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RESUMO

O céncer de mama € o tipo prevalente entre as mulheres e compreende um grupo
heterogéneo de tumores com diferentes prognosticos e respostas ao tratamento, incluindo os
tumores receptor de estrégeno positivo (ER+), 0s que apresentam superexpressao do receptor
para o fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER2+) e os triplo-negativos. A cisplatina
€ um agente quimioterdpico utilizado na pratica clinica para o tratamento de varios tipos
tumorais, entretanto, os efeitos toxicos adversos desse medicamento, limitam seu uso. Assim,
a prospeccao de novos compostos com atividade antitumoral é importante para aumentar a
eficiéncia do tratamento do cancer de mama. Este é o caso dos complexos de paladio(ll). O
presente trabalho avaliou a atividade citotoxica do ligante (C1) e de complexos de paladio(ll),
derivados deste (C2 — C7), frente as linhagens celulares MCF-7, de tumor de mama ER+ e
MDA-MB-435, de tumor de mama triplo-negativo. As células foram cultivadas em meio
RPMI, contendo 20% de soro fetal bovino e antibiéticos, a 37° C, em atmosfera umidificada
com 5% de CO,. Foram realizados os ensaios: de sulforrodamina B para avaliacdo da
viabilidade celular, clonogénico, de migracdo, de adesdo, morfolégico, morfométrico, de
fragmentacdo do DNA genémico e de ligacdio ao DNA plasmidial. Os resultados
demonstraram que houve reducdo da viabilidade celular ap6s tratamento com os complexos
de paladio(ll) e estes inibiram completamente a sobrevivéncia celular, avaliada pelo ensaio
clonogénico. O tratamento alterou a morfologia e induziu a morte celular. Assim, 0s
complexos de paladio(ll) podem ser considerados antitumorais. Além disso, 0s complexos
inibiram a migracdo e adesdo das células a matriz extracelular, o que indica atividade
antimetastatica. Também apresentaram capacidade de ligacdo ao DNA plasmidial induzindo a
quebra tanto do DNA plasmidial como do DNA gendmico das células, com formacdo de
padrdo escada do DNA, indicando apoptose. Assim, os complexos analisados apresentaram
atividade antitumoral e antimetastatica, podendo ser considerados supressores tumorais e seu
mecanismo de acao inclui a inducao de apoptose. Os resultados deste trabalho indicaram que
os complexos C5 e C7 foram ativos, em todos os testes realizados, tanto para células MCF-7
como para MDA-MB-435, sendo bons candidatos para o desenvolvimento de novos farmacos
para o tratamento do cancer de mama.

Palavras-chave: Neoplasias da Mama. Complexos de Coordenacgdo. Células.



ABSTRACT

Breast cancer is the prevalent cancer type among women and comprises a heterogeneous
group of tumors with different prognoses and responses to treatment, including estrogen
receptor positive tumors (ER+), those with overexpression of the receptor to the human
epidermal growth factor 2 (HER2+) and triple-negatives. Cisplatin is a chemotherapeutic
agent used in clinical practice for the treatment of various tumor types, however, the adverse
effects of this compound, limit its use. Thus, the search for new compounds with antitumor
activity is important to increase the efficiency of breast cancer treatment. This is the case of
palladium(l1) complexes. The present study evaluated the cytotoxic activity of the ligand (C1)
and palladium(I1) complexes(C2-C7), derived from the ligand, to the cell lines MCF-7, breast
tumor ER+ and MDA-MB-435, triple-negative breast tumor. The cells were cultured in RPMI
medium containing 20% fetal bovine serum and antibiotics, and maintained at 37 °C in
humidified atmosphere, with 5% CO,. The following tests were carried out: sulforhodamine
(B) for the evaluation of cell viability, clonogenic, migration and adhesion assays,
morphological and morphometric studies, genomic DNA fragmentation analysis and
plasmidial DNA binding test. The results showed that there was a reduction of cell viability
after treatment with palladium(Il) complexes and these inhibited completely the cell survival
in the clonogenic assay. The treatment induced cell morphological alterations and cell death.
Thus the palladium(Il) complexes can be considered antitumor compounds. In addition, the
complexes inhibited migration and adhesion of the cells to the extracellular matrix, which
indicates antimetastatic activity. The complexes showed plasmidial DNA binding capacity
and induced break of both plasmidial and genomic DNA, with DNA ladder pattern formation,
indicating apoptosis. Thus, the complexes analyzed showed antitumor and antimetastatic
activities, can be considered tumor suppressors and their mechanism of action includes the
induction of apoptosis. The results of this work indicated that the complexes C5 and C7 were
active in all tests, both for MCF-7 and MDA-MB-435 being good candidates for the
development of new drugs for the treatment of breast cancer.

Keywords: Breast Neoplasms. Coordination Complexes. Cells.
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1 INTRODUCAO

O cancer de mama € o tipo que mais acomete as mulheres em todo o mundo, tanto em
paises em desenvolvimento quanto desenvolvidos. Existem diversos tipos de tumores
mamarios, fenotipicamente distintos, devido a mutacdo em diferentes genes, que controlam a
proliferacdo e a diferenciacdo do tecido mamaério. Dentre estes, destacam-se os tumores que
expressam o receptor de estrégeno (ER+), o receptor de progesterona (PR+), 0s que
apresentam superexpressao do receptor para o fator de crescimento epidérmico humano 2
(HER2+) ou a amplificagdo do gene ERBB2 e os triplo-negativos, que ndo expressam oS
receptores de estrogeno, progesterona e ndo apresentam a superexpressao de HER2, para o0s
quais ndo ha terapia alvo disponivel. Apesar de ser uma patologia de bom prognostico, se
diagnosticada precocemente, ainda ndo ha tratamento curativo para varios tipos de tumores
mamarios, especialmente, quando ocorrem metastases. Assim, é importante a busca por
compostos mais eficazes para o tratamento desta patologia.

Os complexos de platina sdo utilizados como agentes quimioterapicos, sendo a
cisplatina [cis-diaminodicloroplatina(ll)], a mais utilizada clinicamente. Contudo, os efeitos
adversos e o desenvolvimento de resisténcia pelas células tumorais limitam seu uso. Para
contornar esses problemas, novos compostos tém sido sintetizados. Neste contexto inserem-se
aqueles contendo palédio, um metal menos toxico ao organismo quando comparado a platina.
Varios complexos de paladio(ll) apresentam atividade citotoxica para células tumorais. Em
estudo anterior de nosso laboratério com dois complexos de paladio(ll) evidenciou o efeito
citotdxico e inibidor do crescimento de células de adenocarcinoma mamério MDA-MB-435.

Assim, o objetivo do presente trabalho foi verificar a atividade citotdxica de novos
complexos iminicos de paladio(ll), frente células MCF-7 (modelo de carcinoma mamario
humano ER+) e para células MDA-MB-435 (modelo de carcinoma mamario humano triplo-

negativo).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer de mama: incidéncia e fatores de risco

As doencas e agravos ndo transmissiveis sdo 0s principais responsaveis mundiais pelo
adoecimento e 6ébito, com destaque para o cancer. Cancer € o nome dado a um conjunto de
mais de 100 doencas multifatoriais, que tém em comum o crescimento desordenado ou
maligno de células que invadem os tecidos e 6rgdos, podendo se espalhar para outras regies
do corpo, formando metastases. Dividindo-se rapidamente, as células cancerosas formam as
neoplasias ou tumores malignos. As alteracGes genéticas observadas no cancer ocorrem em
células germinativas ou somaticas. As que ocorrem em células germinativas podem ser
herdadas, enquanto as que ocorrem em células somaticas sdo adquiridas ao longo da vida por
acumulo de mutacBes no DNA, decorrentes de fatores enddgenos e exdgenos. Tanto as
alteracbes germinativas como somaticas tém papel fundamental na predisposicdo individual
ao cancer, influenciando tanto a iniciacdo como a progressao tumoral. Assim, as alteracGes
genéticas servem como biomarcadores efetivos para a deteccdo precoce, monitoracdo e
prognostico do cancer (BRAY et al., 2018; INSTITUTO, 2017; LOW; ZEMBUTSU;
NAKAMURA, 2018).

O céancer de mama é a neoplasia maligna de maior ocorréncia na populagdo feminina,
compreendendo, aproximadamente, 25% de todos os canceres em mulheres e a segunda maior
causa de morte por cancer no mundo (BRAY et al., 2018). A estimativa no Brasil, para cada
ano do biénio 2018-2019, aponta a ocorréncia de cerca de 59.700 mil novos casos de cancer
de mama e no estado de Minas Gerais, para 0 ano de 2018, a projecdo foi de 5.360 novos
casos. Este tipo de cancer é considerado relativamente de bom prognostico, se diagnosticado
precocemente, com taxas de cura que, em geral, chegam a 90%. Entretanto, no Brasil os
indices de mortalidade continuam elevados, principalmente, devido ao diagndstico tardio
(INSTITUTO, 2017).

Este cancer € resultado da relagdo entre fatores ambientais e genéticos (multifatorial),
envolvendo fatores bioldgico-endocrinos, vida reprodutiva, comportamento e estilo de vida.
Os principais fatores de risco para a ocorréncia do cancer de mama séo: idade da primeira
menstruacdo menor que 12 anos; menopausa apos 0s 55 anos; nuliparidade; primeira gravidez
apo6s os 30 anos; uso de anticoncepcionais; terapia de reposicdo hormonal na menopausa,
especialmente, por tempo prolongado; exposi¢do a radiacdo ionizante; consumo de bebidas

alcoolicas e tabaco; obesidade; sedentarismo e mutacGes nos genes BRCAL e BRCA2, que
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favorecem a ocorréncia do cancer de mama e de ovario (HIATT; BRODY, 2018;
INSTITUTO, 2017).

2.2 Tumores mamarios: tipos e tratamento

Apesar da mesma origem tecidual, os carcinomas de mama séo heterogéneos. O cancer
de mama apresenta etiologia complexa, com mutacGes génicas, que resultam na perda de
funcdo supressora de tumor e sinalizacdo cruzada das vias de transducdo de sinais, 0 que
determina a heterogeneidade molecular e morfoldgica desta neoplasia. A heterogeneidade
tumoral determina as caracteristicas clinicas da doenca, o comportamento metastatico e a
resposta terapéutica. Assim, tumores com a mesma classificacéo histologica podem apresentar
diferencas no perfil molecular, 0 que pode determinar diferencas no curso bioldgico da
doencga e na resposta ao tratamento (EZENWAJIAKU; MA; ADEMUYIWA, 2018; GROSS
et al., 2016).

Os tumores mamarios sdo classificados em subtipos, com base na morfologia,
organizacdo estrutural, presenca de marcadores imuno-histoquimicos e moleculares, que sdo
utilizados no diagnostico e sdo importantes para o planejamento terapéutico. Os marcadores
imuno-histoquimicos mais utilizados sdo os receptores de estrogeno o (ER), progesterona
(PR), do fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER2) e mais recentemente o Ki-67
(indice de proliferacdo celular), proteina nuclear ndo-histénica, expressa em células em
proliferacdo. Assim, em termos clinicos ha quatro tipos de tumores mamarios: luminal A
(ER+, PR+, HER2-, Ki-67 < 14%); luminal B, que pode ser HER2- (ER+ e/ou PR+, HER2-,
Ki-67 > 14%) ou HER2+ (ER+ e/ou PR+, HER2+, Ki-67 variavel); HER2 superexpresso
(ER-, PR-, HER2+) e triplo-negativo (ER-, PR-, HER2-). A expressdo de ER, PR e Ki-67 é
determinada por imuno-histoquimica, assim como a expressdo de HER2, que pode também
ser determinada por hibridizacdo in situ. Ainda os tumores sdo caracterizados pelo grau
histolégico e expressdo de Ki-67, para distinguir os tumores luminal A e B, fatores
importantes para determinar o tipo de tratamento (CURIGLIANO et al., 2017).

