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RESUMO

O melanoma é um tipo cancer de pele muito agressivo e altamente letal quando néo
diagnosticado em estagio inicial. A sobrevida média dos pacientes com melanoma metastatico
é inferior a um ano. Apesar dos avangos nos protocolos terapéuticos com a introducdo de
agentes imunomoduladores e inibidores de proteinas tirosino-cinases, os resultados clinicos
ainda sdo limitados. Neste contexto, € relevante a busca por novos agentes que possam melhorar
as propostas terapéuticas para o melanoma. Estudos mostram que o &cido cindmico e seus
derivados apresentam promissora atividade antitumoral. Além disso, nos ultimos anos varios
complexos metalicos, a base de ruténio, tem sido obtidos a partir da coordenacgéo desse ion a
compostos organicos. Os complexos de ruténio tem sido amplamente explorados como
candidatos a farmacos antineoplasicos e representam uma alternativa aos compostos de platina,
cuja toxicidade é bem conhecida. Estudo prévio realizado pelo nosso grupo de pesquisa mostrou
que complexo de ruténio (1) contendo o &cido piperonilico inibiu a proliferacdo e induziu
apoptose em células derivadas de adenocarcinoma pulmonar. Dessa forma, o presente estudo
objetivou avaliar os efeitos de trés complexos de ruténio, contendo derivados do &cido
cinamico, sobre células derivadas de melanoma (HT-144, CHL-1, SK-MEL-147 e WM1366).
Os complexos denominados de CINAM, TRANSCINAM, e CLOROCINAM foram obtidos a
partir da coordenacdo do ruténio aos acidos 3,4-metileno-cindmico, trans-4-trifluorometil-
cindmico e trans-4-cloro-cinamico, respectivamente. Os trés complexos reduziram a taxa de
viabilidade celular em todas as linhagens testadas, contudo o efeito foi dependente da
concentracéo utilizada. Os valores de 1Cso variaram entre 2,83 e 13,83 uM e, considerando 0s
perfis de citotoxicidade e de seletividade, o0 complexo TRANSCINAM foi selecionado para
futuras investigacdes. A linhagem CHL-1 apresentou maior sensibilidade a0 TRANSCINAM
em relacdo as linhagens SK-MEL-147 e WM1366, como evidenciado pelos ensaios de ciclo
celular e capacidade clonogénica. Assim, 0s mecanismos associados a capacidade de
TRANSCINAM inibir a progressdo do ciclo na transicdo G1/S, na linhagem CHL-1, foram
investigados. Os resultados mostraram que TRANSCINAM reduz e aumenta, respectivamente,
a expressao de CCNE2 (ciclina E2) e CDKN1A (p21), reguladores criticos da transicdo G1/S.
Além disso, TRANSCINAN induziu apoptose em células CHL-1 e inibiu a capacidade de
migracdo dessas células. O efeito pro-apoptético foi correlacionado ao aumento da razéo
BAX/Bcl-2. Os dados apresentados no presente estudo mostram que TRANSCINAM tem
potencial antitumoral e representa um protétipo promissor, contudo estudos subsequentes
devem ser realizados para avaliar sua efetiva contribuicdo no tratamento de melanoma.

Palavras-chave: Melanoma, derivados de acido cindmico, complexos de ruténio, atividade
antiproliferativa, apoptose.



ABSTRACT

Melanoma is a rare aggressive skin cancer and highly lethal with late diagnosis. Metastatic
melanoma overall survival is lower than a year. Despite advances in the treatment with
immunotherapy or protein kinase inhibitors, the clinical outcome is poor. In this scenario, the
search for new drugs is imperative for the improvement of melanoma therapeutic proposes.
Studies have shown that cinnamic acid and derivatives present promising antitumor activity. In
addition, nowadays numerous metallic complexes based in Ruthenium were obtained from its
coordination with organic compounds. Ruthenium complexes have been investigated as
potential antineoplastic drugs and represent an alternative for platinum compounds that has
known toxicity. Previous studies developed by our group showed that Ruthenium complex (1)
with piperonilic acid inhibited proliferation and induced apoptosis in lung adenocarcinoma
cells. In this way, the objective of the present study was to evaluate the effect of three different
ruthenium complexes containing cinnamic acid derivatives on melanoma cell lines (HT-144,
CHL-1, SK-MEL-147 and WM1366). The complexes named CINAM, TRANSCINAM and
CLOROCINAM were obtained by the coordination of ruthenium with 3,4-methlenedioxy-
cinnamic, trans-4-trifluoromethyl-cinnamic and trans-4-chloro-cinnamic acids, respectively.
All complexes reduced cell viability in tested cell lines in a concentration-dependent manner.
The ICso values varied from 2.83 to 13.83 uM. TRANSCINAM was selected for future
investigation based on its cytotoxicity and selectivity profiles. CHL-1 cell line was more
responsive to TRANSCINAM when compared SKM-MEL-147 and WM1366, considering cell
cycle and clonogenic capacity analyses. Therefore, the mechanisms associated to the capacity
of TRANSCINAM to inhibit the cell cycle progression at G1/S transition in CHL-1 cells were
further investigated. The results showed that TRANSCINAM reduced and increased the
expression CCNEZ2 (cyclin E2) and CDKN1A (p21), respectively, which are critical regulators
of G1/S transition. Moreover, TRANSCINAM induced apoptosis on CHL-1 cells and inhibited
migration of these cells. Pro-apoptotic effect was associated to increase BAX/Bcl-2 ratio. Taken
together, the data show that TRANSCINAM is a promising antitumor prototype, however
further studies should be carried out to evaluate its effective contributing for melanoma
treatment.

Key-words: melanoma, cinnamic acid derivatives, ruthenium complexes, antiproliferative
activity, apoptosis.
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1 INTRODUCAO

O cancer é caracterizado pelo crescimento descontrolado de células que perdem a
capacidade de responder aos sinais que regulam proliferacdo, diferenciacdo e morte celular. O
comportamento alterado das células transformadas é decorrente de alteracGes genéticas e
epigenéticas (SILVA et al., 2005; HODIS et al., 2012; KRAUTHAMMER et al., 2012). O
cancer constitui a segunda maior causa de morte da populacdo mundial e esta atrds somente das
mortes ocasionadas por complicagdes cardiovasculares (WHO, 2020).

O melanoma cutaneo é um tumor maligno que se origina a partir de melandcitos, células
responsaveis pela producao da melanina ou de células precursoras, que migram da crista neural
durante o desenvolvimento (LEONARDI et al., 2018). A sua ocorréncia esta intimamente
associada com a cor da pele e da regido geografica considerada. Estudos epidemioldgicos
confirmam a hipétese de que a maioria dos casos se relaciona, pelo menos em parte, com a
exposicdo excessiva a luz solar, sendo que a maior incidéncia é em caucasianos (LEITER;
GARBE, 2008). De acordo com o Instituto Nacional de Cancer no Brasil (INCA), a estimativa
foi de 8.450 novos casos de melanoma em 2020 e 1.978 obitos em homens e 819 em mulheres
em 2019, e estima-se que o Brasil terd mais de 625 mil casos de cancer entre os anos 2020 a
2022.

As altas taxas de mortalidade estdo relacionadas ao diagndstico tardio, uma vez que
lesGes iniciais podem ser removidas por intervencdo cirdrgica com altos indices de cura.
Entretanto, esse tipo de abordagem néo se aplica aos pacientes que apresentam a doenga em
fase avancada (LIMA et al., 2018).

A dacarbazina e seu derivado, a temozolomida, foram amplamente utilizados como
medicamentos em protocolos quimioterapicos para o tratamento de melanoma, apesar da pouca
efetividade desses medicamentos na remissdo dos tumores (PATEL et al., 2011). Estudos
clinicos realizados na ocasido mostravam que 0 aumento na sobrevida dos pacientes era de
menos de um ano (7,7 meses para a temozolomida e 6,4 meses para a dacarbazina) (LI et al,
2015).

O conhecimento sobre as caracteristicas genéticas dos diferentes subtipos de melanoma,
bem como das principais muta¢des envolvidas no processo de transformagdo maligna
permitiram a identificacdo de alvos terapéuticos que levaram ao desenvolvimento de novos
farmacos, os quais atuam como imunomodulares e inibidores de proteinas cinases. Apesar da
promissora resposta observada inicialmente a esses farmacos, observou-se um modesto

aumento na sobrevida dos pacientes devido a aquisi¢ao de resisténcia e progressao da doenca
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(SULAIMON; KITCHELL, 2003; NAZARIAN et al., 2010; HODI et al., 2010; RIZOS et al.,
2014; LIVINGSTONE et al., 2014; SINGH; SALAMA, 2016; RICHMOND et al., 2019).

Nesse contexto, € relevante a busca por novas substancias que possam melhorar as
propostas terapéuticas para o melanoma.

As substancias naturais apresentam uma variedade de propriedades farmacoldgicas e
tem sido amplamente estudadas com o objetivo de identificar moléculas com atividade
antitumoral (NEWMAN; CREGG, 2016; NEWMAN; CREGG, 2020). O &cido cindmico (AC)
é um composto fendlico conhecido pelas suas propriedades bioldgicas (LIU et al., 1995;
EKMEKCIOGLU et al., 1998; PONTIKI et al., 2014). Tem sido demonstrado que o AC e seus
derivados tém atividade antiproliferativa sobre células derivadas de diferentes tipos de cancer,
incluindo melanoma (LIU et al., 1995; NIERO et al., 2013; RUWIZHI; ADERIBIGBE, 2020).
Além disso, atividade antimetastatica também tem sido descrita para essas substancias (YEN et
al., 2011; TSAl et al., 2013; LING et al., 2015; SOLTANIAN et al., 2018).

Nos ultimos anos, varios complexos metalicos tém sido obtidos com o objetivo de
identificar novas estruturas quimicas que possam contribuir no combate ao cancer,
considerando que os compostos a base de platina foram importantes para o controle e combate
de alguns tipos de cancer, apesar dos severos efeitos colaterais induzidos. Os complexos de
ruténio tém sido considerados promissores agentes antitumorais, uma vez que mostram-se
efetivos em inibir proliferacdo, migracdo e invasdo de células tumorais em ensaios in vitro.
Esses dados foram criticos para que dois complexos de ruténio (NAMI-A e
KP1013/KP1339/NKP1399) fossem selecionados para serem avaliados em ensaios clinicos.
NAMI-A apresentou atividade antimetastatica em ensaios pré-clinicos, contudo efeitos
significativos ndo foram observados nos ensaios clinicos (RADEMAKER-LAKHALI et al.,
2004; CIARIMBOLI et al., 2015; ALESSIO; MESSORI, 2019), enquanto o NKP1399 continua
sendo testado em regime de terapia combinada. Assim sendo, é necessario identificar novos
prot6tipos que possam ser Uteis para o desenvolvimento de novos farmacos antineoplasicos.

Estudo prévio realizado pelo nosso grupo de pesquisa mostrou que um complexo de
ruténio (1) contendo &cido piperonilico inibiu a proliferacdo e induziu apoptose em células
derivadas de adenocarcinoma pulmonar (FERREIRA-SILVA et al., 2017). Dessa forma, o
presente estudo objetivou avaliar os efeitos de trés complexos de ruténio(ll) contendo derivados
do &cido cinamicos, sendo estes os &cidos 3,4-metileno-cinamico, trans-4-trifluorometil-
cinamico e trans-4-cloro-cinamico sobre diferentes linhagens celulares derivadas de melanoma

que apresentam diferencas no perfil de mutagoes.



17

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANCER

O cancer constitui um problema de satde puablica mundial. A Agéncia Internacional de
Pesquisa em Cancer (IARC) divulgou em 2018 o documento GLOBOCAM 2018 apresentando
os dados estatisticos referentes a 36 tipos de cancer em 185 paises. A estimativa mundial,
realizada em 2018 de acordo com este documento apontou incidéncia de 18,1 milhGes de novos
casos, com 9,6 milhdes de morte por cancer mundialmente.

No Brasil, em 2020, de acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), a estimativa
para novos casos foi de 309.750 em homens e 316.280 em mulheres, e ainda para o triénio
2020 — 2022 a estimativa € a incidéncia de mais de 625 mil novos casos; além disso, nos Estados
Unidos a American Cancer Society estimou para 2020 cerca de 1,8 milhdes de novos casos
diagnosticados 606.520 mortes por cancer nos Estados Unidos.

O céancer é uma doenca complexa, heterogénea e altamente dindmica envolvendo
multiplos eventos moleculares, os quais representam um grande desafio para pesquisadores e
clinicos (MOSES et al., 2018). Hanahan e Weinberg (2000; 2011) elencaram algumas
habilidades que sdo compartilhadas pelas células tumorais malignas que incluem alta
capacidade de proliferacédo, resisténcia aos sinais de inducdo de morte e alta capacidade de
angiogénese, invasdo e metastase. Estes achados foram extremamente relevantes para a
compreensdo dos mecanismos moleculares relacionados ao desenvolvimento e progresséo do
cancer e, consequentemente, para a identificacdo de novos alvos terapéuticos.

