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RESUMO

Mesmo diante dos avancos promissores na terapia, a quimioterapia classica nao
demonstra especificidade, além de apresentar efeitos adversos para 0s pacientes.
No contexto das neoplasias mais agressivas, caracterizadas por uma alta taxa de
mortalidade, apesar da baixa incidéncia, destaca-se o melanoma, um tumor de pele
originado nos melandcitos. Diante de tal probleméatica, a busca por novos agentes
que possam melhorar as propostas terapéuticas para o melanoma se mostra
relevante. Neste sentido, os complexos metalicos com centro estrutural baseado no
ruténio Il (Ru (I)) tém demonstrado promissora atividade antitumoral. Sua geometria
octaédrica, caracterizada por um numero significativo de sitios de coordenacéo,
permitiu a conjugacdo de um complexo de Ru (lI) com um composto fendlico, o
acido trans-4-trifluorometil-cindmico, produzindo o complexo denominado {[Ru(acido
trans-4-trifluorometil-cindmico) (dppb)(bipy)]PFe}, 0 qual foi chamado de Transcinam.
Em estudos prévios envolvendo culturas celulares de melanoma, Transcinam foi
capaz de inibir a progressdo do ciclo celular na fase G1 e induzir a apoptose.
Objetivamos neste estudo, avaliar a atividade antitumoral do Transcinam em modelo
singénico de melanoma murino. Para inducdo tumoral, células B16-F10 foram
inoculadas em camundongos C57BL/6 machos, os quais foram tratados por 5 dias
consecutivos apés o aparecimento do tumor, com trés diferentes doses de
Transcinam [2,5; 5 e 10 mg/kg peso corpéreo (p.c.)], subcutaneamente (s.c.) e com
cisplatina (CDDP 7 mg/kg p.c. s.c.). Parametros genotdxicolégicos e moleculares
foram investigados. Os resultados demonstraram que Transcinam, nas trés doses
testadas (2,5; 5 e 10 mg/kg p.c.) reduziu o crescimento tumoral sem aumentar o
consumo hidrico e reduzir o consumo alimentar. Na dose de 5 mg/kg p.c.,
Transcinam ndo causou reducao no peso corporeo e nas doses de 5 e 10 mg/kg p.c.
foi possivel observar a redugéo dos niveis séricos de creatinina e ureia, TGO e TGP
guando comparados com CDDP. O tratamento com Transcinam nao impactou
significativamente no peso dos oOrgaos, principalmente na dose de 5 mg/kg p.c.,
diferente da CDDP. Na medula O0ssea e no sangue periférico, a razao
EPC/EPC+ENC demonstrou que Transcinam nao apresentou efeitos citotdxicos
enquanto as analises de micronucleos revelaram a presenca desses biomarcadores,
ainda que inferiores ao grupo CDDP. Transcinam demonstrou uma forte ligacdo com

0 DNA por interacdo com os sulcos e aumento de danos pelo ensaio cometa, mas



guando comparado ao grupo CDDP, tais lesGes foram significativamente menores. A
expressdo de PCNA no tecido tumoral mostrou-se reduzida apds o tratamento com
Transcinam evidenciando reducao da proliferacado celular. Tais achados, indicam
que Transcinam possui um efeito antitumoral promissor, capaz de reduzir a

proliferacéo celular, sem induzir toxicidade sistémica.

Palavras-chave: carcinogénese; complexos metalicos; melanoma; quimioterapia; Ru
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ABSTRACT