Os tumores luminal A apresentam forte marcacdo para ER e PR; Ki-67 e grau
histologico baixos. Os tumores luminal B apresentam marcacao para ER menor e PR variavel,
Ki-67 alto e grau histoldégico maior que os luminal A. O tumor é classificado como positivo

para ER ou PR quando ocorre imunomarcagdo > 1% dos nucleos celulares e o Ki67 é
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considerado alto quando ocorre imunomarcacdo > 14% (CURIGLIANO et al., 2017,
HAMMOND et al., 2010).

Para ser classificado como HER2+ toda a circunferéncia da membrana celular dever ser
marcada intensamente por imuno-histoquimica em 10% ou mais células e no caso de
diagnostico ou confirmacgdo diagndstica por hibridizacdo in situ, o uso de duas sondas
moleculares, HER2/CEP17, é o mais indicado (CURIGLIANO et al., 2017; HAMMOND et
al., 2010; WOLFF et al., 2018).

As caracteristicas clinicas sdo fundamentais para determinacdo do tipo de tumor
mamario e do tratamento, entretanto, a classificacdo baseada apenas em marcadores imuno-
histoquimicos apresenta-se insuficiente para a caracterizacdo de alguns tipos de tumores,
inclusive para a escolha mais adequada do tratamento. Assim, esforgos para a melhor
compreensdo sobre a heterogeneidade do cancer de mama, baseado em padrdes de expressao
génica resultaram na primeira classificacdo molecular em 5 subtipos intrinsecos de tumores
mamarios: luminal A, luminal B, HER2 superexpresso, basal-simile (“basal-like””) e normal-
simile (PEROU et al., 2000). Desde entdo, outros subtipos moleculares foram descritos
(FARMER et al., 2005; PRAT et al., 2010; CURTIS et al., 2012).

O subtipo basal-simile apresenta perfil de expressdo génica semelhante ao das células
mioepiteliais do tecido mamario normal (epitélio basal de outros tecidos normais) e quando de
sua descri¢do acreditou-se englobar todos os tumores de mama triplo-negativos. Entretanto,
estudos posteriores demonstraram que nem todos 0s tumores de mama basal-simile sdo triplo-
negativos, bem como nem todos os tumores triplo-negativos sdo do tipo basal e os estudos
moleculares tém demonstrado que os tumores de mama triplo-negativos sdo o grupo com
maior heterogeneidade (BERTUCCI et al., 2008). Assim, a maioria dos carcinomas de mama
basal-simile € triplo-negativo (ER-, PR-, HER2-) por reacdo imuno-histoquimica (BARROS;
LEITE, 2015; SERRA et al., 2014; UNTCH et al., 2013).

A analise molecular dos tumores triplo-negativos demonstrou instabilidade genémica,
alta frequéncia de mutacdo no gene TP53 (68% dos casos), além de outras aberracGes
cromossOmicas estruturais e numéricas (KHOSRAVI-SHAHI; CABEZON-GUTIERREZ;
CUSTODIO-CABELLO, 2018; RIDA et al., 2018). Muitos apresentam mutacdo em BRCAL e
BRCA2, além de outros genes envolvidos no reparo por recombinagdo homdloga e
superexpressdo do receptor para o fator de crescimento epidérmico humano 1, HER1
(KHOSRAVI-SHAHI; CABEZON-GUTIERREZ; CUSTODIO-CABELLO, 2018). Assim,
0s tumores triplo-negativos tém sido divididos em diversos subtipos moleculares. Lehmann et

al. (2011) propuseram a primeira classificagdo molecular dos tumores triplo-negativos em:
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basal-simile 1 (BL1), basal-simile 2 (BL2), imunomodulatério (IM), mesenquimal (M),
mesenquimal tronco-simile (MSL) e luminal receptor de andrégeno (LAR).Varias tentativas
de classificar os tumores triplo-negativos demonstram sua marcante heterogeneidade e ndo ha
ainda, sistema padrdo de classificagdo molecular, uniformemente, aceito para este tipo
tumoral (EZENWAJIAKU; MA; ADEMUYIWA, 2018; QUIST et al., 2018). Cada subtipo
apresenta diferentes fatores de risco para incidéncia, resposta terapéutica, progressédo da
doenca e orgaos preferenciais para metastases (QUIST et al., 2018; TONG et al., 2018).

Apesar dos avangos nos estudos moleculares dos diferentes canceres de mama, a analise
complexa da expressdo génica tumoral dificulta sua implementacdo na pratica clinica. Assim
a classificacdo analoga, aproximada por modelos imuno-histoquimicos, embora imprecisa, €,
frequentemente, utilizada para a definicdo do tratamento e estabelecimento do progndéstico da
doenca. A classificacdo imuno-histoquimica prediz a molecular, porém, nao a substitui e tem
a limitacdo de deixar uma série de casos sem catalogacdo, devido a mistura de marcadores,
especialmente, nos tumores triplo-negativos (BARROS; LEITE, 2015; JOSEPH et al., 2018;
LI; OPREA-ILIES; KRISHNAMURTI, 2017).

O principal desafio para o tratamento do cancer de mama € a natureza heterogénea dos
tumores mamarios, a qual determina as opcdes terapéuticas. Uma vez diagnosticado, as
opcbes de tratamento para o cancer de mama incluem: cirurgia, terapia enddcrina,
imunoterapia, quimioterapia citotoxica sistémica (que pode ser neoadjuvante e adjuvante) e
radioterapia. O avanco do conhecimento sobre a heterogeneidade bioldgica do cancer de
mama permitiu o desenvolvimento de abordagens terapéuticas mais efetivas e
individualizadas para o tratamento de tumores ER+, PR+ e HER2+. Embora o cancer de
mama seja uma doenca local, pode ocorrer metastase para linfonodos préximos e,
posteriormente, para 0s Orgaos distais. A metastase € uma grande complicacdo da doenca,
sendo responsavel pelo mau progndstico e alta taxa de mortalidade em pessoas com cancer
(LEE et al., 2011; SAMI; EFFERTH, 2017).

A cirurgia é o tratamento padrdo para todos 0s tumores mamarios, que possam ser
removidos e, em geral, é seguida de radioterapia. No caso de tumores maiores e
comprometimento de linfonodo, a terapia neoadjuvante é recomendada. Esta terapia destina-
se a promover o tratamento sistémico da doenca, para prevenindo a recorréncia e a
promovendo a diminui¢cdo do tumor para que a cirurgia seja 0 menos invasiva possivel
(CURIGLIANO et al., 2017).

Os tumores mamarios ER+ sdo 0s mais frequentes e, apesar da boa resposta clinica inicial

a terapia antiestrogénica, € muito frequente o surgimento de resisténcia tumoral ao
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medicamento, tanto intrinseca como adquirida. Foi verificado que os tumores luminais A e B
sdo heterogéneos em termos de expressao génica, espectro de mutacdes, alteracdes de numero
de copias cromossémicas e progndéstico, com a identificacdo de 7 subtipos de tumores ER+, 0
que explica a evolucdo favoravel da maioria, mas ndo de todos os casos, quando se utiliza
apenas a marcagdo imuno-histoquimica para direcionar o tratamento. Ainda a resisténcia ao
medicamento pode ocorrer por mutagdo no gene que codifica o receptor de estrogeno (ESR1)
ou em seus efetores, por resposta adaptativa ao medicamento ou mesmo por regulacédo
epigenética (CURTIS et al., 2012; TANG et al., 2016).

Os tumores ER+ sdo sempre tratados com terapia hormonal ou antiestrogénica, que
inclui moduladores seletivos para os receptores de estrogeno, como tamoxifeno, inibidores da
aromatase (anastrozol e letrozol) e analogos do horménio gonadotrofina, de forma adjuvante
ou mesmo de forma paliativa em casos de metastase. Atualmente, recomenda-se apenas
terapia hormonal por 5 anos para os tumores ER+, HER2- em estigio precoce, sendo a
quimioterapia com antraciclina e taxanos indicada no caso de resisténcia, alta taxa de
proliferacdo celular, com alto risco genémico ou clinico de recorréncia (CURIGLIANO et al.,
2017).

Os tumores mamarios HER2+ compreendem cerca de 20% dos tumores mamarios
diagnosticados, sdo mais agressivos e apresentam sobrevida livre da doenca e global com
taxas inferiores aos que nao superexpressam HER2, sendo tratados com docetaxel (taxano) e
anticorpo monoclonal anti-HER2 por 12 meses. Esses tumores respondem ao anticorpo
monoclonal trastuzumabe, que age sob a porcdo extracelular da proteina HER2, inibindo a
progressao do tumor; entretanto, o carcinoma metastatico é incuravel. No caso de metéstases a
utilizacdo conjunta do anticorpo monoclonal pertuzumabe (anti-HER2), aumenta a
sobrevivéncia (BASELGA et al., 2017; CURIGLIANO et al., 2017; LOIBL; GIANNI, 2017;
PERNAS; BARROSO-SOUSA; TOLANEY, 2018).

O anticorpo trastuzumabe foi introduzido na pratica clinica em 2005, o que
revolucionou o tratamento do cancer HER2+, aumentando, consideravelmente, o sucesso do
tratamento e a sobrevida dos tratados, entretanto, algumas pessoas ndo respondem ao
tratamento, devido a heterogeneidade tumoral e ao desenvolvimento de resisténcia ao
tratamento. Embora o mecanismo de resisténcia ndo seja conhecido, os estudos da biologia do
tumor HER2+ resultaram em novos agentes terapéuticos-alvo, como o pertuzumabe e em
novas estratégias terapéuticas que tém auxiliado na melhora da resposta as terapias-alvo para
0 HER2 (WUERSTLEIN; HARBECK, 2017).
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Os tumores de mama triplo-negativos compreendem cerca de 20% dos tumores
mamarios, apresentam alto grau histologico, caracteristicas histopatologicas heterogéneas, alta
taxa de proliferacdo, metastase e recorréncia, com o pior prognéstico entre todos os tipos de
cancer de mama (KHOSRAVI-SHAHI; CABEZON-GUTIERREZ; CUSTODIO-CABELLO,
2018; RIDA et al., 2018). Cerca de 80% dos tumores triplo-negativos apresenta mutacdo em
BRCA1, o que piora o progndstico devido a sua fungdo no reparo de alteracbes no DNA,
sendo fator preditivo de resposta a quimioterapia. Os tumores triplo-negativos podem ainda
expressar a proteina p53 mutante e baixos niveis de claudina, proteinas responsaveis pela
juncdo oclusiva em células epiteliais. Apesar das caracteristicas histologicas semelhantes e de
nédo expressarem ER, PR e HER2, esses tumores constituem um grupo heterogéneo em termos
moleculares, patologico e clinico, sendo o subtipo BL1 o que apresenta melhor resposta
terapéutica (KHOSRAVI-SHAHI; CABEZON-GUTIERREZ; CUSTODIO-CABELLO,
2018; OMARINI et al., 2018; QUIST et al., 2018).

