-
netic modulation is associated with the initiation and development of
HCC (Ma et al., 2014). Silencing of tumor suppressors and activation of
oncogenes by epigenetic mechanisms such as aberrant DNA methyla-
tion pattern and histone modifications plays an essential role in pro-
moting cancer (Kelly and Issa, 2017). Global DNA methylation changes
and abnormal expression of epigenetic regulatory genes have been

reported in HCC (Ozen et al., 2013). Deacetylation of histones via
histone deacetylases (HDACs) results in transcriptional repression and
heterochromatin formation (Yang and Seto, 2007). High expression of
these enzymes has been reported in many types of cancer, including
HCC (Li and Seto, 2016).

Research investigating novel approaches for the treatment and
prevention of cancer has improved our understanding of the interac-
tions between diet and gene regulation (Nosrati et al., 2017). Many
dietary compounds have been shown to be useful in cancer prevention
by modulating gene expression through multiple mechanisms (Hardy
and Tollefsbol, 2011; Meeran et al., 2010). Sulforaphane (SFN), a
bioactive isothiocyanate found in cruciferous vegetables, activates the
nuclear factor NRF2, upregulating cytoprotective genes, including
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