O comportamento alterado das células malignas esté relacionado a alteracfes genéticas
e epigenéticas. Vale ressaltar que mutacGes em proto-oncogenes que estao associados a eventos
que estimulam a proliferacdo celular em resposta a estimulos fisioldégicos e em genes
supressores de tumor sdo comumente observadas em células cancerosas. Essas formas
modificadas dos proto-oncogenes sao denominadas oncogenes. Algumas mutagdes encontradas
nessa classe de genes determinam a sintese de isoformas proteicas com hiperatividade, de modo
que a proliferacdo celular seja estimulada e independente de estimulos externos (AMENDOLA,
VIEIRA, 2005). Ja os genes supressores de tumor estdo associados a eventos que regulam
negativamente a proliferacao celular e, portanto, previnem a proliferacao descontrolada. Assim
sendo, as muta¢des que inativam estes genes contribuem diretamente para o desenvolvimento
e progress&o do tumor (SIMAO et al., 2002).
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As células tumorais, em geral, apresentam alteracGes no perfil de expressdo e ativacao
de moléculas que estimulam e/ou inibem o ciclo celular. Sendo assim, moléculas capazes de
regular a progressdo do ciclo celular sdo promissores agentes antitumorais (DURONIO;
XIONG, 2013).

O processo normal de progressao do ciclo celular é altamente regulado por complexos
proteicos que sdo ciclicamente ativados. A ativacdo de cinases dependentes de ciclina (CDK)
representa um evento critico para a progressao do ciclo celular e ocorre principalmente devido
a sua interacdo com ciclinas especificas, cujos niveis de expressdo variam ao longo do ciclo
celular (MALUMBRES; BARBACID, 2009).

A ativacdo do complexo ciclina D-CDK4/6, em resposta a sinais mitogénicos por
exemplo, € critica para a progressdo na fase G1 (MALUMBRES; BARBACID, 2001) e
passagem pelo ponto de restricdo. Complexos ciclina D-CDKA4/6 ativados fosforilam diferentes
alvos, incluindo a proteina Rb (pRb), um regulador negativo do ciclo celular. Dessa forma, a
fosforilacdo inibitéria de Rb contribui para a transi¢do da fase G1 para S, via a expressao de
ciclina E, que por sua vez ativa a CDK2. A formacédo do complexo ciclina E-CDK2 contribui
para 0 estado hiperfosforilado de pRb levando a sua completa inativacdo (LUNDBERG,;
WEINBERG, 1998). Na auséncia de estimulo para a progressdo do ciclo celular a pRb é
responsavel pelo sequestro de fatores de transcrigdo da familia E2F (E2F1, E2F2 e E2F3). A
fosforilagcdo de pRb, no ponto de restricdo ou proximo a ele, leva a liberacdo desses fatores de
transcricdo, os quais estimulam a expressao de genes relacionados a progressao do ciclo celular
(XIONG et al., 1993) incluindo as ciclinas E e A, bem como a fosfatase Cdc25 que remove o
fosfato inibitorio dos complexos ciclina-Cdk. A ativacdo do complexo ciclina E-Cdk2 é critica
para transicdo G1-S, ao passo que a progressdo pela fase S depende da ativacdo do complexo
ciclina A-CdK2, o qual mantém o estado hiperfosforilado da pRb (Figura 1). A progressao pela
fase G2 é regulada pelos complexos ciclina A-Cdk1, enquanto a transicdo G2/M e os eventos
iniciais da mitose sdo eventos regulados pelos complexos ciclina B-Cdkl (ARELLANO;
MORENO, 1997). A inativacdo dos complexos CdK-ciclinas ocorre em pontos especificos do
ciclo celular devido a proteo6lise das ciclinas, as quais sdo poliubiquitinizadas e encaminhadas
a degradacdo nos proteossomos (VERMEULEN et al., 2003).

E importante ressaltar que a atividade das CDKs pode ser inibida por proteinas
especificas, CDlIs (inibidores de cinases dependentes de ciclina), as quais se ligam as CDKSs ou
ao complexo ciclina-CDK regulando negativamente sua atividade. Essa atividade das CDKs é
regulada por duas familias de inibidores: as proteinas INK4 (INK4A, INK4B, INK4C e INK4D)
e a familia Cip e Kip composta por p21, p27 e p57 (MALUMBRES; BARBACID, 2005).
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A proteina p21, membro da familia Kip/Cip, € regulada em diferentes niveis
(transcricional e pds-trancricional). A p53, é codificada pelo gene supressor de tumor TP53,
representa o principal ativador transcricional de p21 (FIGURA 1). A proteina p53 esta
envolvida em uma série de eventos que incluem monitoramento na integridade genémica e
bloqueio do ciclo celular em resposta a danos no DNA. Adicionalmente, p53 pode atuar na
inducdo de apoptose frente a diferentes tipos de estresse celular incluindo aqueles associados a
lesdes irreparaveis no DNA (TAKAHASHI; RAYMAN; DYNLACHT, 2000).

A capacidade de p53 inibir o crescimento do tumor esta associada a sua capacidade de
regular a expressédo de genes que modulam a dinamica de progresséo do ciclo celular, reparo de
DNA e apoptose. Contudo, mutacbes em p53 sdo frequentemente observados em tumores
humanos TP53 (VOGELSTEIN et al., 2000).

Figura 1 - Aspectos gerais relacionados aos mecanismos regulatorios da progresséo pela fase 1 e transicao
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Fonte: Strauss et al., 2012 (modificada).
A resisténcia a apoptose constitui uma caracteristica importante das células tumorais. A

apoptose é um tipo de morte programada que desempenha um papel essencial no
desenvolvimento do organismo e na homeostase dos tecidos. No entanto, células tumorais se
mostram resistentes aos sinais indutores de apoptose devido a uma série de alteracdes que
ocorre durante o processo de transformacdo maligna e inclui modulacédo do perfil de expressao
e de ativacdo de genes criticos associados ao processo de sobrevivéncia celular (OKADA,
MAK, 2004).

A apoptose pode ser desencadeada pela via extrinseca e intrinseca. A via extrinseca €
iniciada pela interacao de ligantes como receptores de morte na superficie celular (FAS, TAIL-
R1/2 e TNFR). A ativacao desses receptores induz uma cascata de eventos que leva a ativacdo

da caspase-8 que, por vez, cliva e ativa diretamente as caspases executoras 7 e 3. Estas cisteinas
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proteases clivam diferentes substratos e orquestram o processo de apoptose. Por outro lado, a
via intrinseca € modulada por membros da familia Bcl-2, a qual inclui proteinas com atividade
pré-apoptotica (BAX, BAK, BID, PUMA, NOXA, BIM e BAD) e antiapoptatica (Bcl-2, Bcl-
xL, Mcl-1 e Bcl-w). De forma que o balanco entre esses fatores esta diretamente relacionado a
ocorréncia ou ndo de apoptose. Os membros pro-apoptoticos sdo classificados como efetores
(BAX e BAK), ativadores (BID, PUMA, BIM) ou sensibilizadores (NOXA e BAD) (SINGH
et al., 2019). Em resposta a diferentes tipos de estresse celular, as proteinas pré-apoptoticas
ativadoras e sensibilizadoras inibem a acdo repressora do membros antiapoptéticos sobre as
proteinas pro-apoptoticas efetoras. Além disso, as proteinas ativadoras se ligam de forma néo
covalente as proteinas efetoras induzindo modificacdes alostéricas que favorecem
oligomerizacdo dessas proteinas, as quais formam poros na membrana mitocondrial externa. A
permeabilizacdo da membrana mitocondrial permite a liberacdo de citocromo ¢ e outras
moléculas reguladoras de apoptose para o citoplasma. A presenga de citocromo ¢ no citoplasma
é critica para a formacdo do apoptossomo e ativacdo da caspase 9 que, por sua vez, ativa as
capazes executoras 3 e 7. Vale ressaltar que p53 regula positivamente a transcricdo de BAX,
PUMA e BID ou pode inibir Bcl-2, que antagoniza BAX, favorecendo a apoptose
(KAUFMANN; EARNSHAW, 2000; MASOOQOD et al., 2011; MOHAMMAD et al., 2015).

A resisténcia das células tumorais esta associada a alteracdes no perfil de expressao de
proteinas da familia Bcl-2. Estudos mostram que muitos tipos de cancer apresentam elevados
niveis de proteinas anti-apoptoticas, o que favorece a sobrevivéncia das células tumorais (ANAI
et al., 2007; TUCKER et al., 2008; AZMI; MOHAMMAD, 2009: AZMI et al., 2011; WANG
etal., 2013).

2.2 MELANOMA

A incidéncia mundial do melanoma tem aumentado mais que qualquer outro tipo
de cancer (ALl et al., 2013). Em 2012 ele ocupou a 152 posi¢ao entre 0s canceres mais comuns
em todo o mundo. A sua incidéncia varia em decorréncia da localiza¢do geografica, tipo de pele
e exposicdo solar. Além disso, diferentemente de outros tumores sélidos, o0 melanoma afeta
jovens e adultos de meia idade (RASTRELLI et al., 2014; FERLAY et al., 2015).

O melanoma é uma das formas mais agressivas de cancer de pele, sendo responsavel
por 80% das mortes relacionadas ao cancer de pele devido ao seu alto potencial metastatico
(MILLER et al. 2016). Estudos demonstraram que o melanoma é proveniente de uma série de

alteragdes genéticas e epigenéticas que favorecem o processo de invasdo e progressdo tumoral
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(MORO; ZIGRINO, 2014; LEE et al., 2014; CHIRIBOGA et al., 2016; SANDRI et. al., 2016;
FALZONE et al.,, 2016; GUARNERI et. al., 2017). O melanoma afeta principalmente a
populacédo caucasiana de ambos 0s sexos e tem prognostico muito ruim quando é diagnosticado
em estagio avancado (BOMBELLI et al., 2014; FERLAY et al., 2015; JIANG et al., 2017).
Sendo assim a identificacdo precoce do melanoma é crucial para o sucesso do tratamento. As
diretrizes de pratica clinica preconizadas pela European Society for Medical Oncology para
melanoma cutaneo destacam a importancia de um diagnostico detalhado para o estabelecimento
do estéagio do tumor (DUMMER et al., 2015).

De acordo com a andlise histoldgica, 5 estagios podem ser observados entre a lesdo
benigna e 0 melanoma metastatico: 1) nevus, uma lesdo benigna caracterizada pelo aumento
quantitativo de melandcitos; 2) nevus displasico, caracterizado por uma atipica organizacgéo das
células; 3) melanoma em fase de crescimento radial, estagio em que os melandcitos proliferam
intensamente na epiderme; 4) melanoma em fase de crescimento vertical, estagio em que as
células penetram a lamina basal e invadem a derme e o tecido subcutaneo; 5) melanoma
metastatico, caracterizado pelo espalhamento das células na pele e em outros érgdos. Contudo,
sabe-se que o processo de transformacao maligna pode ocorrer de forma néo linear (HERLYN
M., 1990)

A radiacdo ultravioleta (UV) da luz solar é o principal fator de risco ambiental para o
desenvolvimento do melanoma (GILCHREST et al., 1999; FALZONE et al., 2016). Contudo,
0 numero de nevus melanociticos congénitos e adquiridos, a suscetibilidade genética e a historia
familiar sdo fatores associados ao desenvolvimento da doenca (BAUER; GARBE, 2003;
HAWKES et al., 2016). Assim, o melanoma é uma doenca heterogénea que envolve diferentes
subtipos de tumor, os quais apresentam diferentes comportamentos e caracteristicas clinicas
dependendo dos fatores associados ao seu desenvolvimento (EMRI et al., 2018).

Estudos mostram que o melanoma esta associado a uma série de mutacdes somaticas
em genes que regulam proliferagdo celular, sobrevivéncia e morte (VOGELSTEIN et al., 2013;
AKBANI et al., 2015; HODIS et al., 2012) incluindo BRAF, NRAS, TP53, PTEN e CDKN2A
(HODIS et al., 2012), os quais codificam RAF, RAS, p53, PTEN e pl6/p14~RF,
respectivamente.

A figura 2 mostra um esquema que ilustra os eventos associados ao processo de
transformacdo maligna de melandcitos. Conforme mostra o0 esquema, pode ocorrer uma série
de alteragBes nos melandcitos que afetam genes criticos como TP53, NF1 e PTEN e levam ao
desenvolvimento do melanoma; ou a ocorréncia de nevus, que abriga a mutacio BRAFV®%E em

aproximadamente 80% dos casos, indicando que essa mutacdo ndo e suficiente para induzir
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tumorigénese. Entretanto, os raios ultravioleta podem induzir mutagdes adicionais (TERT e
CDKN2A) que levam a transformacao maligna de nevus (LEONARDI et al., 2018).

Figura 2 - Transformacdo maligna do melandcito.
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Fonte: LEONARDI et al., 2018 (modificada).

Nota: MSH, horménio estimulador de melandcitos; MC1R, receptor de melanocortina 1; BRAF, proto-
oncogene B-Raf; CDKN2A, inibidor da quinase dependente de ciclina 2A; TERT, transcriptase
reversa da telomerase; ARID2, dominio 2 de interacdo rico em AT; PTEN, homdlogo de
fosfatase e tensina; NF1, neurofibromina 1; TP53, proteina tumoral p53; KIT, KIT receptor
proto-oncogene tirosina quinase.