Para os tumores triplo-negativos ndo hé terapia-alvo disponivel, sendo a quimioterapia
citotoxica sistémica a principal op¢édo terapéutica, contudo, a heterogeneidade da doenca, com
diferentes subtipos moleculares, determina a resposta individual diferente a0 mesmo
tratamento. Este também € o caso de doenca recorrente e avangada, com metastase. A taxa de
recorréncia média dos tumores triplo-negativos é de 3 anos e a probabilidade de morte por
metéstase em 5 anos é trés vezes maior que no caso de tumores ER+ (KHOSRAVI-SHAHI;
CABEZON-GUTIERREZ; CUSTODIO-CABELLO, 2018; RIDA et al., 2018).

Atualmente, ndo ha consenso internacional determinando quais marcadores imuno-
histoquimicos e alvos genémicos devem ser empregados para melhor identificar e tratar os
tumores triplo-negativos. Além da auséncia de marcador molecular especifico nesses tumores,
outro desafio para a escolha do tratamento é o reduzido nimero de amostras nos estudos
clinicos e a natureza retrospectiva dos estudos. Cabe ainda ressaltar o paradoxo desses
tumores, que apesar da boa resposta inicial a quimioterapia, com taxas de auséncia de
carcinoma invasivo residual superiores aos demais tipos de tumores mamarios, com qualquer
regime quimioterapico neoadjuvante, apresentam baixas taxas de sobrevida e altas taxas de
recorréncia no periodo de 3 anos (cerca de 63% dos casos), provavelmente, por apresentarem
doenca residual apos a cirurgia, devido ao microambiente imunologico do tumor e a presenca
de células tumorais pouco diferenciadas quiescentes (JITARIU et al., 2017; OMARINI et al.,
2018; RIDA et al., 2018; SARAIVA et al., 2017).

O tratamento do cancer de mama triplo-negativo é complexo, ndo ha protocolo

quimioterapico preferencial, mas este inclui antraciclina, taxanos e pode incluir
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ciclofosfamida, tanto na quimioterapia neoadjuvante como adjuvante, sendo a primeira,
considerada a principal abordagem terapéutica. A introducdo da quimioterapia neoadjuvante,
especialmente, nos casos de doencga precoce, refletiu em melhora na resposta ao tratamento da
doenca, especialmente, nos casos com auséncia de doenca residual apos este tratamento. A
adicdo de sais de platina a terapia neoadjuvante parece melhorar a resposta ao tratamento e 0s
estudos tém indicado aumento de sobrevida livre de doenca nos tratados com cisplatina e
carboplatina (BIANCHINI, 2016; CASTRELLON et al., 2017; CURIGLIANO et al., 2017,
KHOSRAVI-SHAHI; CABEZON-GUTIERREZ; CUSTODIO-CABELLO, 2018; POGGIO
et al., 2018; TONG et al., 2018). Além de quimioterapicos, novas terapias sistémicas tém sido
estudadas para o tratamento dos tumores triplo-negativos, entretanto, ndo ha ainda terapia-
alvo aprovada. Varios estudos clinicos estdo em andamento para avaliacdo da efetividade de
farmacos e compostos para o tratamento, tais como: agentes que produzem danos ao DNA;
inibidores da poli-ADP ribose-polimerase (PARP), que atua no reparo de lesédo de simples
fita; inibidores dos receptores tirosina-quinase e da sinalizacao celular; inibidores do receptor
de andrdgeno; moduladores diretos da apoptose e imunomoduladores (CASTRELLON et al.,
2017; COATES et al., 2015; JITARIU et al., 2017; LA BELLE et al., 2017; LI; OPREA-
ILIES; KRISHNAMURTI, 2017; NOOR.; MASTER, 2018; OMARINI et al., 2018; PARK;
AHN; KIM, 2018; SHARMA, 2018; ZEICHNER; TERAWAKI; GOGINENI, 2016).

Os tumores de mama ER+ e HER2+ possuem terapia-alvo antiestrogénica e com
anticorpo monoclonal anti-HER2, respectivamente, entretanto, para 0s tumores triplo-
negativos nao ha terapia-alvo disponivel, sdo tratados por quimioterapia convencional e a taxa
de morte e recorréncia é maior que no caso de tumores ER+. O tumor triplo-negativo é o de
pior progndstico, mas mesmo no caso de tumores ER+ e HER2+ o tratamento pode néo ser
eficaz, principalmente, devido ao desenvolvimento de resisténcia tumoral, dada a
heterogeneidade molecular dos tumores. Além da resisténcia tumoral, para 0s casos invasivos
dos tumores mamarios ER+, com comprometimento de vérias partes do tecido mamario e de
outros tecidos, o tratamento disponivel atualmente é pouco eficaz. Somado a isto, 0s inUmeros
efeitos adversos dos medicamentos disponiveis atualmente, podem impedir seu uso, o0 que
justifica a busca de novos e mais eficazes medicamentos para o tratamento desta patologia
(KHOSRAVI-SHAHI; CABEZON-GUTIERREZ; CUSTODIO-CABELLO, 2018; NOOR:;
MASTER, 2018).
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2.3 Complexos de platina e de paladio e cAncer de mama

A cis-diaminodicloroplatina ou cisplatina (Cl,HgN,Pt) foi sintetizada pela primeira vez
em 1844 por Michele Peyrone e teve sua estrutura quimica descrita apenas em 1893, por
Alfred Werner (DASARI; TCHOUNWOU, 2014). Trata-se de composto metélico (platina) de
coordenacdo, com geometria quadrado-planar (FIGURA 1). As pesquisas e observagdes feitas
por Rosenberg, Vancamp e Krigas (1965) em E. coli, permitiram a descoberta do poder
inibidor de divisdo celular deste composto. Desde entdo, a cisplatina ganhou atencéo e passou
a ser utilizada, sozinha ou de forma combinada, no tratamento de diversos tipos de cancer,
principalmente, nos canceres decorrentes de mutagdes em células germinativas. Desde sua
aprovacdo para o tratamento do céncer, em 1978, tem sido crescente a busca por novos
complexos de platina(ll), bem como de outros metais nobres com potencial antitumoral,
entretanto, até o momento apenas a carboplatina e a oxaliplatina obtiveram aprovacao
mundial para o tratamento de varios tipos de tumores (APPS; CHOI; WHEATE, 2015;
DASARI; TCHOUNWOU, 2014).

Figura 1 - Cis-[(diaminodicloro)platina(ll)] ou cisplatina.

Fonte: Dasari e Tchounwou (2014).

Apesar de bastante estudado, o mecanismo de acdo da cisplatina ndo esta
completamente elucidado, mas sua acdo citotoxica para células tumorais deve-se a sua
interacdo com o DNA. Os atomos de Cl da cisplatina séo hidrolisados por reacdo quimica
com agentes nucleofilicos, como a agua e grupamentos sulfidrila, formando um complexo de
platina altamente reativo, que se liga ao DNA pelo N7 das purinas, preferencialmente, de
residuos de guanosina. A formacdo do aduto, por ligacdo cruzada no DNA, interfere na
replicacdo, divisdo celular e transcricdo. Se os danos ao DNA ndo forem reparados, a celula
entra em apoptose. Diferentes adutos podem se formar pela ligagdo da cisplatina ao DNA,
sendo inicialmente monofuncionais e, posteriormente, formam ligacOes intra e interfitas,
preferencialmente do DNA genémico, mas ligacbes com o DNA mitocondrial e proteinas
também podem ocorrer (MEHMOOD, 2014).
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A cisplatina é um dos farmacos anticancerigenos que possui metal mais utilizados para
tratar tumores de mama metastaticos, com invasdo dos tecidos mamarios e linfonodos, sendo
mais eficiente nos casos de tumores triplo-negativos e HER2+ do que nos casos de tumores
ER+ (COATES et al., 2015; ZHOU et al., 2017). Apesar do sucesso terapéutico, o tratamento
com cisplatina causa efeitos adversos tais como: ototoxicidade, neurotoxicidade, nausea,
émese, mielossupressdo e nefrotoxicidade, além da resisténcia que pode ser intrinseca ou
adquirida e de sua inativacao por tiois, o que limitam seu uso e que tém estimulado a busca
por novos complexos de platina, além de outros metais nobres (APPS; CHOI; WHEATE,
2015; CAIRES, 2007; DASARI; TCHOUNWOU, 2014; REDDY et al., 2015).

Embora, o uso da cisplatina ndo tenha protocolo estabelecido para o tratamento dos
tumores de mama, esta tem sido utilizada no tratamento de tumores triplo-negativos e parece
ser eficiente tanto como neoadjuvante quanto no cendrio de resisténcia a antraciclina e
taxanos, bem como no caso de mutacdo em BRCAL ou em tumores com perfil de expresséo
génica similar a deficiéncia de BRCAL. Os genes BRCA desempenham importante papel no
reparo de lesdo de dupla fita no DNA, contribuindo para a manutencdo da estabilidade do
genoma. Grande parte dos tumores triplo-negativos apresentam perda ou inativacdo de genes
BRCA, resultando no reparo deficiente do DNA, o que favorece o acumulo de mutagdes e
desenvolvimento da doenca. A hipometilacdo da regido promotora do BRCAL e do gene da
anemia de Fanconi resulta em fenétipo semelhante a perda ou inativacdo de BRCA. Nestes
casos 0s tumores respondem bem a agentes que interagem com o DNA produzindo quebra de
dupla fita, como os contendo platina e antraciclinas. Esses tumores também respondem a
inibidores da enzima poli(ADP ribose) polimerase (PARP), que participa do reparo de quebra
de simples fita do DNA e sua inibi¢do produzira quebras de simples fita que resultardo em
quebras de dupla fita na forquilha de replicacdo, o que leva também a célula tumoral & morte.
Assim, apenas o subtipo BL1 de tumor triplo-negativo se beneficia do tratamento com platina,
ja que este subtipo apresenta deficiéncia no sistema de reparo por recombinacédo
(CASTRELLON et al., 2017; KHOSRAVI-SHAHI; CABEZON-GUTIERREZ; CUSTODIO-
CABELLO, 2018; LA BELLE et al., 2017; LEBERT et al., 2018; MCANDREW;
DEMICHELE, 2018; NOOR.; MASTER, 2018; OMARINI et al., 2018; PARK; AHN; KIM,
2018; POGGIO et al., 2018; SHARMA, 2018;).

A quimioterapia baseada em cisplatina e carboplatina tem sido analisada em varios
estudos, mas o melhor agente de platina, a combinacdo ideal ou a melhor sequéncia de
quimioterapia ainda permanecem desconhecidos. Entretendo, varios estudos apontam que a

adicdo de complexos de platina a quimioterapia, especialmente, em combinagdo com taxanos,
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sem o uso de antraciclinas aumenta a resposta inicial a doenga, mas ndo da longevidade. A
cisplatina tem se mostrado mais eficiente e com menor toxicidade sistémica que a
carboplatina, porém, apresenta toxicidade sistémica, o que tem limitado seu uso no tratamento
do cancer de mama (CASTRELLON et al., 2017; KHOSRAVI-SHAHI; CABEZON-
GUTIERREZ; CUSTODIO-CABELLO, 2018; LA BELLE et al., 2017; LEBERT et al., 2018;
MCANDREW; DEMICHELE, 2018; NOOR.; MASTER, 2018; OMARINI et al., 2018;
PARK; AHN; KIM, 2018; POGGIO et al., 2018; SHARMA, 2018).