Despite the promising advances in therapy, classic chemotherapy is nonspecific,
besides generating adverse effects for patients. In the context of the most aggressive
neoplasms, characterized by a high mortality rate, although low incidence, melanoma
stands out, a cutaneous tumor originating from melanocytes. In face of such a
problem, the identification of new agents that can improve treatment proposals for
melanoma is relevant. Therefore, metal complexes with a structural center based on
ruthenium 1l (Ru (Il)) have shown promising antitumor activity. Its octahedral
geometry characterized by a significant number of coordination sites, allowed us to
conjugate Ru (II) with a phenolic compound, trans-4-trifluoromethyl-cinnamic acid,
generating a complex known as Transcinam {[Ru(trans-4-trifluoromethyl-cinnamic
acid) (dppb)(bipy)]PFs}. In previous studies involving melanoma cell cultures,
Transcinam was able to inhibit cell cycle progression in the G1 phase and induce
apoptosis. Thus, this study aimed to evaluate the antitumoral activity of Transcinam
in murine melanoma syngeneic model. For tumor induction, B16-F10 cells were
inoculated into male C57BL/6 mice, which were treated for 5 consecutive days after
tumor growth, with three different doses of Transcinam [2.5; 5 and 10 mg/kg body
weight (b.w.)], subcutaneously (s.c.) and cisplatin (CDDP 7 mg/kg b.w. s.c.).
Genotoxicological and molecular parameters were investigated. The results
demonstrated that Transcinam, in the three tested doses (2,5; 5 and 10 mg/kg b.w.),
reduced tumor growth without increasing water consumption and reducing food
consumption. In the dose of 5 mg/kg b.w., Transcinam did not cause significant
weight reduction, and in doses of 5 and 10 mg/kg b.w. it was possible to observe a
reduction in serum creatinine, urea, GOT and GPT levels, when compared to CDDP.
Treatment with Transcinam did not impact significantly the organs weight, especially
at 5 mg/kg b.w. dose, unlike CDDP. In bone marrow and peripheral blood, the
EPC/EPC+ENC ratio demonstrated that Transcinam did not exhibit cytotoxic effects,
while micronucleus analyses revealed the presence of these biomarkers, although at
levels lower than those in the CDDP group. Transcinam showed strong DNA binding
through groove interaction and increased damage in the comet assay; however,
when compared to the CDDP group, such lesions were significantly reduced. PCNA
expression in tumor tissue was decreased after treatment with Transcinam, indicating

a reduction in cell proliferation. These findings suggest that Transcinam has



promising antitumor effects, capable of reducing cell proliferation without inducing

systemic toxicity.

Keywords: carcinogenesis; chemotherapy; melanoma; metal complexes; Ru (ll).
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1 INTRODUCAO

Caracterizado pela proliferacdo descontrolada de células que acarreta o
desenvolvimento de tumores com potencial metastético oriundo de mutagfes, o
cancer é considerado uma doenca multicausal crénica (Hausman, 2019; Ralph et al.,
2008). E uma das principais enfermidades que acometem a populacéo, tendo sido
diagnosticados 19,3 milh6es de novos casos da doenca no mundo em 2020 e quase
20 milhdes em 2022, sendo destes, mais de 600 mil casos no Brasil (IARC, 2020;
2022; INCA, 2021; 2023; Ferlay, 2020; Sung et al., 2021; WHO, 2020). Tal aumento
tem sido apontado como decorrente do desenvolvimento urbano e mudangas no
estilo de vida (IARC, 2020; WHO, 2020). De modo geral, em média 8 milhdes de
mortes por ano estdo amplamente relacionadas ao diagnéstico tardio (Sung et al.,
2021; Kotecha; Takami; Espinoza, 2016).

Dentre os canceres mais agressivos, apesar de sua baixa incidéncia, o
melanoma, é um tipo de cancer cutaneo heterogéneo, originado a partir de
melandcitos que sofreram alteracdes genéticas e epigenéticas (Chopra; Rao, 2020;
Leonardi et al., 2018). Em 2022, foi relatado mais de 330 mil casos da doenca no
mundo, cujo as causas estdo relacionadas muitas vezes a exposi¢cado excessiva
continua ou ocasional a luz solar, onde os raios UV podem induzir alteracdes
genéticas, resultando em uma alta taxa de mutacéo (IARC, 2022; Raimondi, 2020;
Sample, 2018). O tratamento de diversos canceres apresenta desafios,
especialmente, a falta de interesse e conscientizacdo sobre os beneficios da
prevencao, bem como investimentos que permitam uma prevencao precoce € a
continuidade do tratamento (Penny; Wallace, 2015). Mesmo diante dos avancgos
terapéuticos, as taxas de mortalidade por cancer de pele do tipo melanoma ainda
sdo altas (Liu et al., 2016). Ademais, a utilizacdo de farmacos convencionais limita-
se a baixas taxas de resposta e especificidade, culminando em um aumento da dose
nos tratamentos, o que resulta na manifestacdo de efeitos adversos criticos aos
pacientes (Dehelean et al., 2021; ljaz et al., 2018). Desse modo, torna-se relevante a
busca por novas substancias que visem a melhora das propostas quimioterapéuticas
atuais para o melanoma. Nesse cenario, substancias encontradas na natureza tém
sido amplamente estudadas por apresentarem uma variedade de propriedades
farmacoldgicas desde a antiguidade (ljaz et al., 2018). Estudos demonstram o