Mutag6es somaticas em BRAF (58%), NRAS (28%) e NF1 (14%) representam as mais
relevantes para a hiperativacdo da via RAS/RAF/MEK/ERK, a qual esta associada a eventos de
proliferacédo, sobrevivéncia e migracdo (SULAIMON; KITCHE, 2003. CURTIN et al., 2005;
GIEHL, 2005; HANDOLIAS et al., 2010; HODIS et al., 2012; JAKOB et al., 2012; NISSAN
et al., 2014; ZHANG et al., 2016). MutacOes em BRAF e NRAS estdo associadas a um pior
prognostico (LONG et al, 2011; JAKOB et al, 2012; HAUSCHILD et al, 2012) e, em geral,
alteracdes em BRAF estdo relacionadas a substituicao da valina na posi¢do 600 (RUBINSTEIN
etal., 2010).

MutagGes em NRAS e PTEN em melanoma envolvem mais comumente a ativagdo da
via PIBK/AKT. Muta¢bes somaticas em PTEN sdo observadas em 14% dos casos, de acordo
com dados do The Cancer Genome Atlas (TCGA) (PAPPALARDO et al., 2016; ZHANG et
al., 2016).

Dois genes frequentemente estudados que desempenham um papel na proliferacdo

desregulada de células de melanoma sdo os CDKN2A e CDKN1A que codificam proteinas
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inibidoras de cinases dependentes de ciclinas. CDKN1A codifica p21, enquanto CDKN2A
codifica por splicing alternativo p14”RF e p16, sendo a p21 uma inibidora de CDKs, p14”RF e
pl6 proteinas que atuam como supressores de tumor.

Embora mutagfes somaticas relacionadas ao gene TP53 estejam presentes em 15% dos
melanomas, a compreensdo de mudangas moleculares associadas com o papel deste gene
supressor de tumor é importante, pois muta¢ées no gene TP53 podem resultar na perda da
funcdo supressora de tumor da p53 ou na aquisi¢do de fungdes oncogénicas e, portanto, sdo
criticas no processo de progressao tumoral (LEVINE et al., 1991; WADE et al., 2010;
GANNON; JONES, 2012). Além disso, aproximadamente 60% dos melanomas apresentam
mutacBGes somaticas em genes relacionados a via de p53, incluindo CDKN2A (44%), TP53
(15%) ou MDM2 (5%) (HODIS et al., 2012; ZHANG et al., 2016).

2.3 TRATAMENTOS E ALVOS TERAPEUTICOS

Nos ultimos 25 anos, intensas pesquisas tem sido realizada para compreender as
mudancas gendmicas associadas ao desenvolvimento e progresséo do melanoma. O
entendimento dos mecanismos moleculares relacionados ao processo de transformagdo foi
importantissimo para o desenvolvimento de novos protocolos terapéuticos para pacientes
diagnosticados com este tipo de cancer.

Para que um tratamento seja eficaz clinicamente é importante que o estadiamento deste
cancer seja feito. De acordo com a Sociedade Americana do Cancer (2019), o estadiamento do
melanoma é a forma em que se define o estagio em que o cancer se encontra definindo sua
gravidade e entdo escolhendo a melhor forma de tratamento. Dependente das caracteristicas do
tumor, como sua localizacdo, estagio e perfil genético, as opcdes terapéuticas podem se resumir
em resseccao cirdrgica, quimioterapia, radioterapia, terapia fotodindmica, imunoterapia ou
terapia direcionada (BATUS et al., 2013; MILLER et al., 2016). Gershenwald e colaboradores
(2017) mostraram em estudos anteriores que este estadiamento ndo apenas informa a avaliacéo
do progndstico e a tomada de decisdo clinica, mas também facilita a notificacdo centralizada do
registro do cancer, a conducéo e a analise dos ensaios clinicos.

Como dito anteriormente, o melanoma continua sendo uma doenca altamente letal,
especialmente devido ao diagnostico tardio, se a doenca for detectada em fases iniciais, a
intervencao cirdrgica e remogdo da lesdo levam a cura em 80-90% dos casos. Entretanto, esse
tipo de abordagem ndo se aplica aos pacientes que apresentam a doenca em fase avancada, cujos
tratamentos s@o pouco eficientes (BERWICK; WIGGINS, 2006; DAVEY et al., 2015).
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Nos ultimos anos, alguns farmacos foram aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA) dos EUA para o tratamento de melanoma metastatico (VAN ZEIJL et
al., 2017; AUSTIN et al., 2017). Contudo, efeitos adversos e a resisténcia das células tumorais
aos farmacos disponiveis representam limitacdes importantes na terapia do melanoma. Tem
sido observado frequentemente toxicidade cutinea e problemas gastrointestinais em resposta
aos medicamentos utilizados (WIDAKOWICH et al., 2007; LI et al., 2015AUSTIN et al.,
2017).

A dacarbazina, um agente alquilante, e seu analogo temozolomida sdo medicamentos
utilizados na quimioterapia para 0 melanoma. Contudo as respostas clinicas ndo séo
satisfatorias, uma vez que o aumento na sobrevida gira em torno de 6 meses (MIDDLETON et
al., 2000; KIM et al., 2010; CHAPMAN et al., 2011).

A técnica de eletroquimioterapia também é utilizada no tratamento de melanoma e
consiste na combinacdo de drogas citotoxicas, como a bleomicina e cisplatina, com pulsos
elétricos de alta intensidade, o que facilita a entrada do medicamento nas células (MARTY et
al., 2006; MATTHIESSEN et al., 2011; MIKLAVCIC et al., 2012; TESTORI et al., 2017).

A terapia fotodinamica pode ser empregada como método paliativo ao tratamento de
melanoma metastasico (AUSTIN et al., 2017). Os elementos utilizados nessa terapia ndo séo
toxicos, mas induzem a formac&o de espécies reativas de oxigénio (ROS) que, por sua vez,
desencadeiam danos irreversiveis as células tumorais e ativam respostas imunoldgicas e
inflamatorias (HENDERSON; DOUGHERTY, 1992; DOUGHERTY et al. 1998; BROWN et
al., 2004; YIN et al., 2014; LONGO et al., 2015). Embora esta técnica possa ser usada, quando
utilizada de forma isolada tem baixa eficAcia em melanomas (HUANG et al.,2013).

INF-0, Peginterferon a-2b (Peg-INF) e interleucina -1 (IL-2) podem ser utilizados em
terapia adjuvante no tratamento de melanoma. IFN-o tem efeito antitumoral atuando como
imunomodulador. Dependendo da dose, pode inibir a proliferacao de células e induzir apoptose
(RAFIQUE et al., 2015; SANLORENZO et al, 2017). Peg-INF e IL-2 tem se mostrado pouco
eficazes no tratamento de melanoma (KRIEG et al., 2010; EFFERMONT et al. 2018).

A imunoterapia e a terapias alvo-dirigidas representam uma perspectiva promissora para
0 tratamento do melanoma. A imunoterapia é um tipo de tratamento que utiliza
imunomoduladores que potencializam as respostas imunolégicas. As terapias
alvo-dirigidas atuam em alvos especificos que, em geral, sdo proteinas cinases. Embora ambas
as terapias sejam promissoras, 0 aumento na sobrevida é pouco expressivo (HODI et al., 2010;
SULAIMON; KITCHELL, 2013; SINGH; SALAMA, 2016).
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O anticorpo monoclonal anti-CTL-A (ipelimumab) suprime a regulacdo negativa de
CTLA sobre linfocitos e leva a tolerancia imunoldgica. Dessa forma, os anticorpos anti-CTLA
induzem ativacdo linfocitaria (BRUNET et al., 1987; WATERHOUSE et al., 1995; HANSON
et al., 2014; RIBAS et al., 2009). A imunoterapia empregando o ipelimumab apresentou
respostas satisfatorias em varios ensaios clinicos (CHAPMAN et al., 2011; HERSH et al., 2011;
KAPLAN et al., 2013) como o aumento da sobrevida, em média, de 11 meses. A combinacao,
por exemplo, do ipelimumab com dacarbazina apresentou resultados melhores em relacdo ao
uso desses farmacos em regime de monoterapia, principalmente no que diz respeito a reducéo
de efeitos colaterais (CHAPMAN et al., 2011).

O nivelumabe é um anticorpo monoclonal anti-PD-1 de alta afinidade que inibe a
ligacdo entre o receptor PD-1 e seus ligantes, o uso deste medicamento foi aprovado pelo FDA
e vem sendo utilizado em melanomas ja em fase metastatica (RAEDLER L.A., 2015). O
blogueio da interacdo entre PD-1 e seus ligantes medeiam as respostas imunoldgicas que inibem
a progressdao tumoral. O nivolumabe parece ser mais eficiente do que ipilimumabe quando
usado em regime de monoterapia. A combinacdo dos dois farmacos (nivelumabe e
ipilimumabe) aumentou a sobrevida média para 11,5 meses, mostrando uma resposta superior
ao observado quando esses farmacos foram administrados de forma isolada (SPECENIER P.,
2016; FRANKLIN et al., 2017).

A resisténcia primaria e adquirida a imunoterapia € comum e pode ser devida a falta de
reconhecimento pelas células T. Além disso, pode envolver varios componentes do
microambiente tumoral incluindo células T reguladoras [Tregs] e macréfagos (M2) (SHARMA
etal., 2017; GIDE et al., 2018).

Terapias que tem como alvo membros de vias oncogénicas podem contribuir para superar a
resisténcia aos inibidores de BRAF. BRAF é uma serina-treonina cinase chave da via de
sinalizacdo da proteina MAPK e 50% dos melanomas cutaneos abrigam mutacdes no gene que
codifica RAF. Mutacdes no gene BRAF estdo associadas a ativacdo constitutiva da via de
sinalizacdo MAPK e ao aumento da proliferacdo (BROSE et al., 2002; BALLANTYNE;
GARNOCK 2013; BATUS et al., 2013). MEK é um alvo de RAF e, em contraste com 0s
inibidores de RAF, os inibidores de MEK mostraram atividade em melanomas que carregam
mutacdo em NRAS. O bloqueio de MEK1/2 resulta na inibicdo da sinalizacdo celular mediada
por fatores de crescimento e reduzem a proliferacdo de células tumorais (FLAHERTY et al.,
2012). O uso de inibidores de RAF tem sido promissor quando combinado com inibidor de
MEK. O uso concomitante de inibidores de RAF e MEK inibem a proliferacdo e minimizam a

resisténcia (LONG; MENZIES, 2014). Entretanto, o beneficio clinico dessas terapias-alvos
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dirigidas € limitado, devido ao rapido desenvolvimento de multiplos mecanismos de resisténcia
(R1ZOS et al., 2014). As terapias combinadas parecem ser uma boa estratégia a fim de superar
esses mecanismos de resisténcia (LIVINGSTONE et al., 2014).

Embora o tratamento do melanoma metastatico tenha evoluido com uso de imunoterapia
e inibidores de RAF e MEK, a resisténcia a essas modalidades de tratamento continua sendo
um problema clinico substancial (RICHMOND et al., 2019).

2.4 POTENCIAL ANTITUMORAL DO ACIDO CINAMICO E SEUS DERIVADOS

Na busca por novos farmacos que possam melhorar as propostas terapéuticas para o
tratamento do cancer, os produtos naturais representam fontes importantes na identificacdo de
novos compostos (CRAGG; NEWMAN, 2020). Compostos fenolicos vém sendo estudados ha
muito tempo quanto suas propriedades quimiopreventivas e quimioterapéuticas (BOLDEN et
al., 2006; THAKUR et al., 2012; EDIRIWEERA et al., 2016). Estudo realizado por Prasad e
Katiyar (2015) mostrou que os compostos fendlicos sdo efetivos em reduzir a viabilidade e a
capacidade de formar coldnias em linhagens de células derivadas de melanoma. Os autores
atribuem os efeitos observados a habilidade dos compostos fendlicos testados em reduzir a
atividade de histona desacetilase (HDAC) e aumentar a atividade de histona aciltransferase
(HAT). Além disso, os compostos foram efetivos em induzir danos no DNA e alterar o perfil
de expressao de regulares criticos do ciclo celular da transicdo G1/S.

O é&cido cindmico (AC) é um membro da familia de compostos fendlicos que possui
diferentes isoformas na natureza que podem ser encontrados no café, macé, frutas citricas, 6leos
vegetais, propolis e vinho (LIU et al., 1995; EKMEKCIOGLU C. et al., 1998). Este &cido
consiste em um 4&cido aromatico encontrado em varias plantas superiores, podem ser
encontrados normalmente na natureza em sua forma geométrica cis ou trans e pertence a uma
classe de hormdnios vegetais que regulam o crescimento e a diferenciagdo celular (SHARMA
etal., 2011).

O AC tem sido amplamente investigado devido as suas propriedades bioldgicas que
incluem as atividades antiproliferativa, antioxidante, antiangiogénica e antitumorigénica
(PONTIKI et al., 2014; SU et al.,, 2015). Como exemplo, Yen e colaboradores (2011)
mostraram a atividade antimigratéria das formas cis e trans desta substancia em
adenocarcinoma de pulmdo humano. Além disso, outros derivados do AC também foram

capazes de inibir o comportamento invasivo destas mesmas células (TSAI et al., 2013).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pontiki%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25004073

27

Estudos mostram efeitos antitumorais promissores do acido cindmico e seus derivados
em diferentes tipos de cancer (LOZYNSKYI et al., 2014; LI et al., 2015; XU et al., 2016;
RUWIZHI; ADERIBIGBE, 2020). E ainda, estudos relacionam a atividade antiproliferativa do
AC a sua capacidade de inibir a via de sinalizacdo MAPK (YEN etal., 2011; TSAl et al., 2013).
Vale destacar que Niero e colaboradores (2013) mostraram que o acido cindmico foi efetivo em
induzir apoptose e alterar o padrdo de distribuicdo do citoesqueleto em células derivadas de

melanoma.