Apesar do sucesso terapéutico, a cisplatina apresenta inimeros efeitos adversos, além da
resisténcia tumoral sendo, portanto, vital a prospeccdo de novos compostos com potencial
para o tratamento do cancer de mama. Este é o caso dos complexos organometalicos de
paladio(ll), que apresentam analogia estrutural e termodinamica a cisplatina, sobretudo
exibindo menor toxicidade sistémica, especialmente renal, devido a incapacidade da
substituicdo dos quelantes dos complexos de paladio(ll) por grupamentos sulfidrila de
proteinas dos tubulos renais (CUTILLAS et al., 2013; GAO et al., 2009; JAHROMI et al.,
2016; REDDY et al., 2015). Além disso, outras caracteristicas quimicas tais como a geometria
quadrado-planar dos complexos de paladio(ll) favorecem outras formas de interacdo com o
DNA e proteinas, como a intercalacdo, o que ndo ocorre com a cisplatina. A lipofilicidade,
bem como a natureza ndo ibnica dos complexos pode favorecer a translocacdo passiva da
molécula, pela bicamada lipidica das membranas celulares, favorecendo a citotoxicidade
(JAHROM I et al., 2016).

Os primeiros complexos de paladio(ll) sintetizados apresentaram pouca ou nenhuma
aplicacdo como antitumorais, devido a sua réapida hidrélise em ambientes biol6gicos. No
entanto, o uso de ligantes quelantes na sua sintese foi oportuno para melhorar a estabilidade,
que foi adicionalmente aprimorada com a geracdo de compostos ciclopaladados
(BINCOLETTO et al., 2005; CAIRES, 2007; SHARMA; AMETA; SINGH, 2016).

As bases de Schiff tém sido muito utilizadas como ligantes, na sintese de complexos de
paladio(ll). Pertencem ao grupamento orgénico das iminas, sendo produto da condensagéo de
um aldeido ou cetona com uma amina e sua obtengdo ocorre tipicamente pelo método classico
proposto por Hugo Schiff. A férmula geral de uma base de Schiff € R;R,C=NR3 onde R1,R; e
Rs podem ser um grupo arila ou alquila. Suas propriedades tém despertado consideravel
interesse, pois possuem estabilidade estrutural e geralmente sua sintese requer procedimentos
sintéticos simples. Como ligantes apresentam potencial de estabilizar diferentes estados de
oxidagdo, sendo 4timos quelantes de metais, alem de contribuir para aumentar a solubilidade
de um composto (FAGHIH et al., 2018; MALIK et al., 2018).
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A escolha do ligante apropriado € crucial para a atividade dos complexos de paladio(ll)
e desempenha importante papel na modificacdo da reatividade e lipofilicidade, na
estabilizacdo do estado de oxidacdo, alem de aumentar a afinidade dos complexos pelo DNA,
o principal sitio de interacdo dessas moléculas em um ambiente bioldgico. Ainda a atividade
do complexo depende ndo sé do ligante, mas também dos substituintes, os &tomos doadores,
sendo que a presenca de enxofre e de halogénios parece aumentar a atividade antitumoral dos
complexos de paladio(ll) (CAIRES 2007; JAHROMI et al., 2016).

Varios complexos de paladio(ll) com ligantes iminicos (contendo base de Schiff)
apresentam atividade citotoxica para linhagens de tumor mamario (ARI et al., 2014; FIUZA et
al.,, 2011; QUIRANTE et al.,, 2011; REDDY et al.,, 2015; ULUKAYA et al.,, 2011).
Campanella et al. (2012) demonstraram que o0s complexos [Pd(cas-0-phen)Cl;] e
[Pd(dmba)(dppp)CI] foram citotéxicos para células MDA-MB-435, uma linhagem celular de
tumor de mama triplo-negativo. Albert et al. (2013) demonstraram atividade citotoxica de
complexos ciclopaladados iminicos para células MDA-MB-231 (triplo-negativas) e MCF-7
(ER+). Kacar et al. (2014) observaram que um complexo de paladio(ll) derivado de base de
Schiff, contendo sacarinato diminuiu a viabilidade e induziu a morte de células MDA-MB-
435, MDA-MB-231 e MCF-7, além de outras. Faghih et al. (2018) também demonstraram
que complexos de paladio(ll) derivados de base de Shiff contendo orto-vanilina (composto
natural) exibiu atividade antiproliferativa para trés linhagens, incluindo MCF-7 e Sahina et al.
(2018) demonstraram a citotoxicidade, também para células MCF-7, de novos complexos de

paladio(ll) iminicos heterociclicos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a citotoxicidade de complexos de
paladio(ll) frente as linhagens celulares de adenocarcinoma mamario humano MCF-7, ER+ e
MDA-MB-435, triplo-negativo.

3.2 Objetivos especificos

a) Avaliar o efeito dos compostos sobre a viabilidade celular;

b) analisar se os compostos apresentam efeito citostatico;

C) pesquisar se 0s compostos interferem na migracéo e adesdo celular,

d) verificar se o tratamento com os compostos produz alteragdes morfoldgicas e
morfométricas nas células;

e) determinar se 0s compostos induzem a morte das células;

f) investigar se os compostos induzem a quebra de DNA gendmico e interagem com o
DNA plasmidial.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Cultura de células MCF-7 e MDA-MB-435

As linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB-435, ambas provenientes do Banco de
Células do Rio de Janeiro, foram cultivadas em meio RPMI 1640, contendo 20% (v/v) de soro
fetal bovino inativado termicamente, penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (10 pg/mL), em
atmosfera umidificada com 5% de CO,, a 37°C. O meio foi substituido a cada 2 dias e as
células foram subcultivadas a cada 3 dias, ap0s tripsinizacdo com solucéo de tripsina-EDTA a
0,25%.

4.2 Complexos de paléadio(ll) e tratamento das células

Antes do inicio dos experimentos a células foram tripsinizadas e a viabilidade celular
foi determinada por coloracdo com “Trypan blue” (método de exclusdo do corante). A
sequir as células foram transferidas para os frascos de cultura, mantidas por 24 h para
aderéncia e incubadas com os compostos para avaliacdo da citotoxicidade. As células ndo
tratadas com os compostos constituiram o controle negativo (CN) e com cisplatina, o
controle positivo (CP). Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Os
compostos utilizados neste trabalho foram sintetizados no Laboratério de Quimica
Inorganica, do Instituto de Quimica, da Universidade Federal de Alfenas. Foram testados
0s seguintes compostos: a cisplatina (composto citotdxico), o ligante (C1) e os complexos
de paladio(ll) (C2 a C7) derivados do ligante e contendo diferentes substituintes (TABELA
1).

Tabela 1- Ligante (C1) e complexos de paladio(ll) derivados do ligante (C2 a C7), sintetizados e inéditos

Sigla Compostos Massa molecular (g.mol™)
C1l H,ani,p-fen 344,40
C2 [Pd,(Haniyp-fen),Cl,] 970,54
C3 [Pd4(ani,p-fen),(Ns)4] 1278,54
C4 [Pd(H.ani,p-fen),(NCO),] 891,27
C5 [Pd4(anip-fen),(SCN),] 1342,79
C6 [Pd4(ani,p-fen),Br,] 1430,07
Cc7 [Pdy(H.ani p-fen),l,) 1409,27

Fonte: Do autor
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4.3 Ensaio de sulforrodamina B (SRB)

Foi utilizado o ensaio com sulforrodamina B para determinacdo do efeito de diferentes
concentracdes dos compostos sobre o teor de proteinas celulares, um indicador da viabilidade
celular, de acordo com Vichai e Kirtikara (2006), com modifica¢cbes segundo Carvalho,
Ishikawa e Gouvéa (2012). As células (2x10* células viaveis/mL) foram cultivadas em placas
“multiwell” de 96 pocos e ap0os aderéncia foram tratadas, por 24 h, com 0,05, 1 e 5 pg/mL de
cada composto. Decorrido o tempo de tratamento, as células foram fixadas com 200 pL de
acido tricloroacético (TCA) a 10% (p/v), a 4°C, por 1 h. A seguir o TCA foi removido e as
células lavadas com agua destilada. Apds secagem por 24 h a temperatura ambiente, foram
adicionados 200 pL de sulforrodamina B a 0,4% (p/v) em acido acético a 1% (v/v), por
30 min. Decorrido o tempo o corante foi removido e 0s pocos lavados por 4 vezes com acido
acético a 1% (v/v). Apds secagem por 24 h a temperatura ambiente, o corante foi dissolvido
pela adicdo de 200 pL de Tris 10 uM, pH 10,5, por 30 min sob agitacdo e a absorbancia
determinada a 510 nm. O efeito dos compostos sobre a viabilidade celular foi obtida

considerando-se o teor de proteina do CN como 100%.
4.4 Ensaio clonogénico

O ensaio clonogénico foi realizado segundo descrito por Franken et al. (2006). As células
viaveis foram cultivadas em placas “multiwell” de 24 pogos, sendo 100 células por poco em
volume final de 1 mL. Apds a aderéncia, as células foram tratadas por 24 h com 0,05, 1 e
5 pg/mL de cada composto. Ap6s o periodo de tratamento, 0 meio de cultivo foi removido,
novo meio foi adicionado e as células foram cultivadas por mais 14 dias. Decorrido o tempo
de cultivo, o meio foi removido, as células lavadas com solucéo salina a 0,85% (m/v), fixadas
e coradas com 2 mL, por poco, de glutaraldeido a 6% (v/v), contendo cristal violeta a 0,5%
(m/v), por 30 mim, a temperatura ambiente. A seguir o corante foi removido, 0S pogos
lavados, cuidadosamente, com agua corrente, as placas foram secas a temperatura ambiente e
as colbnias foram contadas com auxilio de estereomicroscépio. Foram consideradas colénias,
aquelas contendo mais de 50 células e a sobrevivéncia celular, apés o tratamento, foi estimada

de acordo com a equagéo:

L niumero de colonias apés tratamento
Sobrevivéncia(%) = - — x 100
numero de colonias controle
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4.5 Ensaio de migracéo celular — “wound healing”

O ensaio foi conduzido segundo descrito por Justus et al. (2014) As células (1x10°
células vidveis/mL) foram cultivadas em placa “multiwell” de 24 pocos, por 24 h quando
atingiram 100% de confluéncia. Com auxilio de uma ponteira estéril, para micropipeta de
1000 pL, foi realizada a remogdo de uma faixa central de células de cada pogo (ferida). Os
pocos foram lavados com meio, para a remocéo das células ndo aderidas; foi adicionado 1 mL
de meio em cada poco e as células foram fotografadas (tempo 0 h) em microscépio invertido.
A seqguir as células foram tratadas com 0,05 pug/mL de cada composto, por 48 h (tempo 48 h).
Foram realizadas medidas do comprimento entre as bordas das feridas nos tempos 0 h e 48 h.

A migracdo celular (%) foi calculada utilizando-se a seguinte equacéo:

MO — M48
Migracdo celular (%) = Tx 100

Onde, MO é a medida entre as bordas da ferida, imediatamente, apds a sua realizacdo

(tempo 0 h) e M48 é a medida entre as bordas da ferida ap6s 48 h de tratamento (tempo 48 h).
4.6 Ensaio de adeséo celular

Para esse ensaio foi utilizada a matriz extracelular (MEC), gel de sarcoma Engelbreth-
Holm-Swarm de camundongo (SIGMA-ALDRICH®). O preparo foi realizado conforme as
especificacOes do fabricante e segundo descrito por Liu et al. (2017), com modificacdes.
Foram adicionados 50 pL de MEC por pogo, em placa “multiwell” de 96 pogos. A seguir
foram adicionados 100 pL de albumina de soro bovino (BSA) estéril a 1% (m/v), em cada
poco, seguido de incubacéo por 1 h, a 37°C, para bloquear os sitios inespecificos de ligacao
da MEC. Apos a retirada da BSA, os pogos foram lavados com 100 pL de meio sem soro e
sem antibidticos. A cada pogo foram adicionados 100 pL de suspensdo celular na
concentracdo de 1x10° células viaveis/mL e 0,05 pg/mL de cada composto, seguido de
incubacédo por 1 h, a 37°C. Decorrido o tempo, cada poc¢o foi lavado 2 vezes com solugéo
salina a 0,85% (m/v), seguido de fixacdo e coloracdo com 100 pL de glutaraldeido a 6% (v/v),
contendo cristal violeta a 0,25% (m/v), por 30 mim, & temperatura ambiente. A seguir 0
corante foi removido e os pocos lavados, cuidadosamente, com &gua corrente. As placas
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foram secas a temperatura ambiente e os pocos foram fotografados em microscépio invertido,
para a contagem de células aderidas @ MEC. O efeito dos compostos sobre a adesdo celular foi
determinado em porcentagem em relacdo ao total de células aderidas no CN, que foi

considerada 100%.

4.7 Estudo morfolégico e morfométrico

As células (2x10* células viaveis/mL) foram cultivadas sobre laminula, em placas de
Petri, contendo 4 mL de meio. Depois de aderidas, as células foram tratadas com 0,05 pg/mL
de cada composto, por 24 h. Decorrido o tempo de tratamento, as células foram fixadas com
acetona a 70% (v/v), coradas com hematoxilina-eosina, desidratadas e foram preparadas
laminas permanentes, para analise morfologica e morfométrica. As laminas foram observadas
ao microscopio Olympus BX52 e imagens digitais foram adquiridas utilizando-se o software
Motic Plus 2.0, para captura e analise de imagem. Foram analisados 15 campos aleatorios, por
tratamento e o diametro celular e das colonias foi determinado em 50 células e 50 col6nias
respectivamente (CAMPANELLA et al., 2012; CARVALHO; ISHIKAWA; GOUVEA,
2012).

4.8 Deteccdo de morte celular

Para estimar a morte celular foi utilizado o método de coloracdo por “fast green”,
descrito por Weisenthal et al. (1983) com modificacdes. As células (2x10* células
viaveis/mL) foram cultivadas sobre laminula, em placas de Petri, contendo 4 mL de meio.
Depois de aderidas, as células foram tratadas com 0,05 pug/mL de cada composto, por 24 h,
Apbs o tratamento, as células foram coradas com “fast green” a 2% (m/v), em NaCl 0,15 M,
por 10 min, seguido de coloracdo por hematoxilina-floxina. As laminas foram processadas e
montadas com Enthellan, observadas ao microscopio Olympus BX52 e imagens digitais
foram obtidas utilizando-se o software Motic Plus 2.0, para captura e analise de imagem. As
células vidveis apresentam coloragdo rosa-avermelhada e as mortas colora¢do verde. Foram
avaliadas 600 células, por tratamento, para determinar a porcentagem de celulas mortas
(CARVALHO; ISHIKAWA; GOUVEA, 2012).
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4.9 Fragmentacéo do DNA

Foi realizada a avaliacdo da fragmentacdo do DNA genémico para verificacdo da
formacdo do padrdo escada do DNA (“DNA ladder”), que é um indicador de apoptose,
segundo descrito por Rahbar Saadat et al. (2015). As células (1x10° células viaveis/mL) foram
cultivadas em placa “multiwell” de 24 pocos, em 1 mL de meio. Apds a aderéncia, as células
foram tratadas com 0,05 pg/mL de cada composto, por 24 h. A seguir o DNA foi extraido
utilizando-se kit Nucleo Spin Tissue, Macherey-Nagel e submetido a eletroforese em gel de
agarose a 1% em tampdo TBE (Tris 10 mM, acido bérico 10 mM e EDTA 1mM), por 1 h, a
80 V. O gel foi corado com brometo de etideo (0,5 ug/mL) e fotografado sob transluminacéo

com ultravioleta.

4.10 Ensaio de ligagdo ao DNA plasmidial

Foi verificada a interacao in vitro do ligante e dos complexos de paladio(ll) com o DNA
plasmidial. Foram utilizados 500 ng do plasmideo pUC-19, que foram incubados a 37°C, por
30 min em tampéo TE (Tris10 mM, pH 8,0, contendo EDTA 1 mM) na auséncia (CN) e na
presenca dos compostos sintetizados a 0,05 pg/mL. A interacdo dos compostos com 0 DNA
foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 1% (CHEN; WU; LIN, 2007).

4.11 Andlise estatistica

Os dados obtidos para os experimentos realizados foram comparados por analise de

variancia pelo teste ANOVA, seguido do teste de Tukey, quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Complexos de paladio(ll) sintetizados

A descoberta acidental da atividade antitumoral da cisplatina alavancou o
desenvolvimento da quimica inorganica medicinal, tanto para fins diagnosticos como
terapéuticos. Neste sentido, os complexos de paladio(ll) tém sido sintetizados e avaliados
quanto a citotoxicidade, para o desenvolvimento de medicamentos alternativos aos complexos
de platina(ll), devido as similaridades estrutural e termodindmica entre esses complexos
(MALIK et al., 2018; REDDY et al., 2015). O ligante iminico (base de Schiff) utilizado neste
trabalho foi sintetizado e, a partir dele, foram também sintetizados 6 diferentes complexos,
por coordenacdo ao paladio(ll), contendo diferentes substituintes, que resultou em complexos
com diferentes formulas estruturais (FIGURA 2). O complexo C2 ¢ ciclopaladado bidentado.
Os complexos C3, C5 e C6 apresentam estruturas semelhantes, sendo ciclopaladados
tetradentados. A diferenca entre eles reside nos substituintes, N3, SCN e Br respectivamente.
Ja os complexos C4 e C7 ndo sdo ciclopaladados, sendo o primeiro monodentado e o segundo
bidentado. E interessante ressaltar que de acordo com a classificagdo dos acidos e bases de
Pearson o paladio(ll) é uma &cido macio, enquanto as bases presentes nos complexos foram:
Cl, dura; N3 e Br intermediarias e NCO, SCN e I, macias (PEARSON, 1963).

Este é o primeiro trabalho a testar a atividade citotoxica destes complexos de paladio(ll)
inéditos. A citotoxicidade pode ser utilizada como um indicativo da atividade antitumoral de
um composto, pois 0s agentes quimioterdpicos utilizados na préatica clinica apresentam
atividade citotoxica (LE TOURNEAU et al.,, 2010). A citotoxicidade é expressa como
alteracéo bioquimica ap0s a exposicao a substancias quimicas e serve como indicador sensivel
da integridade celular e da inibicdo de crescimento, podendo ser estimada por testes que
avaliam a liberagdo de enzimas, a viabilidade, a sobrevivéncia, a morte celular, aléem de
outros. Os testes de viabilidade baseiam-se na exclusdo ou incorporacdo de corante, medida
da atividade enzimatica e da determinacdo do conteudo proteico celular (ADAN; KIRAZ;
BARAN, 2016; SUMANTRAN, 2011).

Um composto citotoxico provoca perda da viabilidade celular desencadeando a morte
ou a diminuicdo da sobrevivéncia celular, em curto prazo, enquanto, um composto citostatico
afeta a proliferacdo celular em longo prazo (ADAN; KIRAZ; BARAN, 2016;
SUMANTRAN, 2011). Assim, no presente trabalho foi avaliado se o ligante e os complexos

de paladio(ll) sintetizados, apresentam efeito citotoxico, citostatico e modulador da morte das
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linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB-435 de adenocarcinoma mamario humano e o efeito
foi comparado ao da cisplatina, utilizada na préatica clinica para o tratamento de varios tipos
de céncer, incluindo de mama.

As células MCF-7 compreendem uma linhagem de adenocarcinoma mamario humano,
que expressam o receptor de estrégeno e de progesterona, mas ndo super expressam 0 gene
HER2 (ER+/PR+/HER2-). As células MDA-MB-435 sdo triplo-negativas (ER-/PR-/HER2-).
O caridtipo dessa linhagem celular revelou ndmero cromossémico varidavel (55-62) e a
presenca de inUmeras aneuploidias, tais como: nulissomia dos cromossomos 6, 11 e 22;
monossomia dos cromossomos 7, 13, 18 e 21; trissomia do 2 e translocacGes. As células
MDA-MB-435 apresentam formato alongado, ndo formam colonias e sdo altamente
metastaticas (BAJO et al., 2002).

Figura 2 — Férmula estrutural do ligante (C1) e dos complexos de palddio(ll) (C2 a C7).
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Fonte: Gois (2011).
Nota: C1, H,aniyp-fen; C2, [Pd,(Hani,p-fen),Cly]; C3, [Pd4(anixp-fen),(Nz)4]; C4, [Pd(Hzaniyp-fen),(NCO),];
C5, [Pd,(aniyp-fen),(SCN)4]; C6, [Pd4(anip-fen),Br,]; C7, [Pdo(Hzani p-fen),l,].
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5.2 Viabilidade celular

Os complexos de paladio(ll) testados afetaram a viabilidade celular, evidenciada pela
diminuicdo do teor proteico das células tratadas, quando comparadas ao controle negativo
(CN), pelo ensaio de SRB (FIGURA 3).

A SRB é um corante aminoxanteno de cor rosa, com dois grupos sulfonicos, que lhe
conferem a capacidade de se unir eletrostaticamente aos aminoacidos basicos das proteinas.
Sendo o teor de corante, diretamente, proporcional ao total de proteinas celulares; a
diminuicdo da absorbancia mostra interferéncia na proliferacdo celular ou na sintese proteica,
0 que indica citotoxicidade (ADAN; KIRAZ; BARAN, 2016; VICHAI; KIRTIKARA, 2006).

Os complexos de paladio(ll) mostraram-se mais citotoxicos para as células MDA-MB-
435, as quais apresentaram menor viabilidade que as células
MCF-7 apds o tratamento. Resultado semelhante ocorreu no experimento de Kacar et al.
(2014), no qual a viabilidade celular da linhagem MDA-MB-435 foi menor em relagéo a
MCF-7, porém, o complexo de paladio(ll) testado foi diferente dos utilizados no presente
trabalho. Resultados semelhantes foram obtidos por Ulukaya et al. (2011), que também
observaram maior reducdo da viabilidade de células MDA-MB-231 (triplo-negativas) do que
de células MCF-7 tratadas com um complexo de paladio(ll) iminico contendo sacarinato.
Uma possivel explicacdo para esse fato € a alta frequéncia de mutagdes em genes supressores
tumorais como TP53 em tumores do tipo triplo-negativos, que é o caso da linhagem MDA-
MB-435 (KHOSRAVI-SHAHI; CABEZON-GUTIERREZ; CUSTODIO-CABELLO, 2018).
Esse gene em questdo esta envolvido no reparo de lesdes ao DNA, que é justamente o
mecanismo mais aceito de acdo dos complexos de Pd(Il), os quais se ligam ao DNA,
induzindo sua quebra (BIEGING; MELLO; ATTARDI, 2014; FAGHIH et al., 2018;
JAHROMI et al., 2016).