2.5 COMPLEXOS DE RUTENIO

O desenvolvimento de novos alvos terapéuticos no tratamento de cancer tem sido uma
busca constante. Em 1984, Musgrove e colaboradores relataram que devido suas caracteristicas
o uso clinico dos complexos de ruténio como agentes antitumorais era promissor. Sendo assim,
alguns estudos foram realizados. Em 2006, Hartinger e colaboradores descreveram as vantagens
da utilizacdo do ruténio no desenvolvimento de novos farmacos. Mais tarde essas caracteristicas
também foram relatadas por Bergamo e colaboradores em 2012, dentre essas caracteristicas
estdo: a possibilidade destes complexos apresentarem varios estagios de oxidacdo, podendo
favorecer uma acdo por meio do mecanismo redox, versatilidade na troca de ligantes, por
apresentarem em sua estrutura uma geometria de coordenacao octaédrica que se caracteriza por
possuir maior nimero de sitios de coordenacdo e ainda por possuirem capacidade de mimetizar
o ferro na ligagéo a biomoléculas, tais como a transferrina. Além disso, estudos mostraram que
estes complexos tém sido considerados promissores agentes antitumorais, pois apresentaram
boa atividade em alguns tipos de células tumorais e foram bem tolerados em ensaios in vivo
(PEREZ-SACAU et al., 2007; da SILVA et al., 2010; ANG et al., 2011; ORAMAS-ROYO et
al., 2013; MARI et al., 2014).

A coordenacdo octaédrica dos compostos de ruténio aumenta a possibilidade de
interacdo com alvos especificos. Dessa forma, estes complexos tém sido mais seletivos em
relacdo aos compostos de platina por exemplo, fato que minimiza os efeitos colaterais em
protocolos clinicos (ALLARDICE; DYSON, 2001; DU et al., 2011; ZHAO et al., 2014).
Estudos mostram que, além de interagirem diretamente com o0 DNA, os complexos de ruténio
sdo capazes de interromper a atividade das topoisomerases | e Il e desta forma, impedem a

transcricado e replicacdo celular (DU et al., 2011), tais vantagens permitiram o desenvolvimento
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de estruturas moleculares que estdo sob testes clinicos (HARTINGER et al., 2006; ANG, et al.,
2011; BERGAMO, et al., 2012; MONDELLI, et al., 2014).

Em 1989, Keppler et al. desenvolveram um série de complexos de ruténio (I11), um dos
complexos dessa série, KP1019 (trans-[RuCl4(Ind)2][IndH] Ind = indazol), mostrou-se ativo
contra linhagens celulares de cancer colorretal (FRUHAUF; ZELLER, 1991; KAPTIZA et al.,
2005) e em animais com carcinoma de colon resistente a quimioterapia (HARTINGER et al.,
2006).

Bergamo e colaboradores (2012) demonstraram possiveis mecanismos moleculares
responsaveis pela atividade antitumoral de complexos de ruténio. Os complexos apresentaram
mecanismos de acdo alternativos, espectros variados de atividade contra diferentes tipos de
cancer, baixa citotoxicidade e aparentaram ser menos sensiveis aos mecanismos de resisténcia.
Em especial os complexos Rapta-T e NAMI-a que mostraram ser mais efetivos como agentes
anti-metastaticos.

Mondelli et al. (2014) observaram que compostos de ruténio foram seletivos contra a
linhagem tumoral de mama MDA-MB-231. Han et al. (2015), ap6s sintese e caracterizacdo de
novos complexos de ruténio, verificaram que as moléculas intercalam entre os pares de bases
de DNA. Os complexos apresentaram maior citotoxicidade quando comparados a cisplatina
para as linhagens HeLa e MCF-7. O tratamento com os complexos também induziu parada do
ciclo celular nas fases GO/G1 e apoptose. Na linhagem BEL-7402 (carcinoma hepatocelular
humano) o tratamento causou aumento dos niveis de radicais livres e diminui¢do do potencial
de membrana mitocondrial; tendo sido observado reducéo dos niveis de expressao de Bcl-2 e
aumento de Bax, fendmenos que favorecem inducdo de apoptose.

Apesar de nenhum complexo de ruténio ter sido aprovado, ainda, para uso clinico como
medicamento anticancerigeno, dois complexos de ruténio passaram por ensaios
clinicos (NAMI-A e KP1019) (Figura 3A e B, respectivamente). De acordo com os estudos o
NAMI-A tinha promissora atividade como agente antimetastatico, contudo os resultados
obtidos mostraram pouca eficiéncia desse composto sobre diferentes tipos de tumores sélidos
(RADEMAKER-LAKHAI et al., 2004). Ao contrario, KP1019 foi submetido a estudos clinicos
de fase | em grupo pequeno de pacientes com cancer em estagio avangado e, na maioria deles,
a doenca ficou estabilizada por aproximadamente 9 semanas, contudo KP1019 apresentou
problemas de solubilidade o que limitou o estabelecimento da dose maxima tolerada
(HARTINGER et al., 2006; LENTZ et al. 2009). Na sequéncia, o estudo foi retomado com um
grupo maior de pacientes utilizando um derivado mais solivel, KP1339/IT-139 e os dados

mostraram estabilidade da doenca por um periodo maior com minimos efeitos colaterais
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(BURRIS et al., 2016). Apesar dos dados promissores observados principalmente para
KP1339/IT-139 este complexo ainda esta sob investigacdes e testes farmacologicos, pois foi
considerado instavel por sofrer transformacdes quimicas facilmente, além disso, seu
mecanismo de acdo € pouco conhecido. As pesquisas realizadas no estudo destes farmacos
favoreceram e estimularam a busca por novos complexos de ruténio com agdo anticancer
(ALESSIO, MESSORI, 2019).

Figura 3 - Estrutura quimica de complexos de ruténio (I11) em fase clinica.
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Fonte: BERGAMO et al., 2012 (modificado)
Legenda: A) trans-[RuCI4(Im)(DMSO)][ImH] Im = imidazol — NAMI-A.
B) (trans-[RuCl4(Ind)2][IndH] Ind = indazol) — KP1019.

Estudos prévios realizados pelo nosso grupo de pesquisa mostrou que um complexo de
ruténio (1) contendo &cido piperonilico foi efetivo em inibir a proliferacdo de células derivadas
de adenocarcinoma pulmonar (A549). Foi demonstrado que a atividade antiproliferativa do
composto avaliado foi devido a sua capacidade de inibir ERK e reduzir os niveis de expressao
de ciclina D. Esses resultados motivaram a obtencdo de novos protétipos. Assim sendo, 0
presente estudo objetivou avaliar os efeitos de trés complexos de ruténio contendo derivados
do é&cido cindmico (3,4-metileno-cindmico, trans-4-trifluorometil cindmico e trans-4-
clorocinamico (Figura 4) sobre diferentes linhagens celulares derivadas de melanoma, as quais

apresentam diferencas no perfil de mutacdes.
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Figura 4 - Estruturas quimicas propostas para 0s complexos de ruténio(ll)
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Fonte: Da autora.
Legenda: A)[Ru(3,4-metileno-cindmico)(dppb)(bipy)]ers (CINAM)
B) [Ru(trans-4-trifluorometil-cindmico)(dppb)(bipy)]rrs (TRANSCINAM).
C) [Ru(trans-4-cloro-cindmico)(dppb)(bipy)]rrs (CLOROCINAM).
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3 JUSTIFICATIVA

O melanoma maligno é uma doenca caracterizada por um comportamento biolégico
altamente agressivo. Apesar das melhorias nas propostas terapéuticas, essa doenca apresenta
alta taxa de mortalidade que esta associada a resisténcia aos tratamentos. Muitos estudos foram
realizados para avaliar os mecanismos relacionados ao comportamento das células derivadas
de melanoma a fim de identificar novos protétipos candidatos a farmacos. No entanto, o
melanoma continua sendo um tipo letal de cancer principalmente quando diagnosticado em
estagio avancado (LEONARDI et al., 2018), de modo que novos estudos devem ser conduzidos
para identificar novos prototipos que possam contribuir no combate ao melanoma.

Os complexos de ruténio tém sido investigados quanto suas propriedades antitumorais
e estudos mostraram que alguns complexos sdo efetivos em inibir a proliferagdo de células
tumorais com efeitos minimos em células saudaveis. Além disso, 0os complexos de ruténio tém
mecanismos de acdo que diferem daqueles observados aos compostos a base de platina
(CHELOPO et al., 2013).

Estudos prévios realizados pelo nosso grupo de pesquisa mostraram que complexos
metalicos a base de ruténio, contendo &cido piperonilico reduziu significativamente a
proliferacdo de células derivadas de adenocarcinoma pulmonar, esses resultados motivaram a
obtencdo de novos prototipos, cujas propriedades farmacologicas serdo avaliadas sobre células

de melanoma.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos de complexos de ruténio(ll), contendo
derivados do acido cinamico (3,4-metileno cinamico, trans-4-trifluorometil-cinamico e trans-
4-cloro cindmico) frente as linhagens celulares derivadas de melanoma metastatico HT-144,
SK-MEL-147, WM1366 e CHL-1.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Analisar o potencial citotoxico dos diferentes complexos de ruténio sobre células
derivadas de melanoma com diferentes caracteristicas genéticas;

2) Selecionar o complexo mais promissor baseado em sua seletividade para célula tumoral
versus célula normal;

3) Avaliar interferéncia na progressdo do ciclo celular e possivel modulacdo em
reguladores criticos do ciclo celular;

4) Investigar se 0 potencial citotdxico esta relacionado a atividade pro-apoptotica do
complexo;

5) Avaliar possivel influéncia no comportamento migratorio na linhagem mais sensivel
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 COMPLEXOS METALICOS

Os complexos metalicos (Figura 4) foram sintetizados em colaboracéo com o prof. Dr,
Antonio Carlos Doriguetto e a Dra. Marilia I. F. Barbosa do Instituto de quimica da UNIFAL
Os complexos apresentam a mesma estrutura com excegdo dos ligantes. A figura 4 mostra a
estrutura do complexo contendo como ligante o é&cido 3,4 metileno-cinamico (A),

trans-4-trifluorometil-cindmico (B) e trans-4-cloro-cindmico (C) (FIGURA 4).

5.2 LINHAGENS CELULARES, CONDICOES DE CULTIVO E ESQUEMA DE
TRATAMENTO

No presente estudo foram utilizadas as seguintes linhagens derivadas de melanoma: HT-
144, CHL-1, SK-MEL-147 (derivada de melanoma humano metastatico) e WM 1366, e
linhagens normais: CCD-1029Sk (fibroblastos derivados de pele normal), NGM (derivada de
nevus) e FBL1 (fibroblasto de cultura primaria de tecido gengival).

As linhagens foram cultivadas em DMEM (Meio Minimo de Eagle modificado por
Dulbecco, Sigma, CA, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS, Cultilab, SP,
Brasil). As culturas foram mantidas em estufa a 37°C com atmosfera controlada (95% de ar e
5% de CO) e subculturas foram feitas regularmente a cada 2 ou 3 dias.

As culturas primarias (FB1) foram obtidas a partir de tecido gengival. Fragmentos de
1,5 x 1,5 mm, foram transferidos para placas de Petri de 35 mm com meio de cultura
DMEM/F12 e adicdo de 10% de soro fetal bovino, 50 unidades/50 pg/ml de
penicilina/estreptomicina e 2,5 pg/ml de anfotericina B. Apds o crescimento de células com
aspecto morfolégico caracteristico de fibroblastos, os fragmentos de tecido gengival foram
removidos e as células foram subcultivadas em uma garrafa T25. Protocolo de aprovagdo no
comité de ética: 69453817.9.0000.5142).

Os complexos de ruténio foram solubilizados em DMSO, sendo que a concentracdo da
solucdo-estoque foi de 20mM. As diluicdes foram realizadas em meio de cultura imediamente
antes do uso. A quantidade de DMSO (v/v) néo foi superior a 0,1%.

As células foram semeadas em placas com diferentes areas de crescimento, dependendo

da abordagem experimental. Apds adesdo (24 h), as células foram tratadas com os diferentes
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complexos de ruténio (1) por 12, 24 ou 48 horas em diferentes concentragdes, cuja estrutura

quimica pode ser observada na figura 4.

5.3 VIABILIDADE CELULAR — ENSAIO COLORIMETRICO DE MTS

As células foram semeadas em placas de 96 pocos a uma densidade de
1 x 10* células por pogo. A viabilidade celular foi determinada por ensaio colorimético, MTS
(3-(4,5dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio), usando o
Kit CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega Corporation,
Madison, WI, USA), descrito por Cori et al (1991). Este ensaio é baseado na conversao do sal
tetrazdlio em formazano, o qual absorve luz a 490 nandémetros (hnm). A taxa de absorbancia é
diretamente proporcional ao numero de células metabolicamente ativas. Os valores de
absorbancia obtidos nas amostras tratadas foram comparados com os valores de absorbancia
das amostras controles. Os valores de ICso (concentragédo capaz de inibir 50% do crescimento)
foram determinados a partir de curvas de regressdo nao linear usando o programa GraphPad
Prism® (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).

5.4 ASPECTO MORFOLOGICO DA CULTURA POR MICROSCOPIA DE CONTRASTE
DE FASE

O aspecto morfoldgico das culturas de CHL-1 apds tratamento com TRANSCINAM foi
avaliado com o auxilio de imagens obtidas por microscopia de contraste de fase. As células
foram semeadas em placas de 35 mm com densidade de 1x10° células/placa. Ap6s adesdo, as
células foram tratadas com TRANSCINAM nas concentracdes de 1,25, 2,5 e 5,0 uM. Apds 24
horas de tratamento as imagens das culturas foram obtidas através de um sistema de captura de
imagens acoplado ao microscopio invertido de contraste de fase

5.5 ANALISE DO CICLO CELULAR

As células foram semeadas em placas de Petri com 35 mm de didmetro a uma densidade
de 2 x 10° células por placa. Apds tratamento com TRASCINAM nas concentragdes 1,25, 2,5
e 5,0 uM por 24 horas, as células foram coletadas por digestdo enzimatica (Trypsin-EDTA
solution/Sigma Aldrich LTDA, Brasil) e transferidas para tubos Falcon. O precipitado de
células foi obtido por centrifugacdo (5 minutos a 1500 rpm). As amostras foram fixadas com



35

etanol gelado (75% em PBSA-Salina fosfato tamponada) por 24 horas. Ap6s nova
centrifugacdo, as células foram coradas por 1 hora em uma solucao contendo PBSA, RNAse (3
mg/mL) e lodeto de Propidio (100 pg/mL). A analise foi realizada em citdmetro de fluxo
(Guava Mini EasyCyte, 8HT) usando o software GuavaSoft 2.7.

5.6 ENSAIO DE CAPACIDADE CLONOGENICA

Células foram semeadas em baixa densidade (500 células por placa de 35mm de
diametro), de forma que 24h ap6s o plagueamento as culturas exibam células aderidas, porém
isoladas. Apos adesdo as culturas foram tratadas com TRANSCINAM nas concentracdes de
1,25 € 2,5 uM, por 24 horas. Decorrido 0 tempo de tratamento, o meio foi substituido por meio
fresco e as placas foram mantidos em estufa a 37°C, contendo 5% de CO,, por 12 dias. Ap6s o
periodo de incubacao as células foram lavadas com PBSA, fixadas por 30 minutos com Metanol
P.A (Sigma Aldrich LTDA, Brasil). Apds secagem, as amostras foram coradas com solugéo
Giemsa 1:4 (Sigma Aldrich LTDA, Brasil), por 5 minutos, depois lavadas com agua destilada.
A contagem do nimero de col6nias foi realizada com auxilio de estereomicroscopico (aumento
20x). Foram consideradas na analise as coldnias que tinham, pelo menos, 50 células. Os dados

apresentados representam a média £ desvio padrdo (DP) de 3 experimentos independentes.

5.7 ANALISE DO CITOESQUELETO

As celulas foram cultivadas sobre laminulas em placas de Petri com 35 mm de diametro
a uma densidade de 1 x 10° células/placa. Ao término do tratamento, as amostras foram fixadas
com formaldeido 3,7% por 15 minutos e incubadas com Triton X-100 (0,5%) por 10 minutos.
Em seguida, o anticorpo anti-a-tubulina (1:50, Sigma-Aldrich, Califérnia, Estados Unidos) foi
adicionado as amostras, as quais ficaram em camera umida a 4° C por 12 horas. Apos sucessivas
lavagens em PBS, as amostras foram incubadas com anticorpo secundario (anti-lgG de
camundongo, 1:100, Sigma) conjugado a fluoresceina por 2 horas. Para analise de F-Actina, as
amostras foram coradas com faloidina conjugada a TRITC (Sigma-Aldrich, California, Estados
Unidos). Os ntcleos foram contracorados com DAPI (4',6-Diamidino-2'-Phenilindol
diidrocloreto, Sigma-Aldrich, California, Estados Unidos). As laminas foram montadas com
anti-fading (Vecta Shield) e analisadas em microscopio de fluorescéncia (Nikon), usando

aumento 400x. Imagens foram obtidas usando o programa NisElements.
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5.8 INCORPORACAO DE BrdU

As celulas foram cultivadas sobre laminulas em placas de Petri com 35 mm de diametro
a uma densidade de 1 x 10° células/placa. Duas horas antes do término do tratamento, 0 meio
de cultura foi substituido por meio fresco suplementado com BrdU (EMD Biociences) 97 uM.
Apos esse periodo, as amostras foram lavadas em PBSA e fixadas em formaldeido 3,7% por 15
minutos. A permeabilizacdo das membranas foi realizada com Triton X-100 (Sigma Aldrich
LTDA, Brasil) (0.5%) 10 minutos. Na sequéncia, as amostras foram tratadas com HCI (1.5 M)
por 30 minutos para hidrolise do DNA e sucessivas lavagens em PBS foram realizadas. O anti-
BrdU (1:100 Bu20a Mouse mAb/ Cell Signaling Technology) foi adicionado as amostras, as
quais foram acondicionadas em camera Umida a 4°C por 12h. Em seguida, as amostras foram
incubadas com anti-IgG de camundongo (1:100 Sigma Aldrich LTDA, Brasil) por 2 horas a
temperatura ambiente. Os nucleos foram corados com DAPI (Molecular Probes-
LifeTechnologies) por 30 minutos e as preparacdes citoldgicas foram montadas com anti-fading
(Vecta-Shield, Vector-Lab).

As amostras foram analisadas em microscopio de fluorescéncia (Zeiss Axio Scope.Al,
NY, USA) e foram contadas 1000 células por lamina usando aumento 400x. Os experimentos
foram feitos em duplicata e os resultados apresentados representam a média + desvio padréo de

3 experimentos independentes.

5.9 ENSAIO DE ANEXINA V/7-AAD

As células foram semeadas em placas de Petri com 35 mm de diametro a uma densidade
de 2 x 10° células por placa. As amostras foram tratadas com TRANSCINAM 2,5e 5,0 uM. O
ensaio foi realizado utilizado o Kit Guava Nexin Reagent (Merck/millipore) de acordo com
instrucdes do fabricante. Apds o tempo de tratamento, as células foram coletadas por digestéo
enzimatica (Trypsin-EDTA solution/Sigma Aldrich LTDA, Brasil), centrifugadas a 1000 rpm
por 5 minutos a 4°C, lavadas em PBSA gelado e homogeneizadas em solugdo contendo anexina
conjugada a FITC e 7-AAD. As amostras foram incubadas por 20 minutos, protegidas da luz
em temperatura ambiente e a analise foi feita no citbmetro fluxo (Guava Mini Easy Cyte, 8HT)
GuavaSoft 27.
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5.10 ENSAIO DE CICATRIZACAO DE FERIDA

As células foram semeadas em placa de 6 pocos a uma densidade de 5 x10° células/placa
e mantidas a DMEM suplementado com 10% de SFB por 24h. Em seguida o meio de cultura
foi substituido por DMEM suplementado a 1% de SFB e as feridas foram realizadas na
monocamada, com o auxilio de uma ponteira de 200uL, 24 horas depois. As culturas foram
lavadas e os tratamentos foram realizados. Imagens foram capturadas usando sistema acoplado
no microscopio de contraste de fase (aumento de 40x). Os pontos a serem registrados foram
determinados fazendo uma marca na superficie da placa dos limites superior e inferior campo
de visdo. Dessa forma, imagens foram obtidas a partir dos mesmos campos nos tempos 0 e 24
h. A analise foi realizada usando o software de dominio pablico ImageJ (NIH). Os dados foram

apresentados como média + devio padrdo de 3 experimentos independentes.

5.11 RT-QPCR

As celulas foram semeadas em placas de Petri com 35 mm de didmetro a uma densidade
de 2 x 10° células por placa. As células foram coletadas por digestio enzimatica e apds
centrifugacdo (1000 rpm por 5 minutos a 4°C), o precipitado de células foi ressuspendido em
350pL de tampao de lise do kit RNeasy Mini® (Qiagen, Mississauga, Ontario, CA).

As amostras foram armazenadas a -80°C até o momento da extragdo do RNA. O RNA
total de cada grupo experimental (n=4) foi extraido utilizando o kit RNeasy Mini® (Qiagen,
Mississauga, Ontario, CA) de acordo com as instru¢des do fabricante e, entdo, eluido em 30 puL
de &gua livre de RNase. A concentracdo de RNA total das amostras foi mensurada através do
espectrofotdmetro NanoDrop® ND 1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA).
Em seguida 1 pg de RNA total foi incubado com DNase (1U; Invitrogen, S&o Paulo, SP, Brasil)
para eliminacdo de possivel contamina¢do com DNA genémico e entdo submetido a reacdo de
transcricdo reversa (RT) utilizando Randon primers e High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit® (Applied Biosystems, Sdo Paulo, SP, Brasil) de acordo com as instrucfes
do fabricante. Os reagentes foram incubados a 25°C por 10 min, 37°C por 120 min e entéo,
85°C por 5 min para a inativacdo da enzima.

A abundancia de mRNA dos genes alvos (CCND1, CCNE2, BAX, BCL-2) foi
investigada através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real, utilizando o
termociclador ABI Prism7500® (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e o protocolo de
amplificacdo do kit Power Syber Green Master Mix® (Applied Biosystems).
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Os valores de expressao dos genes alvos foram normalizados pela expressdo do gene
constitutivo S-actina. A abundancia relativa de RNAm de cada gene foi calculada utilizando o
método AACt com correcao da eficiéncia e utilizando uma amostra controle como calibradora
(Pfaffl, 2001). Os valores médios de eficiéncia para cada gene foram calculados através do
perfil de amplificacdo de cada amostra utilizando-se o programa LinRegPCR (RAMAKERS et
al., 2003).

Tabela 1 - Sequéncia de bases dos primers utilizados na PCR em tempo real.

GENE SEQUENCIA DE PRIMER
CCND1 (Ciclina D1) F:5'- GGGTTGTGCTACAGATGATAGAG-3’

R:5’-AGACGCCTCCTTTGTGTTAAT-3’

CDKNI1A (p21) F:5’- CCATAGCCTCTACTGCCACCATC -3’
R: 5°- GTCCAGCGACCTTCCTCATCCA — 3°

CCNE (Ciclina E2) F:5°-GGCTATGCTGGAGGAAGTAAAT-3'
R:5’- GCTCTTCGGTGGTGTCATAAT-3’

BCL-2 F:5°-CAGAAGTCTGGGAATCGATCTG-3’
R:5’-AATCTTCAGCACTCTCCAGTTATAG-3’

BAX F:5-TTCCTTACGTGTCTGATCAATCC-3’
R:5’-GGGCAGAAGGCACTAATCAA-3’

ACTB (B-actina) F:5’- AGAGCTACGAGCTGCCTGAC-3’

R:5’-AGCACTGTGTTGGCGTACAG -3’

Fonte: Da autora.

5.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados quantitativos foram apresentados como a média + desvio padréo de, pelo
menos, 3 experimentos independentes. Diferencas estatisticas foram determinadas de acordo
com test t ou analise de variancia one-way ANOVA, seguido pelo pds-teste de comparacgdes
multiplas de Dunnet usando o software GraphPad Prism® (GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA, USA).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 COMPLEXOS DE RUTENIO CONTENDO DERIVADOS DE ACIDO CINAMICO SAO
EFETIVOS EM REDUZIR A VIABILIDADE DE CELULAS DERIVADAS DE
MELANOMA

A atividade citotoxica de complexos de ruténio(ll), contendo derivados do &cido
cindmico, foi avaliada sobre linhagens derivadas de melanoma que apresentam diferentes perfis
de mutacgéo. A linhagem HT-144 tem mutacdo no gene BRAF (V600E) (YANG et al., 2014),
enguanto a linhagem SK-MEL-147 carrega mutacdo em NRAS (Q61R) (GORDEN et al., 2003;
KAUFMANN et al., 2008; LEE et al., 2011). A linhagem WM1366 tem mutacdes em NRAS
(Q61L) e TP53 (E258K) (YANG et al., 2014), ao passo que a linhagem CHL-1 tem mutacdes
em TP53 (H193R) e CDKN2A (W110stop). As mutacOes descritas em BRAF (HT-144) e NRAS
(SK-MEL-147 e WM1366) conferem hiperatividade aos seus produtos génicos; enquanto as
mutacOes relatadas para TP53, nas linhagens WM1366 e CHL-1, estdo associadas a perda
parcial ou total de p53. Devido a presenca da mutacdo truncada em CDKN2A, na linhagem
CHL-1, seus produtos génicos (p16'"™N%* e p14~RF) ndo sdo formados (YANG et al., 2014). As
linhagens celulares usadas neste estudo sdo representativas de diferentes subtipos de melanoma
e tem sido amplamente usadas como modelo de estudo (KAUFMANN et al., 2008; LEE et al.,
2011; YANG et al., 2014).