Os complexos de paladio(1l) mais citotoxicos para as células MCF-7 foram os C6 e C7,
enquanto para a MDA-MB-435 foram os C2, C3, C5 e C7. Os complexos de paladio(ll)
foram, significativamente (p < 0,01), mais citotoxicos do que o ligante Cl e estes
apresentaram citotoxicidade em concentracdes inferiores as obtidas por Herndndez et al.
(2013), Kavitha e Laxma Reddy (2016), Tabrizi e Chiniforoshan (2016), Faghih et al. (2018)
e Sahina et al.(2018) que verificaram atividade citotoxica de complexos de paladio(ll) para
células MCF-7 e a obtida por Campanella et al. (2012) para células MDA-MB-435.
Entretanto, estes autores utilizaram complexos de paladio(ll) derivados de ligantes diferentes

dos testados no presente estudo, apesar de todos serem derivados de base de Schiff,



31

evidenciando que a estrutura quimica de um composto determina sua atividade bioldgica,

como ja observado anteriormente (MALIK et al., 2018).

Figura 3 - Viabilidade (%), estimada pelo teste de sulforrodamina B, das células MCF-7 e MDA-MB-435,
controle (CN) e apds o tratamento por 24 h, com diferentes concentracdes de cisplatina (CP), do ligante (C1) e
dos complexos de paladio(ll) (C2 a C7).
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Fonte: Do autor.

Nota: C1, H,aniyp-fen;C2, [Pd,(Hani,p-fen),Cl,]; C3, [Pd,(ani,p-fen),(Ns),]; C4, [Pd(H,anip-fen),(NCO),]; C5,
[Pd4(ani,p-fen),(SCN),]; C6, [Pds(aniop-fen),Br,]; C7, [Pdy(H.anisp-fen),ls]. Nota-se a diminuicdo da
viabilidade celular ap6s o tratamento.

5.3 Ensaio clonogénico

O ensaio clonogénico & um ensaio in vitro de sobrevivéncia de celulas, baseado na
capacidade de uma Unica célula sobreviver, se proliferar e formar uma colénia, com no
minimo 50 células. Trata-se de ensaio padrdo para determinar a morte reprodutiva das células,
ou seja, o efeito citostatico, apos tratamento com radiacdo ionizante ou outros agentes
citotoxicos (ADAN; KIRAZ; BARAN, 2016; FRANKEN et al., 2006). Este teste permitiu

obter a taxa de sobrevivéncia celular apds o tratamento e os resultados demonstraram que o



32

tratamento das células MCF-7 e MDA-MB-435, com todos os compostos, resultou em morte
reprodutiva, pois ndo houve formacgdo de col6nias nos grupos tratados, mas apenas no CN
(FIGURA 4). Al-Noaimia, Abu-Surrah e Tahtamouni (2016) também observam inibicdo da
sobrevivéncia de células de tumor mamario humano apds tratamento com complexos de
paladio(ll) iminicos, sendo o mais ativo o complexo contendo Br como substituinte. J& no
presente trabalho os complexos de palddio(ll) mais ativos foram os que apresentaram 0s
substituintes SCN (C5) e | (C7). Assim, além da natureza do ligante, o volume, propriedades
eletrbnicas e interacdo do substituinte com o paladio(ll) parecem influenciar a atividade

bioldgica do complexo.

5.4 Ensaio de migracéo celular — método “wound healing”

O método de “wound healing” é muito utilizado para o estudo das caracteristicas da
migracdo celular, assim como para a validacdo de moléculas que possam interferir no
processo migratério. Este método baseia-se na observacdo de que, ap0s a criacdo de uma
lacuna artificial (ferida) em uma monocamada celular confluente, as células na borda do
espaco recéem criado se movem para a abertura a fim de fechar a ferida (LIANG; PARK;
GUAN, 2007). As células utilizam o processo de migracdo no organismo tanto em condi¢des
fisioldgicas, como em situagcOes patoldgicas. No processo metastatico a interacdo das células
tumorais com o endotélio vascular permite a migracdo das células do tumor primario para o
sistema circulatério e deste para um novo local. O processo de migracao requer a adesdo das
células tumorais e endoteliais, sendo este um processo dindmico e complexo, envolvendo a
interacdo de multiplos receptores, rearranjos do citoesqueleto e a regulacdo de vias de
sinalizacdo (CHOI; MOON, 2018; EMON et al., 2018; OUDIN; WEAVER, 2016). Para
analisar o efeito dos compostos sobre a migracdo das células MCF-7 e MDA-MB-435 foi
realizado o ensaio de “wound healing” e os resultados apresentados nas Figuras 5 a 7
demonstram que, apos 24 h de tratamento, os complexos de paladio(ll) inibiram a migragéo
celular, tanto das células MCF-7 como das células MDA-MB-435, significativamente
(p < 0,001), quando comparada ao CN. Os complexos foram mais ativos sobre as células
MCF-7 do que a cisplatina, pois a inibicdo da migracao celular observada apds o tratamento
com os complexos foi, significativamente (p < 0,001), menor do que a observada apos o
tratamento com CP (FIGURA 6).
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Figura 4 - Ensaio clonogénico das células MCF-7 e MDA-MB-435, controle (CN) e ap6s tratamento com
diferentes concentracg@es de cisplatina (CP), do ligante (C1) e dos complexos de paladio(ll) (C2 a C7).

MCF-7 MDA-MB-435

0,05pg/mL 1,00 pg/mL 5,00 pg/mL 0,05pg/mL 1,00 pg/mL 5,00 pg/mL

Fonte: Do autor.

Nota: C1, H,aniyp-fen;C2, [Pd,(Hani,p-fen),Cl,]; C3, [Pd,(ani,p-fen),(Ns),]; C4, [Pd(H,aniyp-fen),(NCO),]; C5,
[Pd.(aniyp-fen),(SCN),]; C6, [Pds(aniop-fen),Br,]; C7, [Pdy(H.aniop-fen),l;]. Nota-se que ndo houve
sobrevivéncia celular apés o tratamento.
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Figura 5 - Ensaio de migracdo celular, “wound healing”, das células MCF-7, controle (CN) e ap6s tratamento
por 48 h, com 0,05 pg/mL de cisplatina (CP), do ligante (C1) e dos complexos de paladio(ll) (C2 a C7).

Fonte: Do autor.

Nota:C1, H,ani,p-fen;C2, [Pd,(Hani,p-fen),Cl,]; C3, [Pd,(ani,p-fen),(Ns),]; C4, [Pd(H.ani,p-fen),(NCO),]; C5,
[Pd4(aniyp-fen),(SCN),]; C6, [Pd4(anip-fen),Bry]; C7, [Pdy(Hanip-fen),l,]. Barra = 20 um. Nota-se que
as células tratadas ndo migraram.
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Figura 6 - Ensaio de migracdo celular, “wound healing”, das células MDA-MB-435, controle (CN) e apds
tratamento por 48h, com 0,05 pg/mL de cisplatina (CP), do ligante (C1) e dos complexos de paladio(ll) (C2 a
C7).

48 h §

48 h

0h

48 h

Fonte: Do autor.

Nota: C1, H,aniyp-fen; C2, [Pd,(Hani,p-fen),Cly]; C3, [Pd4(anixp-fen),(Nz)4]; C4, [Pd(Hanip-fen),(NCO),];
C5, [Pd4(aniyp-fen),(SCN),]; C6, [Pd4(ani,p-fen),Bry]; C7, [Pdy(H.anip-fen),l,]. Barra = 20 um. Nota-se
que o tratamento inibiu a migracéo celular.
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Figura 7- Migrag¢do (%), em ensaio “wound healing”, das células MCF-7 e MDA-MB-435, controle (CN) e ap6s
tratamento por 48h, com 0,05 pg/mL de cisplatina (CP), do ligante (C1) e dos complexos de paladio(ll) (C2 a
C7).
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Fonte: Do autor.

Nota: C1, H,aniyp-fen; C2, [Pd,(Hani,p-fen),Cly]; C3, [Pd4(anixp-fen),(Nz)4]; C4, [Pd(Hzaniyp-fen),(NCO),];
C5, [Pd,(anip-fen),(SCN)4]; C6, [Pd,(anip-fen),Bry]; C7, [Pdy(H.anip-fen),l,]. Os resultados
representam a média * erro padrdo da média de 3 experimentos independentes. Letras diferentes indicam
diferenca significativa (p<0,001), pelo teste de Tukey. Nota-se que as células tratadas ndo migraram.

5.5 Ensaio de adesao celular

As células interagem com a matriz extracelular (MEC) tanto em condi¢Ges ndo
patoldgicas como em diversas etapas do processo metastatico. O processo de metastase
tumoral envolve a perda progressiva da arquitetura e dissolucédo das ligacdes entre o tecido
epitelial e conjuntivo. A membrana basal, uma rede proteica, forma uma barreira fisica que

restringe as lesGes pré-invasivas, as quais permanecem restritas ao local da lesdo (in situ).
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Entretanto, a membrana basal ndo é estatica e, sobretudo, no tecido mamério estd em
constante regeneragdo e remodelacdo (TANNER, 2012). Para penetrar na MEC as células
tumorais devem se aderir aos componentes da matriz, tais como: laminina, colageno tipo 1V,
proteoglicana de sulfato de heparam e entactina, principais componentes da membrana basal
do tecido mamério e de outros tecidos epiteliais (CHANG; THAKAR; WEAVER, 2017
TANNER, 2012). Assim, a MEC utilizada neste ensaio apresentou essas proteinas em sua
composicao e os resultados obtidos demonstraram que o tratamento inibiu, significativamente
(p <0,001), a adesdo de células MCF-7 e MDA-MB-435 a MEC, quando comparada ao CN
(FIGURA 8). Dessa forma, os compostos testados podem ser considerados antimetastaticos,

tendo em vista que inibiram tanto a migragdo como a adesdo celular.

Figura 8 - Adesdo (%), a matriz extracelular, das células MCF-7 e MDA-MB-435, controle (CN) e ap6s
tratamento por 1 h, com 0,05 pg/mL de cisplatina (CP), do ligante (C1) e dos complexos de paladio(ll) (C2 a
C7).
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Fonte: Do autor.

Nota: C1, Haniyp-fen; C2, [Pd,(Haniyp-fen),Cl,]; C3, [Pda(aniyp-fen),(Ns)s]; C4, [Pd(H.anip-fen),(NCO),];
C5, [Pd(aniyp-fen),(SCN)4]; C6, [Pds(anip-fen),Br,]; C7, [Pdy(H.anip-fen),l,]. Os resultados
representam a média * erro padrdo da média de 3 experimentos independentes. Letras diferentes indicam
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diferenga significativa (p<0,001), pelo teste de Tukey. Nota-se a diminui¢do da adesdo celular com o
tratamento.

5.6 Estudo morfologico e morfométrico

A demonstracdo mais confiavel do efeito citotdxico de um agente toxicante ¢ a alteracdo
morfolégica de células em cultura, com crescimento em monocamada (EKWALL et al.,
1990). A analise morfoldgica demonstrou o efeito citotoxico de todos os compostos para as
duas linhagens celulares estudadas. As células MCF-7 (CN) crescem em coldnias, apresentam
formato poliédrico irregular, citoplasma menos corado que o nucleo e nucléolos evidentes. O
tratamento das células com a CP e o0s compostos resultou em alteragdes morfoldgicas
evidentes, tais como perda da morfologia celular tipica, condensacdo da cromatina,
arredondamento e diminuicdo da célula, o que indica alteracdo do citoesqueleto (FIGURA 9).
Além disso, as células tratadas com os compostos cresceram de forma isolada e ocorreu
alteracdo na morfologia das colonias (FIGURAL0).