Os complexos [Ru(3,4-metileno-cindmico)(dppb)(bipy)]ers, [Ru(trans-4-trifluorometil-
cindmico)(dppb)(bipy)]ers € [Ru(trans-4-cloro-cinamico)(dppb)(bipy)]ers serdo referenciados
ao longo do texto como CINAN, TRANSCINAM e CLOROCINAN, respectivamente, para
simplificar a discussdo. Vale ressaltar que a diferenca estrutural entre os complexos de ruténio
se deve a presenca de diferentes ligantes. De acordo com os resultados, os complexos
reduziram a viabilidade nas linhagens celulares testadas (Figuras 5 — 8). O efeito foi dependente
da concentragdo utilizada e variou entre as linhagens. De modo interessante, TRANSCINAM
reduziu o percentual de células viaveis em culturas de HT-144 e CHL-1 quando concentracdes
inferiores a 5 uM foram usadas (Figuras 5 e 7). Evento similar ocorreu em culturas de CHL-1
tratadas com CINAM (Figura 4). Os valores ICsq foram determinados (Tabela 2) e ficaram
entre 2,83 e 13,83 uM (Tabela 2). Os menores valores de ICso encontrados foram para o
TRANSCINAM nas linhagens HT-144 (3,25 uM + 0,89) e CHL-1 (2,95 uM + 1,12), e CINAM
na linhagem celular CHL-1 (2,83 uM + 1,17) (Tabela 2).
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Estudos mostram que o AC e seus derivados sdo capazes de inibir a proliferacéo e/ou
induzir morte em células tumorais, contudo a poténcia em reduzir a viabilidade dos complexos
CINAM, TRANSCINAM e CLOROCINAM foi drasticamente maior em relacdo aos dados
descritos na literatura para o AC e derivados (LIU et al., 1995; NIERO et al., 2013;
SOLTANIAN et al., 2018). Liu e colaboradores (1995) demonstraram que o AC tem atividade
antiproliferativa sobre células derivadas de glioblastoma e de carcinomas de préstata e de
pulmao, com valores de ICso entre 1,0 e 4,5 mM. Niero e colaboradores (2013) mostraram que
0 AC inibe a proliferacdo de células derivadas de melanoma (HT-144), contudo o valor de I1Csg
determinado no estudo foi de 3,2 mM. Soltanian e colaboradores (2018) relataram atividade
antiproliferativa do AC sobre células derivadas de carcinoma de colon (HT-29), quando as
concentraces entre 6,4 a 51,2 mM foram usadas.

O perfil de citotoxicidade dos derivados de acido cindmico, usados como ligantes na
obtengdo dos complexos metalicos estudados, foi avaliado sobre a linhagem HT-144 (Figura
9). Os resultados mostraram que os acidos organicos ndo alteram a taxa de viabilidade apds 24
horas de tratamento, quando usados na mesma faixa de concentracdo em que os complexos
foram testados (0,0 - 20,0 uM). Assim sendo, a efetiva capacidade dos complexos de ruténio
em inibir a viabilidade em linhagens celulares de melanoma esta associada a coordenagédo
desses acidos organicos ao ruténio.

A atividade citotoxica de CINAM, TRANSCINAM e CLOROCINAM foi também
avaliada sobre células derivadas de nevus (NGM) e celulas normais (fibroblastos derivados de
pele, CCD-1059Sk; e fibroblastos derivados de tecido gengival, FB1). Essa investigacao foi
realizada com o objetivo de avaliar os perfis de seletividade dos complexos de ruténio para as
células tumorais. Esse parametro € importante para avaliar a futura aplicabilidade clinica dos
compostos estudados (SUFFNESS; PEZZUTO, 1990). Os valores de ICso variaram de 7,48 a
15,03 uM, contudo foi possivel observar que os valores de ICsg encontrados para 0s complexos
CINAM e TRANSCINAN foram semelhantes ao comparar os resultados obtidos nas linhagens
NGM e CCD-1059Sk (Tabela 2). Entretanto, 0 mesmo evento ndo foi observado em relacao as
culturas de fibroblastos estabelecidos a partir de tecido gengival (FB1), cujos valores de ICso
foram discrepantes em relacdo aos encontrados para as linhagens NGM e CCD-1059Sk (Tabela
2). Esses achados podem ser decorrentes de diferencas metabdlicas/comportamentais
comumente encontradas entre fibroblastos que sdo provenientes de diferentes sitios anatdmicos
(SCHOL et al., 1996; HAKKINEN; UITTO; LARJAVA, 2000). No presente estudo, néo foi

possivel comparar tais parametros em relacdo ao CLOROCINAM, uma vez que o referido
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complexo ndo foi testado na linhagem NGM, contudo os valores de ICso obtidos na CCD-
1059Sk e FB1 foram relativamente proximos.

Os indices de seletividade (IS) foram determinados confrontando os valores de 1Csg
obtidos em células normais (CCD-1059Sk e FB1) e células ndo transformadas (NGM) com as
linhagens de melanoma (Tabelas 3 — 5). Valores igual ou superior a 3,0 foram considerados
bons indices de seletividade (BEZIVIN et al., 2003). Assim sendo, CINAM (IS = 4,63) e
TRANSCINAM (IS = 3,30) mostram-se seletivos para a linhagem CHL-1 (Tabela 3),
considerando a linhagem CCD-1059Sk como referéncia. TRANSCINAM foi seletivo para as
linhagens HT-144 e CHL-1 (IS = 4,26 e 4,70, respectivamente), usando FB1 como parametro
de célula normal (Tabela 4), e quando NGM foi usada como referéncia, CINAM (IS = 5,31) foi
seletivo para a linhagem CHL-1 (Tabela 5).

Figura 5 -Viabilidade celular determinada por MTS na linhagem HT-144 apés 24 horas de tratamento com
os complexos CINAN, TRANSCINAN e CLOROCINAN em diferentes concentragdes.
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Fonte: Da autora.
Nota: ** p < 0,01, *** p < 0,001 de acordo com ANOVA seguido pelo pos-teste de Dunnet.

Com base nos resultados de viabilidade e nos perfis de seletividade, CINAM e
TRANSCINAM parecem promissores sobre a linhagem CHL-1. Contudo, estudos mostram que
0 ligante de TRANSCINAM contém o grupo CFs na posicdo 4 do anel aromaético, o qual
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favorece sua penetracdo na celula e aumenta a possibilidade de interagdo com moléculas-alvo
(MUELLER ET AL.,2007; HAGMANN, 2008; LUZINA; POPOV, 2014). Assim sendo,
abordagens experimentais adicionais foram realizadas somente com TRANSCINAM para
comprovar a maior sensibilidade da linhagem CHL-1 em relagéo as linhagens SK-MEL-147 e
WM1366.

Figura 6 - Viabilidade celular determinada por MTS na linhagem SK-MEL-147 apds 24 horas de
tratamentocom os complexos CINAN, TRANSCINAN e CLOROCINAN em diferentes

concentragdes.
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Fonte: Da autora.
Nota: ** p < 0,01, *** p < 0,001 de acordo com ANOVA seguido pelo pds-teste de Dunnet.



43

Figura 7 - Viabilidade celular determinada por MTS na linhagem CHL-1 ap6s 24 horas de tratamento com
os complexos CINAN, TRANSCINAN e CLOROCINAN em diferentes concentracoes.
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Fonte: Da autora.
Nota: ** p < 0,01, *** p < 0,001 de acordo com ANOVA seguido pelo pés-teste de Dunnet.
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Figura 8 - Viabilidade celular determinada por MTS na linhagem WM 1366 apds 24 horas de tratamento
com os complexos CINAN, TRANSCINAN e CLOROCINAN em diferentes concentracdes.
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Fonte: Da autora.
Nota: ** p < 0,01, *** p < 0,001 de acordo com ANOVA seguido pelo pds-teste de Dunnet.
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Figura 9 - Viabilidade celular determinada por MTS em células HT-144 apds 24 horas de tratamento com
os ligantes em diferentes concentragdes. L1: acido 3,4-metileno-cindmico, L2: &cido trans-4-
fluorometil-cindmico, e L3: 4cido trans-4-cloro-cindmico
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Tabela 2 - Valores de 1Cs determinados por MTS ap6s 24 horas de tratamento com os diferentes complexos nas
linhagens de melanoma (SK-MEL-147, HT-144, CHL-1 e WM1366), nas linhagens NGM (derivada de
nevus) e CCD-1059Sk (derivada de pele humana), e em cultura primaria derivada de tecido gengival

(FB1).
LINHAGEM CINAN TRANSCINAM CLOROCINAM
CELULAR
SK-MEL-147 7,99+1,49 6,48 +1,21 12,48 +1,38
HT-144 5,32 £2,07 3,25 £ 0,89 5,34 £0,64
CHL-1 283x1,17 295+112 4,03+1,56
WM1366 1439 +£1,70 7,24 1,17 7,81+1,23
NGM 15,03 £0,84 7,55 1,29 NR
CCD-1059Sk 13,11 £2,55 9,74 £1,92 954270
FB1 748 £2,91 13,86 £ 3,57 7,58 + 3,31

Fonte: Da autora.

Nota: Os valores de Clso foram determinados a partir de curvas de regresso ndo linear usando o programa
GraphPad Prim®. NR: ndo realizado.
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Tabela 3 - indice de seletividade (IS) usando a linhagem CCD-1059Sk como referéncia.

LINHAGEM CINAM TRANSCINAM CLOROCINAM
CELULAR
HT-144 2,46 2,97 1,79
SK-MEL-147 1,64 1,50 0,76
CHL-1 4,63 3,30 2,37
WM1366 0,91 1,34 1,22

Fonte: Da autora.
Nota: IS = 1Cso CCD-1059Sk/ICsp linhagens de melanoma.

Tabela 4 - indice de seletividade (1S) frente a cultura de fibroblastos isolados a partir de tecido gengival

LINHAGEM CINAM TRANSCINAM CLOROCINAM
CELULAR
HT-144 1,40 4,26 1,42
SK-MEL-147 0,94 2,14 0,60
CHL-1 2,64 4,70 1,88
WM1366 0,52 1,91 0,97

Fonte: Da autora.
Nota: IS = ICso FB1/ICsg linhagens de melanoma.

Tabela 5 - indice de seletividade frente a linhagem NGM

LINHAGEM CELULAR CINAM TRANSCINAM
HT-144 2,82 2,32
SK-MEL-147 1,88 1,16
CHL-1 5,31 2,55
WM1366 1,04 1,04

Fonte: Da autora.
Nota: IS = 1Cso0 NGM/ICsp linhagens de melanoma.

6.2 TRANSCINAM TEM EFEITO CITOSTATICO NA LINHAGEM CHL-1 QUANDO
USADO EM BAIXAS CONCENTRACOES

Andlise de progressdo do ciclo celular e ensaio de capacidade clonogénica foram
realizados para avaliar os efeitos de TRANSCINAM, em concentracGes inferiores a
5 UM, sobre o comportamento proliferativo das linhagens SK-MEL-147, CHL-1 e WM1366.

Os resultados mostraram que TRANSCINAM reduziu a capacidade clonogénica na
linhagem CHL-1 quando utilizado as concentracbes de 1,25 e 2,5 pM, indicando alta
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sensibilidade dessas células ao TRANSCINAM (Figura 10). O numero de coldnias nas culturas
tratadas com TRANSCINAM foi significativamente menor nas culturas tratadas em relacdo aos
controles. Além disso, as coldnias formadas aparentemente foram menores no grupo tratado
comparado ao grupo controle (Figura 10). Na linhagem SK-MEL-147, TRANSCINAM reduziu
a capacidade de formar colbnias somente nas culturas tratadas com 2,5 uM, sendo que o
percentual de inibicdo foi menor em relacdo ao observado na CHL-1 (Figura 11). A exemplo
do que foi observado na linhagem CHL-1, as col6nias formadas em culturas de SK-MEL-147
tratadas com TRANSCINAM a 2,5 uM foram menores em relagdo ao grupo controle (Figura
11). Assim sendo, TRANSCINAM inibe a capacidade clonogénica na linhagem SK-MEL-147,
embora com menor poténcia quando comparado ao seu efeito na linhagem CHL-1. Diferencas
significativas ndo foram evidenciadas em culturas de WM1399 tratadas com TRANSCINAM
em relacdo ao grupo controle (Figura 12), indicando que TRANSCINAM em baixas
concentra¢Bes ndo tem atividade citotoxica nem tdo pouco afeta o comportamento proliferativo
de células WM1399. Os dados obtidos sdo promissores e mostram que TRANSCINAM inibe
a proliferacdo de células CHL-1 e SK-MEL-147 por periodos prolongados.

Figura 10 - Ensaio de capacidade clonogénica realizado na linhagem CHL-1.
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Fonte: Da autora.

Nota: As células foram exposta ao TRANSCINAM por 24 horas e recuperadas por 12 dias em meio fresco.
(A) Imagens ilustrativas obtidas em estereomicroscépio (Aumento 20x). (B) Analise das colonias
formadas. Foram consideradas na analise as colonia com mais de 50 células. Os dados representam a
média de 3 experimentos independentes, realizados em triplicatas. Imagens ilustrativas do ensaio
clonogénico sdo mostradas na parte superior. ST: controle. ***p<0,001 de acordo com a analise de
variancia ANOVA e pés-teste de Dunnet.



48

Figura 11: Ensaio de capacidade clonogénica realizado na linhagem SK-MEL-147
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Nota: As células foram expostas a0 TRANSCINAM por 24 horas e recuperadas por 12 dias em meio fresco.

(A) Imagens ilustrativas obtidas em estereomicroscopio (Aumento 20x). (B) Analise das colonias
formadas. Foram consideradas na anélise as colénias com mais de 50 células. Os dados representam
a média de 3 experimentos independentes, realizados em triplicatas. Imagens ilustrativas do ensaio
clonogénico sdo mostradas na parte superior. ST: controle. *p<0,05 de acordo com a analise de

variancia ANOVA e pés-teste de Dunnet.

Figura 12: Ensaio de capacidade clonogénica realizado na linhagem WM1366.
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Fonte: Da autora.
Nota: As células foram expostas ao TRANSCINAM por 24 horas e recuperadas por 12 dias em meio fresco.

(A) Imagens ilustrativas obtidas em estereomicroscopio (Aumento 20x). (B) Analise das coldnias
formadas. Foram consideradas na analise as colénias com mais de 50 células. Os dados representam
a média de 3 experimentos independentes, realizados em triplicatas. Imagens ilustrativas do ensaio

clonogénico sdo mostradas na parte superior. ST: controle.
A influéncia dos complexos de ruténio sobre a capacidade clonogénica de células

derivadas de melanoma ndo tem sido explorada, contudo estudos mostram que complexo de
ruténio(ll) contendo &cido piperonilico inibe a capacidade clonogénica de células A549
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(derivadas de adenocarcinoma pulmonar) e complexos de ruténio(ll) contendo os derivados de
acido cinamico (4-hidroxi-cindmico e 3,4-diidroxi-cinamico) inibem a capacidade de células
MDA-MB-231 (carcinoma de mama) formarem colonia (FERREIRA-SILVA et al., 2017,
GRAMINHA et al., 2020).

A cinética de progressdo do ciclo celular também foi avaliada apds tratamento com
TRANSCINAM nas linhagens SK-MEL-147, WM1366 e CHL-1 (Figuras 13-15). N&o foram
evidenciadas alteracdo na frequéncia das populacdes celulares sub-G1, GO/G1, S e G2/M ao
comparar amostras de SK-MEL-147 e WM1366 tratadas com TRANSCINAM (1,5, 2,5 ou 5
M) ao grupo controle apds 24 horas de tratamento (Figuras 13 e 14). Os dados de ciclo celular
corroboram aqueles obtidos no ensaio de capacidade clonogénica, uma vez que
TRANSCINAM em baixas concentragbes ndo afetou o comportamento proliferativo da
linhagem WM1366. Em relacdo a SK-MEL-147, o fato de TRANSCINAM, em concentragdes
inferiores a 5 UM, ndo ter induzido mudancas na dinamica de progresséo do ciclo celular pode
estar associado ao curto periodo de tratamento (24 h). No ensaio de capacidade clonogénica, as
culturas foram expostas a0 TRANSCINAM por 24 h e foram analisadas somente 12 dias ap0s
a exposicdo. Considerando as diferengas metodoldgicas empregadas nessas abordagens
experimentais, é plausivel que ndo se tenha observado diferencas significativas na analise de
progressdo do ciclo celular na linhagem SK-MEL-147, cuja analise foi realizada 24 h apds o
tratamento. No entanto, as culturas de células CHL-1 tratadas com TRANSCINAM a 2,5 uM
apresentaram aumento da subpopulacdo GO/G1 com redugdo concomitante da subpopulagéo
G2/M (Figura 15A e 15B).

A andlise do ciclo celular evidenciou também aumento significativo na populacéo Sub-
G1 em amostras tratadas com TRANSCINAM a 5 pM, indicando alta citotoxicidade do
composto nesta concentracdo (Figura 16), uma vez que a populacdo Sub-G1 é constituida por
células com DNA fragmentado (SOARES et al., 2013). As alteracdes morfoldgicas
evidenciadas em culturas de CHL-1 tratadas com TRANCINAM reforcam os dados obtidos por
citometria de fluxo. As células tratadas com TRANSCINAM(1,5 uM) exibem aspecto
morfoldgico semelhante ao observado nas células do grupo controle. Nas culturas tratadas com
TRANSCINAM na concentracdo de 2,5 uM, as células exibem prolongamentos
citoplasmaticos alongados, cujo padréo difere daquele observado em células do grupo controle.
As culturas tratadas com TRANSCINAM (5 uM) apresentaram células em suspensao e debris
celulares (Figura 16), indicando alta citotoxicidade de TRANSCINAM nessa concentragdo. Os
dados de citometria de fluxo indicam que TRANSCINAM inibe a progressao do ciclo celular

na transicdo G1/S e induzem morte celular em células CHL-1.
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Figura 13 - Anélise da dindmica de progressdo do ciclo celular realizada na linhagem SK-MEL 147 ap6s 24
horas de tratamento com TRANSCINAM em diferentes concentracdes
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Fonte: Da autora.
Nota: Os valores representados no grafico referem-se a média de 3 experimentos independentes e a barra de
erros representa o desvio padrdo. ST: controle.

Figura 14 - Andlise da dindmica de progressdo do ciclo celular realizada na linhagem WM1366 ap6s 24
horas de tratamento com TRANSCINAM em diferentes concentracfes

WM 1366
80-
-~ E3 ST
2 60-
== E3 1.25um
S 401
Q.=) ] 8 B E 2,5 ,J.M
3 20 . 5 H|| D 5.0 pM
HHE
0- 4 Pl
> » S
5\"0 C,Q\G 0’»\@

Fonte: Da autora.
Nota: Os valores representados no grafico referem-se a média de 3 experimentos independentes e a barra de
erros representa o desvio padrdo. ST: controle.
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Figura 15 - Analise da dindmica de progressao do ciclo celular realizada na linhagem CHL-1 apés 24 horas
de tratamento com TRANSCINAM em diferentes concentragdes.
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Nota: (A) Imagem ilustrativa referente aos histogramas obtidos pela citometria de fluxo, onde o eixo Y
mostra 0 nimero de eventos (células) e o eixo X mostra a intensidade de fluorescéncia do iodeto de
propideo, a qual é diretamente proporcional ao conteddo de DNA presente nas diferentes populacdes
(sub-G1: marrom; GO/G1.: rosa; S: verde claro; G2/M azul). (B) Analise realizada a partir dos dados
obtidos por citometria de fluxo. Os valores representados no grafico referem-se a média de 3
experimentos independentes e a barra de erros representa o desvio padrdo. ST: controle.***p<0,001

e **p<0,01 de acordo com a analise de variancia ANOVA e pos-teste de Dunnet.
Fonte: Da autora.

Figura 16 - Imagens ilustrativas, obtidas por microscopia de contraste fase (aumento 60x) mostrando o
aspecto morfoldgico da linhagem CHL-1
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Fonte: Da autora.
Nota: As culturas foram tratadas com TRANSCINAM por 24 horas.
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Em uma etapa subsequente, a populacdo de células na fase S do ciclo celular foi
determinada usando um marcador especifico para demonstrar a eficiéncia de TRANSCINAM
em inibir o ciclo celular na transicdo G1/S.

Os resultados obtidos pela incorporacdo de bromodeoxiuridina (BrdU), um anéalogo da
timidina, mostraram que TRANSCINAM reduziu significativamente a frequéncia de células
marcadas para BrdU. A frequéncia de células positivas no grupo controle foi,
aproximadamente, 50%, enquanto no grupo tratado com TRANSCINAM (2,5 uM) foi cerca de
13% (Figuras 17A e 17B).

Diante dos dados obtidos, o perfil de expressédo de reguladores do ciclo celular na
transicdo G1/S foram investigados. Vale lembrar que a linhagem CHL-1 carrega a mutacdo em
CDKN2A, que por splicing alternativo, codifica p16'™N%* e p14ARF. Assim sendo, os perfis de
expressao dos genes (CCND1, CCNE2 e CDKN1A) que codificam para as ciclinas D1 e E2 e
p21, respectivamente, foram investigados. As ciclina D e E s&o essenciais para a ativacao das
CDKs 4/6 e CDK2, respectivamente, e consequente progresséo pela fase G1 e transi¢do G1/S.
Ao passo que a p21 é capaz de inibir diferentes CDKs (XIONG et al., 1993; KARIMIAN et al.
2016).

Os dados obtidos por RT-PCR mostraram que TRANSCINAM (2,5 pM) reduziu
significativamente a abundancia de mRNA de CCNE2 e aumentou o0s niveis de mRNA de
CDKN1A ap6s 12 h de tratamento (Figura 17C). N&o foram observadas diferencas significativas
nos niveis de mMRNA de CCNDL1 nas condi¢Ges experimentais avaliadas em resposta ao
TRANSCINAM (Figura 17C).
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Figura 17 - Ensaio de coloracdo de BrdU em CHL-1 ap6s 24h de tratamento
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Fonte: Da autora.

Nota: (A) Imagens ilustrativas obtidas por microscopio de fluorescéncia mostrando o padrao de coloracéo de
BrdU ap6s 24h de tratamento com TRANSCINAM. (B) Populagdo da fase S determinada pela
incorporagdo de BrdU ap0ds 24h de tratamento com TRANSCINAM a 1,25 e 2,5 pM. ***p<0,001 de
acordo com a analise de variancia ANOVA e pos-teste de Dunnet. (C) expressao relativa de mRNA
determinada por g-RT-PCR de CCDNL1 (codifica ciclina D1), CCNE2 (codifica ciclina E2), CDKN1A
(codifica p21) apds 12h de tratamento com TRANSCINAM a 2,5 pM. **p<0,01 e *p<0,05 de acordo
com test t.

Existem muitos estudos que demonstraram a capacidade de complexos de ruténio em
inibir a progresséao do ciclo celular, embora o perfil de atividade seja variavel de acordo com o
tipo de complexo considerado (GAVA et al., 2005; GAIDDON et al., 2005; FILAK et al.,
2010; STEPANENKO et al., 2011; DE LIMA et al., 2012; LIMA et al., 2014; FERREIRA-
SILVA et al., 2017); entretanto, poucos estudos tem demonstrado os mecanismos moleculares
relacionados a capacidade dos complexos de ruténio em inibir a progressao do ciclo celular em
células tumorais, especialmente os complexos de ruténio (Il). Estudo prévio mostrou que
complexo de ruténio (Il) contendo acido piperonilico inibiu a progressdo do ciclo celular na
transicdo G1/S em células A549 devido a sua capacidade de reduzir os niveis de ativacdo de


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/progression
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0887233317302059?via%3Dihub#bb0100
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0887233317302059?via%3Dihub#bb0100
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0887233317302059?via%3Dihub#bb0335
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0887233317302059?via%3Dihub#bb0070
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0887233317302059?via%3Dihub#bb0200
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ERK e, por consequéncia, reduzir a expressdo de ciclina D (FERREIRA-SILVA et al., 2017).
Estudos envolvendo a investigacdo dos mecanismos moleculares relacionados a capacidade dos
complexos de ruténio em inibir a progressdo do ciclo em células de melanoma nao foram
encontrados na literatura.

Diante dos dados obtidos, é possivel propor que o blogueio do ciclo celular na transicéo
G1/S em CHL-1, pelo menos em parte, estd associado a capacidade de TRANSCINAM
modular os perfis de expressao de ciclina E e p21. Aumento na expressao de p21 tem sido usada
como um parametro de resposta a farmaco (KREIS et al., 2019) e também pode ser uma forma
eficaz de prevenir o crescimento tumoral e metastases (SHAMLOO et al., 2019). Contudo,
futuras investigacdes devem ser realizadas para compreender melhor 0 mecanismo associado
ao aumento no perfil de expressdo de p21 em células CHL-1 em resposta a0 TRANSCINAM,
uma vez que essas células carregam mutacdo em TP53.

A proteina p53 é o principal regulador da transcricdo de p21, entretanto a mutagdo em
TP53 (H193R), encontrada na CHL-1, determina uma mudanca de conformacdo na proteina
fazendo com que os dominios de ligacdo ao DNA ndo sejam expostos. Assim, a atividade
transcricional de p53 é inferior a 20% em células que contém essa mutagdo missense
(DONEHOWER et al., 2019). Além disso, como mencionado anteriormente, a CHL-1 nédo
expressa p14~RF proteina que estabiliza p53 em situacOes de estresse celular por sequestrar
MDM2 (ubiquitina ligase a E3). Nesse contexto, o aumento no perfil de expressdo de p21 em
células CHL-1, induzido por TRANSCINAM, parece ser independente de p53, de modo que
tal evento precisa ser investigado.