As células MDA-MB-435 (CN) apresentaram-se isoladas, com formato irregular e
fusiforme, citoplasma menos corado que o nucleo e nucléolos evidentes. Apos o tratamento
foram observadas alteracfes morfoldgicas evidentes, tais como a perda da morfologia celular
tipica e dos prolongamentos celulares responsaveis pela adesdo ao substrato; a condensagéo
da cromatina; arredondamento e diminuicdo da célula, indicando alteracdo do citoesqueleto,
como observado nas células MCF-7 (FIGURA 11). Esses resultados foram semelhantes aos
obtidos por Campanella et al. (2012), que também observaram alteracdes da morfologia das
células MDA-MB-435, apés o tratamento das células MDA-MB-435 com dois complexos de
paladio(ll), porém, em concentracdo maior que a utilizada no presente trabalho. Kacar et al.
(2014) observaram que o tratamento com um complexo de paladio(ll) derivado de base de
Schiff contendo sacarinato também alterou a morfologia das células MDA-MB-435, as quais
exibiram condensacdo da cromatina, fragmentacdo nuclear, diminuicdo dos prolongamentos
de adesdo celular e destacamento, além da diminuicdo das células, caracteristicas semelhantes
as observadas no presente estudo e compativeis com alteracdes indicativas de morte celular.
Assim, os resultados da analise morfoldgica corroboram os resultados obtidos nos ensaios ja
descritos, evidenciando que todos 0os compostos testados apresentaram citotoxicidade para as
células MCF-7 e MDA-MB-435.
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Figura 9 - Morfologia das células MCF-7, coradas com hematoxilina-eosina, controle (CN) e tratadas por 24 h,
com 0,05 pg/mL de cisplatina (CP), do ligante (C1) e dos complexos de palédio(ll) (C2 a C7).

Fonte: Do autor.

Nota: C1, Hyani,p-fen; C2, [Pdy(Haniyp-fen),Cl,]; C3, [Pd4(ani,p-fen),(Ns)s]; C4, [Pd(H.aniyp-fen),(NCO),];
C5, [Pd4(anizp-fen),(SCN),]; C6, [Pda(anizp-fen),Bry]; C7, [Pd;(Hzanizp-fen).l,]. Barra =5 um. Observa-se
que as células CN crescem em colénias, apresentam formato poliédrico irregular, citoplasma menos corado
gue o nicleo e nucléolos evidentes (seta), enquanto as células tratadas sdo arredondadas (R), menores e
apresentam condensa¢do da cromatina (CC).
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Figura 10 - Morfologia das colonias de células MCF-7, coradas com hematoxilina-eosina, controle (CN) e
tratadas por 24 h, com 0,05 pg/mL de cisplatina (CP), do ligante (C1) e dos complexos de paladio(ll) (C2 a C7).

Fonte: Do autor.

Nota: C1, H,aniyp-fen; C2, [Pd,(Hani,p-fen),Cl,]; C3, [Pd4(anixp-fen),(Ns)4]; C4, [Pd(H.anip-fen),(NCO),];
C5, [Pd4(ani,p-fen),(SCN),4]; C6, [Pds(aniop-fen),Bry]; C7, [Pda(H.anip-fen),l,]. Barra = 10 um. Observa-
se células isoladas e coldnias menores que o CN, apds o tratamento.
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Figura 11 - Morfologia das células MDA-MB-435, coradas com hematoxilina-eosina, controle (CN) e tratadas
por 24 h, com 0,05 pg/mL de cisplatina (CP), do ligante (C1) e dos complexos de paladio(ll) (C2 a C7).

Fonte: Do autor.

Nota: C1, H,aniyp-fen; C2, [Pd,(Hani,p-fen),Cl,]; C3, [Pd4(ani,p-fen),(Ns)s]; C4, [Pd(H.,anip-fen),(NCO),];
C5, [Pd4(anip-fen),(SCN),]; C6, [Pd4(aniop-fen),Br,]; C7, [Pd,(H.ani,p-fen),l,]. Barra =5 um. Observa-
se que as células CN crescem de forma isolada, apresentam formato irregular e fusiforme, citoplasma
menos corado que o ndcleo e nucléolos evidentes (seta), enquanto as células tratadas sdo arredondadas
(R), menores, apresentam condensacdo da cromatina (CC) e perda dos prolongamentos de adesdo ao
substrato.

A diminuicdo das células, ap6s tratamento com todos os compostos, foi demonstrada
pela reducdo significativa (p < 0,001) do didmetro das células MCF-7 e colbnias e do
comprimento das células MDA-MB-435, em comparacdo ao CN. Todos os complexos de
paladio(ll) apresentaram efeito similar ao da CP (p > 0,05) (FIGURAS 12 a 14).
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Figura 12 - Diametro das células MCF-7, controle (CN) e tratadas por 24 h, com 0,05 pg/mL de cisplatina (CP),
do ligante (C1) e dos complexos de paladio(ll) (C2 a C7).
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Fonte: Do autor.

Nota: C1, H,aniyp-fen; C2, [Pd,(Hani,p-fen),Cl,]; C3, [Pds(animp-fen),(Ns)s]; C4, [Pd(Hzanisp-fen),(NCO),];
C5, [Pd4(ani,p-fen),(SCN),]; C6, [Pd(anip-fen),Br,]; C7, [Pd,(Hzaniyp-fen),l,]. Os resultados
representam a média * erro padrdo da média de 3 experimentos independentes. Letras diferentes indicam
diferenca significativa (p < 0,001), pelo teste de Tukey. Observa-se a diminui¢do do didmetro celular ap6s
o tratamento com a CP e os complexos de paladio(ll).

Figura 13 - Didmetro das col6nias de células MCF-7, controle (CN) e tratadas por 24 h, com 0,05 pg/mL de
cisplatina (CP) e dos complexos de paladio(ll) (C2 a C7).
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Fonte: Do autor.

Nota: C1, H,aniyp-fen; C2, [Pd,(Hani,p-fen),Cly]; C3, [Pd4(anixp-fen),(Nz)4]; C4, [Pd(Hzaniyp-fen),(NCO),];
C5, [Pd,(anip-fen),(SCN)4]; C6, [Pd,(anip-fen),Brs]; C7, [Pdy(H.anip-fen),l,]. Os resultados
representam a média * erro padrdo da média de 3 experimentos independentes. Letras diferentes indicam
diferenca significativa (p < 0,001), pelo teste de Tukey. Observa-se a diminui¢do do didmetro das col6nias
celulares ap6s o tratamento com a CP e os complexos de palé&dio(ll).
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Figura 14 - Comprimento das células MDA-MB-435 controle (CN) e tratadas por 24 h, com 0,05 pg/mL de
cisplatina (CP), do ligante (C1) e dos complexos de paladio(ll) (C2 a C7).
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Fonte: Do autor.

Nota: C1, Hjani,p-fen; C2, [Pd,(Hani,p-fen),Cl,]; C3, [Pds(aniop-fen),(Ns)4]; C4, [Pd(H,ani,p-fen),(NCO),];
C5, [Pd4(ani,p-fen),(SCN),]; C6, [Pd(anip-fen),Br,]; C7, [Pd,(Hzaniyp-fen),l,]. Os resultados
representam a média * erro padrdo da media de 3 experimentos independentes. Letras diferentes indicam
diferenga significativa (p < 0,001), pelo teste de Tukey. Observa-se a diminuigdo do comprimento celular
apos o tratamento com a CP e os complexos de paladio(ll).

5.7 Morte celular

O teste utilizando “fast green” para detec¢do de morte celular € um método de coloracéo
diferencial que determina a morte celular por perda de viabilidade. Este ensaio esta
fundamentado na capacidade das células vidveis excluirem o corante, enquanto as células
mortas ndo o fazem. Assim, alteracGes celulares que incluam perda da integridade da
membrana plasmatica, de atividade enzimatica, de ATP ou de atividade de esterase da
membrana plasmatica podem ser detectadas pela coloragdo com “fast green”. Este método
pode ser utilizado para células em cultura e €, particularmente, Util para a avaliacdo da morte
celular em tumores sélidos (espécimes clinicos) e quando h& populacdo mista de células
(WEISENTHAL, 2011).

Os compostos induziram a morte, significativamente (p < 0,05), tanto das células
MCF-7 como das ceélulas MDA-MB-435 (FIGURA 15). Os complexos de paladio(ll) foram
mais ativos que o ligante para ambos tipos celulares, sendo os complexos C3 a C7 0s mais
ativos para as células MCF-7 e os complexos C3, C5 e C7 os mais ativos para as células
MDA-MB-435. Kacar et al. (2014) demonstraram que o complexo de paladio(ll) derivado de
base de Schiff contenho sacarinato também induziu a morte de células MDA-MB-435, por

apoptose e o efeito deste complexo foi independente dos niveis de p53, Bax, ou caspase 3.
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Esses autores demonstraram que a inducé@o de apoptose decorreu da quebra de dupla fita do
DNA induzida pelo complexo, o que pode ter ocorrido também no presente trabalho.

Figura 15 - Morte de células (%) MCF-7 e MDA-MB-435, controle (CN) e tratadas por 24 h, com 0,05 pg/mL
de cisplatina (CP), do ligante (C1) e dos complexos de paladio(ll) (C2 a C7).
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Fonte: Do autor.

Nota: C1, H,aniyp-fen; C2, [Pd,(Hani,p-fen),Cly]; C3, [Pd4(anixp-fen),(Nz)4]; C4, [Pd(Hzaniyp-fen),(NCO),];
C5, [Pd4(aniyp-fen),(SCN),]; C6, [Pd4(ani,p-fen),Br,]; C7, [Pd,(H.ani,p-fen),l,]. Letras diferentes indicam
diferenca significativa (p < 0,05), pelo teste de Tukey. Observa-se a inducdo da morte das células ap6s
tratamento com CP e com 0s demais compostos.

5.8 Fragmentacéo do DNA

A andlise da fragmentacdo do DNA demonstrou clivagem internucleossémica, induzida
pela CP e pelos complexos de paladio(ll) (FIGURA 16). Este teste mostra a formacéo do
padrédo de fragmentacdo do DNA em escada, um sinal classico de apoptose, embora esta possa
ocorrer na auséncia de formacdo de DNA escada (GALLUZZI et al., 2018), como observado

por Kacar et al. (2014) para células MDA-MB-435 tratadas com um complexo de paladio(ll)
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iminico contendo sacarinato. Entretanto, Ulukaya et al. (2011) observaram a fragmentacéo do
DNA, em padrdo escada, das células MCF-7 tratadas com complexo de palédio(ll) iminico,
contendo sacarinato. No presente trabalho todos os complexos de paléddio(ll) testados
induziram a clivagem internucleossémica do DNA genémico das células MCF-7 e MDA-
MB-435, indicando a indugdo de apoptose.

Muitos agentes quimioterdpicos, especialmente, os metalofarmacos tém como alvo a
replicacdo do DNA, um evento crucial para a divisdo celular, que estd superativada nas
células tumorais. A interacdo com o DNA pode induzir diferentes tipos de clivagem e de
ligagBes cruzadas, que alteram a sua estrutura, impedindo a replicacdo, o que leva a morte
celular (FAGHIH et al., 2018). Este parece ser o caso dos complexos de paladio(ll) testados

no presente trabalho.

Figura 16 - Eletroforese do DNA gendmico das células MCF-7e MDA-MB-435, controle (CN) e tratadas por 24
h, com 0,05 pg/mL de cisplatina (CP), do ligante (C1) e dos complexos de paladio(ll) (C2 a C7).
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Fonte: Do autor.