Yi e colaboradores (2017) reprimiram a transcri¢cdo de c-Myc em células MCF-7 para
demonstrar a correlacao inversa entre os niveis de expressdo de c-Myc e CDKN1A. Os autores
demonstraram que a inibicdo de Myc- em nivel transcrional resultou em aumento no perfil de
expresséo CDKN1A e bloqueio do ciclo celular na transicdo G1/S. Estudos mostram que
melanomas apresentam niveis elevados de expressdo de c-Myc, 0s quais sdo correlacionados ao
processo de progressdo tumoral e estabelecimento de metastase (KRAEHN et al., 2001;
ZHUANG et al., 2008; LIN et al., 2012). De acordo com Lin e colaboradores (2012), c-Myc
induz metastase por aumentar os niveis de expressao de genes envolvidos na transicao epitélio-
mesenquimal. Novos estudos deverdo ser realizados para avaliar se 0 aumento nos niveis de
expressdo de CDKN1A e, consequentemente, o bloqueio do ciclo celular na transi¢cdo G1/S, em
células CHL-1 tratadas TRANSCINAM, sdo eventos associados a reducdo dos niveis de

expressao de c-Myc.
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6.3 TRANSCINAM INIBE A MIGRACAO CELULAR E ALTERA O PADRAO DE
ORGANIZACAO DE ELEMENTOS DO CITOESQUELETO NA LINHAGEM CHL-1

Considerando que o0 processo de progressdo tumoral envolve mudangas no
comportamento celular incluindo maior capacidade de migracao e invasao, no presente estudo
foi avaliado se TRANSCINAM é capaz de inibir a capacidade de migracdo de CHL-1. A analise
foi realizada pelo ensaio de ferida e os resultados mostraram que TRANSCINAM inibe a
capacidade de migracdo de células CHL-1. As células do grupo controle migraram em direcéo
a area da ferida e a lesdo foi praticamente reparada ap6s 24 h de tratamento. Ao contrario, nas
culturas tratadas com TRANSCINAM nas concentracfes de 1,25 e 2,5 UM, a capacidade de
migracdo celular foi reduzida em cerca de 25% e 50%, respectivamente, quando comparado ao
grupo controle (Figura 18).

Os resultados encontrados séo corroborados por outros estudos que mostram o potencial
dos complexos ruténio em inibir a capacidade de migracdo e invasdo em células tumorais
derivadas de carcinoma de mama, de adenocarcinoma pulmonar e carcinoma hepatocelular
(BERGAMO et al., 2009; WU et al., 2014; LU et al., 2016; GRAMINHA et al., 2020). Wu e
colaboradores (2014) mostraram que o complexo de areno-ruténio(ll) (RAWQ11) inibiu a
capacidade de migracdo e invasdo de células derivadas de cancer de mama (MDA-MB-231)
devido a sua capacidade de modular o perfil de expressdo de genes, cujos produtos estdo
associados a organizacdo do complexo proteico que configura a adesao focal. Além disso, 0s
autores mostraram que o complexo RAWQ11 altera a organizacao do citoesqueleto de actina.
capacidade de migracdo de células CHL-1, e que 0s processos de migracéo e invasdo envolvem
reorganizacdo do citoesqueleto (MUTHUSWAMY; XUE, 2012), possiveis influéncias de
TRANSCINAM sobre microfilamentos e microtibulos foram avaliadas.

Os resultados mostraram que TRANSCINAM altera o padrdo de organizagédo dos
microtdbulos e dos filamentos de actina quando utilizado na concentragdo de 2,5 uM. Nas
células do grupo controle foi possivel observar microtibulos se irradiando a partir do
centrossomo, os quais formam uma rede amplamente distribuida no citoplasma. Contudo, no
grupo tratado (TRANSCINAM a 2,5 uM), os microtubulos sdo menos visiveis e parecem se
concentrar na regidao préxima ao centrossomo (Figura 19).

Em relacdo aos filamentos de actina, foi possivel observar uma grande concentracéo
desses filamentos na regido cortical em células do grupo controle e proeminentes agregados de

actina no citoplasma, contudo no grupo tratado a deposicdo dos filamentos na regido préxima
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a membrana bem como o0s agregados citoplasmaticos de actina foram menos perceptiveis
guando comparado ao grupo controle (Figura 19). Assim, € possivel que as alteracdes
morfoldgicas, descritas anteriormente pela observacdo das culturas CHL-1 tratadas com
TRANSCINAM (2,5 uM) por microscopia de contraste fase, e a inibicdo da capacidade de
migracdo sejam eventos associadas a alteragdes no padrdo de organizacdo do citoesqueleto.
Além disso, é possivel que TRANSCINAM tenha alterado o perfil de expressdo e/ou ativacdo
de componentes que formam os invadopddios. Contudo, estudos subsequentes deverdo ser
realizados para correlacionar os efeitos de TRANSCINAM sobre a capacidade migratéria e
invasiva de células CHL-1 com possiveis influéncia na estrutura de invadopodios, que sdo
estruturas complexas e envolvem mudltiplos constituintes, incluindo actina F e proteinas
associadas (cortactina, cofilina, talina, N-WASP e Arp2/3), moléculas de adesdo (integrinas,
vinculina e paxilina) e GTPases da familia Rho (LINDER et al., 2011; BEATY; CONDEELIS,
2014; EDDY et al., 2017).

A despeito das investigagcOes que serdo realizadas para investigar os alvos moleculares
de TRANSCINAM que estdo envolvidos com sua capacidade de inibir migracdo em células
CHL-1, os dados séo promissores uma vez 0s melanomas apresentam alta capacidade de formar

metastase.



Figura 18 - Ensaio de migracéo celular realizado na linhagem CHL-1.
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Nota: (A) Imagens ilustrativas das culturas (aumento 40x) imediatamente apds a realizacdo da ferida (Oh) e
apos 24 h de tratamento com TRANSCINAM (1,25 e 2,5 puM). A analise foi realizada usando o
software de dominio publico ImageJ. (B) Analise dos dados. ***p<0,001 de acordo com analise de

variancia e pos-teste de Dunnet.
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Figura 19 - Imagens representativas mostrando o padrdo de distribuicdo de elementos do citoesqueleto.
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Fonte: Da autora.
Nota: (Vermelho) actina e (verde) microtibulos, os quais foram evidenciados pela coloracdo com

faloidina/ TRITC e imunomarcagdo com anti- a-tubulin revelada com anti-mouse/FITC. Os nicleos
foram corados com DAPI.
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6.4 TRANSCINAM EXIBE ATIVIDADE PRO-APOPTOTICA FRENTE A LINHAGEM
CHL-1 NA CONCENTRACAO 5 uM

Considerando os dados obtidos por citometria de fluxo que mostraram aumento da
populacdo Sub-G1 em amostras tratadas com TRANSCINAM, o potencial pré-apoptotico desse
complexo foi avaliado usando o ensaio de anexina V que permite a deteccdo de células em
apoptose (fase inicial e tardia) e em necrose (CORNELISSEN et al. 2002). Os ensaios foram
realizados usando TRANSCINAM nas concentragdes de 2,5 e 5,0 uM por 24 e 48h. Os
resultados mostraram que TRANSCINAM induziu apoptose em células CHL-1, uma que foi
observado aumento significativo na frequéncia de células positivas para anexina V nas amostras
tratadas com TRANSCINAM a 2,5 uM (48 h) e 5,0 UM (24 e 48 h) em comparacao ao grupo
controle (Figura 20B). Esses resultados parecem coerentes, uma vez que dados anteriores ja
mostraram a alta atividade citotoxica de TRANSCINAM a 5 pM. Considerando que néo foi
observado aumento significativo na populacdo de células em necrose, a atividade citotdxica de
TRANSCINAM parece estar associada a inducéo de apoptose (Figuras 20). Uma observacéo
interessante foi que em culturas tratadas com TRANSCINAM (2,5 uM), aumento significativo
na frequéncia de células apoptdticas foi observado somente ap6s 48 h de tratamento, o que pode
ser consequéncia de bloqueio do ciclo celular, claramente observado quando TRANSCINAM
foi usado na concentracdo de 2,5 UM por 24 h. Vale ressaltar que a cisplatina (100 e 50 uM,
respectivamente, para os tempos de 24 e 48 h de tratamento) foi incluida na anélise de anexina
V para validar o método de andlise. A escolha das concentracdes foi baseada no valor de ICso
(44,92 + 1,71) da cisplatina determinado na linhagem CHL-1 apds 48 h de tratamento.

Os resultados de Anexina V mostraram que TRANSCINAM apresenta atividade pré-
apoptotica sobre células CHL-1. Dados semelhantes foram encontrados em estudos recentes.
Bhatti et al., (2019) demonstraram a atividade pré-apoptotica do complexo de ruténio (Il),
[(Ru(n6-p-cymene)Cl)2(1,3-bis(2-methyl-6-(pyridin-2-yl)pyrimidin-4yl)benzene)] sobre
células derivadas de cancer de pulméao de pequenas células. O referido complexo foi efetivo em
induzir apoptose devido a sua capacidade de estimular a expressdo da proteina pré-apoptética
(Bax) e induzir ativacdo das caspases 3/9. VELOZO-SA et al. (2019) evidenciaram que 0s
complexos de ruténio, [Ru(N-S)(dppm)2]ers € [Ru(N-S)(dppe)2]ers, atuaram como agentes pro-
apoptoticos em culturas derivadas de carcinoma de pulméo de células ndo-pequenas (A549) e
sobre células derivadas de carcinoma de mama triplo negativas (MDA-MB-231).

A atividade pro-apoptdtica de complexos de ruténio (Il) € bem descrito na literatura
(CHEN et al. 2013; 2016; ZENG et al., 2016; SUN et al., 2016; LI et al., 2015; LAl et al.,
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2015; HAN et al., 2015, Ll etal., 2014; WANG et al. 2014) e representa um aspecto importante
para proposicao de que os complexos de ruténio sdo promissores agentes antitumorais (ZHENG
etal, 2017; KISOVA et al., 2011; Ll et al., 2014; DAN WAN et al., 2017). Com o0 objetivo de
avaliar os mecanismos associados a atividade de TRANSCINAM em células CHL-1, perfil de
expressao de Bcl-2 e BAX foi investigado. Os niveis de RNAm para Bcl-2 e BAX foram
determinados ap06s 12 h de tratamento com TRANSCINAM a 2,5 uM. Os resultados mostraram
gque TRANSCINAM modulou o perfil de expressao desses, uma vez que foi observado aumento
na abundancia de RNAm para BAX e redugdo dos niveis de RNA de Bcl-2, em comparac¢do com
0s grupos controles (Figura 21). Assim, a atividade pro-apoptética de TRANSCINAM sobre
células CHL-1 esta associada, pelo menos em parte, a0 aumento na razao BAX/Bcl-2 e ativacdo
da via intrinseca (RAISOVA et al., 2001; ZHU et al., 2016).

Os resultados apresentados no presente estudo mostram que o complexo de ruténio(ll),
contendo o &cido trans-4-trifluorometil-cindmico (TRANSCINAM), inibe proliferacdo e
migracdo de células CHL-1, as quais sdo derivadas de melanoma e carregam mutacles
inativadoras nos genes supressores de tumor TP53 e CDKN2A. O bloqueio no ciclo celular foi
associado, pelo menos parcialmente, a capacidade de TRANSCINAM modular a expresséo de
ciclina E e p21, criticos reguladores da transicdo G1/S, em especial, na linhagem CHL-1 que
ndo expressa pis <+ Além disso, TRANSCINAM tem atividade pro-apoptética e, em baixas
concentracgdes, e induz apoptose pela ativacao da via intrinseca. Tomados em conjunto, os dados
mostram que TRANSCINAM representa um prototipo promissor para futuras investigagdes in

vivo que avaliem sua possivel aplicabilidade clinica no tratamento de melanoma.
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Figura 20 - Ensaio de Anexina V em culturas de células CHL-1 tratadas por 24 horas e 48 horas com
TRANSCINAM
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(A) Dot plots representativos de 2 experimentos independentes evidenciando as diferentes
populacdes celulares. Quadrante inferior esquerdo: células vidveis; Quadrante inferior direito:
células em fase inicial de apoptose. Quadrante superior direito: células em fase avancada do
processo de apoptose; Quadrante superior esquerdo: células necréticas. (B) Analise quantitativa
do ensaio de anexina V considerando os dados relacionados a apoptose inicial. CIS (cisplatina)
foi usada como um controle positivo. ***p<0,001 de acordo com a analise de variancia ANOVA
e pés-teste de Dunnet.
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Figura 21 - Expressdo relativa de RNAm de Bax e Bcl-2 determinada por RT-PCR na linhagem CHL-1
apds 12 horas de tratamento com TRANSCINAM na concentracao de 2,5 pM.

Bax Bcl-2
£ 50~ € 15—
£20 £ 15
=2 zZ
x x
Q 15— * Q
= L S 1.0-
> > .
T 1.0 T
£ £ 1
o o 0.54
5 0.5 b
(2] (7]
d d
o o
L|>j 0.0- T L|>j 0.0- T
< <
& & & &
Q o N S
X o (X o
s S
N3 N3

Fonte: Da autora.
Nota: **p<0,01 e *p<0,05 de acordo com test t.
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7 CONCLUSAO

1) Os complexos de ruténio avaliados inibiram a viabilidade de células derivadas de
melanoma, ao passo que seus respectivos ligantes ndo apresentaram efeito citotdxico quando
testados, nas mesmas condigdes experimentais, na linhagem HT-144;

2) CINAM e TRANSCINAM foram seletivos para a linhagem CHL-1 em relacdo as
linhagens SK-MEL-147 e WM1366;

3) TRANSCINAM, em baixa concentracéo, inibe a proliferacéo e, por consequéncia, induz
apoptose em células da linhagem CHL-1;

4) As atividades antiproliferativa e pro-apoptética de TRANSCINAM foram associadas a
sua capacidade de modular a expressao de ciclina E e p21, bem como de Bax e Bcl-2;

5) TRANSCINAM inibe a capacidade de migracdo de células CHL-1 e induz
reorganizacdo dos filamentos de actina e microtdbulos;

6) TRANSCINAM representa um prototipo promissor para futuras investigacdes na busca

por candidatos a farmacos antineoplasicos.
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