Nota: MM, marcador de massa molecular de 100 pb; C1, Hjani;p-fen; C2, [Pd,(Hani,p-fen),Cl,]; C3,
[Pda(anizp-fen)(Ns)s]; C4, [Pd(Haanizp-fen),(NCO),]; C5, [Pds(anizp-fen)o(SCN),]; C6, [Pda(anizp-
fen),Br4]; C7, [Pd,(Hani,p-fen),l,].
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5.9 Ligacao ao DNA plasmidial

Tem sido proposto que o efeito citotoxico de complexos de paladio(ll) para celulas
tumorais decorre de sua interacdo com o DNA, por meio da formacdo de ligacdes cruzadas
coordenadas entre o paladio(ll) e residuos de guanosina do DNA (CAIRES, 2007; GAO et al.,
2009; SAEIDIFAR et al., 2013). Assim, analisou-se neste trabalho o efeito dos complexos de
paladio(ll) sobre o DNA plasmidial. A conversdo do DNA plasmidial dupla fita, circular,
superenrolado para a forma relaxada é um indicador de quebras no DNA e, por outro lado, a
ligagdo cruzada forma uma estrutura altamente compacta, que leva a migracéo mais rapida do
DNA (CHEN;WU; LIN, 2007; ICSEL et al., 2013). Tem sido proposto que os complexos de
paladio(ll) tém propriedades semelhantes a cisplatina, em relacdo a interacdo com o0 DNA. A
Figura 17 mostra que o DNA plasmidial, CN, apresenta 2 bandas, sendo a forma Il
correspondente ao DNA com clivagem de simples fita (relaxado) e a forma | corresponde ao
DNA superenrolado. O tratamento com o ligante C1 ndo mostrou alteracdo do padréo de
migracdo do DNA plasmidial, indicando que o ligante ndo induz clivagem do DNA, como o
observado para 0 DNA gendmico das células MCF-7 e MDA-MB-435 CN. Contudo, o
tratamento com os complexos de paladio(ll) produziu alteracbes no padrdo de migracdo do
DNA plasmidial. O tratamento com os complexos C2, C5, C6 e C7 induziu o
desaparecimento da forma Il, alteracdo do padrdo de migracdo da forma | bem como
diminuicdo da banda correspondente a essa forma, provavelmente, porque esses complexos
induziram a clivagem hidrolitica do DNA em fragmentos pequenos. Tais alteracdes sdo mais
evidentes no tratamento com os complexos C2 e C6. Esse efeito de complexos de paladio(ll)
foi também observado por Kacar et al. (2014) e por Kavitha e Laxma Reddy (2016). O
tratamento com o complexo C2 induziu ainda, o aparecimento de uma banda intermediaria
entre as formas Il e I, assim como o complexo C3, o que indica quebra de dupla fita do DNA.
O tratamento com o complexo C4 induziu alteracdo do padrdo de migracdo, indicando
interacdo com o DNA, provavelmente, formando uma geometria complexa que retarda a

migracdo da forma |, como observado por Repich et al. (2017) e Faghih et al. (2018).
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Figura 17 - Ensaio de ligacdo do DNA plasmidial (CN) ao ligante (C1) e aos complexos de paladio(ll) (C2 a
C7).

€2 €3

Fonte: Do autor.

Nota: C1, H.ani,p-fen; C2, [Pd,(Hani,p-fen),Cl,]; C3, [Pd4(anisp-fen),(Ns)s]; C4, [Pd(Hani,p-fen),(NCO),];
C5, [Pd4(ani,p-fen),(SCN),]; C6, [Pd4(anip-fen),Br,]; C7, [Pd,(H,ani,p-fen),l4]. 11, banda correspondente
ao DNA relaxado (com quebra de simples fita); I, banda correspondente ao DNA superenrolado.

Um composto citotoxico pode induzir a diminuicdo da viabilidade por alteracdo
bioguimica ou inducdo da morte (ADAN; KIRAZ; BARAN, 2016; SUMANTRAN, 2011).
Assim, os resultados obtidos no presente trabalho, tais como: diminui¢do do teor de proteinas,
alteracdes morfoldgicas e morfométricas, diminuicdo da sobrevivéncia, migracdo e adesdo e
inducdo da morte celular indicam efeito citotoxico dos complexos de paladio(ll) para as
células MCF-7 e MDA-MB-435, os quais podem ser considerados potencialmente
antitumorais e antimetastaticos.

Tem sido proposto que o efeito citotoxico de complexos de palddio(ll) para células
tumorais decorre da interacdo do complexo com o DNA, por meio da formacao de ligacdes
cruzadas coordenadas entre o paladio(ll) e a guanosina do DNA (ALBERT et al., 2013;
CAIRES, 2007; GAO et al., 2009; SAEIDIFAR et al., 2013), o que pode também ter ocorrido
no presente trabalho. Os complexos de paladio(ll) estudados, possuem ligantes iminicos,
formando ligacdo estdvel com o metal e apresentam substituintes hidrolisaveis, o que
disponibiliza o paladio(ll) para se ligar as bases doadoras de elétrons, como os residuos de
guanosina e adenosina (especialmente o N7). Todos os complexos de paladio(ll) estudados no
presente trabalho mostraram interagdo com o DNA, mas o ligante néo.

E interessante ressaltar que a estrutura molecular dos complexos de paladio(ll), testados
neste trabalho, apresentam geometria quadrado-planar com ligante desprotonado coordenado
ao ion paladio(ll), por meio de 4tomos de carbono e nitrogénio iminico e os resultados do
presente trabalho demonstram o aumento da atividade citotdxica do ligante, ap6s coordenacéo
ao paladio(ll). Além disso, o paladio(ll) apresenta-se ligado a substituintes haletos, ndo
haletos e pseudoaletos. Isto € importante, pois em condicdes fisiologicas o substituinte deve
ser perdido para que o paladio(ll) possa se ligar a compostos celulares. Neste sentido,

observa-se que apesar de todos os complexos de paladio(ll) apresentarem atividade citotoxica
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0S mais potentes podem ser considerados o C5 e C7, uma vez que estes apresentaram
atividade citotoxica para as duas linhagens celulares em todos os testes realizados. A
atividade destes complexos pode ser atribuida a estrutura e propriedades quimicas,
evidenciando a importancia do substituinte, além do ligante, para a atividade do complexo.
Esses complexos sdo formados por acido macio (paladio) e bases macias (SCN e I), o que
provavelmente, favoreceu a interagdo e estabilidade dos complexos, permitindo alcangar o
alvo bioldgico antes de sua hidrdlise.

Os agentes quimioterapicos sao divididos em duas classes: 0s bloqueadores, que evitam o
processo de iniciagcdo da carcinogénese e 0S supressores tumorais, que previnem a posterior
promocao e progressdo das lesdes de DNA ja estabelecidas (FRESCO et al., 2010). Tendo em
vista que foram utilizadas células com les6es no DNA ja estabelecidas e o tratamento com 0s
compostos foi citotdxico para as células analisadas, estes apresentam efeito supressor tumoral.

Além de supressor tumoral (antitumoral), os complexos de paladio(ll) testados podem ser
considerados com potencial antimetastatico, pois inibiram a adesdo e migracdo celular,
eventos necessarios ao processo metastatico (CHOI; MOON, 2018; EMON et al., 2018;
OUDIN; WEAVER, 2016). Esse processo é descrito como uma cascata de eventos em que as
células normais sdo transformadas em células tumorais devido a mutacdes em genes que
regulam vias importantes, como a via de sinalizacdo Wnt/RhoA/ROCK, produzindo
desequilibrio entre a proliferacdo e a morte celular (KOBUNE et al., 2007; WONG et al.,
2015). Interacdes das células tumorais com o microambiente estromal e proteinas da matriz
extracelular contribuem para a formagdo de novos vasos sanguineos e linfaticos. Essas
interacOes facilitam a migracdo e invasdo das células tumorais para os tecidos circundantes,
intravasamento pelos vasos recém-formados e disseminacdo para outros tecidos, para formar
os tumores secundarios (CHOI; MOON, 2018; EMON et al., 2018; OUDIN; WEAVER,
2016). A organizagdo da matriz extracelular também regula a funcéo celular, assim, alteragdes
na sintese, remodelacdo e degradacdo proteolitica contribuem para a perda da integridade
estrutural, permitindo a migragéo e invaséo celular no processo metastatico (CHOI; MOON,
2018; EMON et al., 2018; OUDIN; WEAVER, 2016).

O citoesqueleto é uma estrutura celular, com varias funcGes, como organizacdo de
organelas citoplasmaticas e compartimentos intracelulares, segregagdo dos cromossomos nos
eventos de mitose e também é responsavel pela determinacdo da forma da célula e promocéo
da adesdo célula-célula ou célula-matriz, por meio de suas interagdes com caderina e
integrinas, respectivamente (FIFE; MCCARROLL; KAVALLARIS, 2014). Os resultados

deste estudo indicaram a possivel acdo dos complexos de paladio(ll) sobre o citoesqueleto das
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células MCF-7 e MDA-MB-435, evidenciada pelas notaveis alteracbes morfoldgicas
celulares. Esse resultado sugere, portanto, que a inibicdo da migracdo e adesdo, podem estar
relacionadas também com a capacidade dos complexos de paladio(ll) em modificar a
estrutura do citoesqueleto.

As células MCF-7 representam o modelo do tumor mamario de maior importancia
clinica, em termos de prevaléncia, os tumores luminal A (ER+), que respondem a terapia
hormonal (CURIGLIANO et al., 2017). Entretanto, apesar da boa resposta inicial ao
tratamento, muitos tumores desenvolvem resisténcia ao medicamento, além disso, os tumores
ER+ ndo apresentam boa resposta a quimioterapia neoadjuvante e ainda, nos casos avang¢ados
da doenca, a resposta ao tratamento quimioterapico convencional também ndo é boa
(CURIGLIANO et al., 2017; CURTIS et al., 2012; TANG et al., 2016). As células MDA-
MB-435 representam um modelo de tumor mamario triplo-negativo, para o qual ndao ha
tratamento clinico curativo. Assim, os resultados desse trabalho indicam que os complexos de
paladio(ll) testados apresentam potencial, como candidatos para o desenvolvimento de

medicamento para tratamento do cancer de mama.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho evidenciou potencial antitumoral e antimetastatico dos complexos de
paladio(ll) inéditos. Os complexos foram citotoxicos para as linhagens celulares de tumor
mamario humano MCF-7 e MDA-MB-435, pois levaram a diminuicdo da viabilidade das
células, além de alteragdes morfoldgicas, morfométricas e induziram a morte celular, podendo
ser considerados agentes supressores tumorais. Além disso, os complexos inibiram a
migracdo e adesdo celular, apresentando atividade antimetastatica. Os complexos
apresentaram ainda, capacidade de ligacdo ao DNA gendmico e plasmidial, produzindo a
fragmentacéo destes, indicando que o mecanismo de acdo dos complexos inclui a inducéo de
apoptose. Todos os complexos de paladio(ll) apresentaram atividade superior ao ligante e
apesar de todos serem citotdxicos para ambas as linhagens celulares, os complexos C5 e C7
foram ativos para as células MCF-7 e MDA-MB-435 em todos os testes realizados, podendo,
assim, ser considerados os mais ativos. O desenvolvimento de compostos que atuem de forma
efetiva, seletiva e com baixa toxicidade ainda € um desafio para o tratamento da maioria dos
tipos de tumor. O presente trabalho demonstrou pela primeira vez o efeito citotoxico dos
compostos sintetizados para a linhagem MCF-7, de adenocarcinoma mamario humano ER+ e
MDA-MB-435, triplo-negativo. Este resultado indica que os complexos apresentam potencial
para o desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos para o tratamento do cancer de

mama, especialmente, os complexos C5 e C7.
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