impacto de compostos naturais nas mdultiplas vias de sinalizagdo envolvidas no
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processo de carcinogénese, aumentando as taxas de respostas e reduzindo 0s
efeitos adversos dos tratamentos. O baixo custo e a alta biodisponibilidade também
tem sido alvo desses estudos (Dehelean et al., 2021; Kim; Kim; 2018; Sauter, 2020).

Em contrapartida, complexos de ruténio Il (Ru (ll)), sGo compostos que contém
ions de ruténio que podem se ligar a outros ions ou atomos. Recentemente, tem
sido considerados promissores agentes antitumorais visto sua seletividade, efeito
antiproliferativo e atividade anti-metastética, beneficios os quais ja foram
comprovados em estudo (Lee; Kim; Nam, 2020). Do mesmo modo, o acido cindmico
(AC) e seus derivados, pertencentes a classe dos fendis, metabdlitos especiais
abundantes em plantas, apresentam eficAcia como agentes antioxidantes e
anticancer (De Baltas; Bedos-Belval, 2011; Pontiki et al., 2014; Ruwizhi;
Anderibigbe, 2020). Ensaios in vitro utilizando derivados de &cido cinamico
complexado com Ru (lI) demonstraram efetividade na inibicdo da migracdo e
proliferacdo celular de linhagens tumorais, mesmo em baixas concentracdes
(Negreti et al.,, 2022). As caracteristicas fisico-quimicas desses complexos
associadas aos dados promissores da literatura acerca de seu efeito
antiproliferativo, diante da vasta demanda na busca de novos compostos seletivos,
justificam uma investigacdo mais aprofundada dessas estruturas no tratamento do
cancer. Neste sentido, o objetivo do presente estudo foi investigar o potencial
antitumoral de um complexo de Ru (Il) contendo um derivado do &cido cindAmico em

modelo singénico de melanoma murino.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A carcinogénese e o desafio dos tratamentos

Eventos mutagénicos, sejam eles advindos de alteracbes genéticas ou
epigenéticas, desencadeiam diferentes tipos de neoplasias. O cancer € uma doenca
heterogénea que, em geral, desenvolve-se em miuiltiplas etapas. E principalmente
caracterizada pela agressividade e proliferagdo descontroladas de células com
potencial metastatico (Basu, 2018; Hausman, 2019). Isso acontece devido a uma
perturbacdo nas relacbes celulares, em que disturbios genéticos podem interferir no
ciclo celular, resultando em uma proliferacdo anormal (Basu, 2018; Hausman, 2019;
Hanssanpour; Dehghani, 2017). O complexo processo de metastase também é uma
caracteristica marcante do processo de carcinogénese. De forma resumida, a
formacdo de novos vasos sanguineos (angiogénese) favorece a migracao e invasao
das células para diferentes 6rgaos (Basu, 2018; Suhail et al., 2019).

Fatores extrinsecos como a exposicdo a carcinégenos ambientais
relacionados ao estilo de vida, como exposicao solar, tabagismo, alimentacéo, bem
como fatores intrinsecos caracterizados como fatores genéticos e mutacbes
espontaneas, podem levar a ativacdo de oncogenes ou inativacdo dos genes
supressores de tumor e de reparo (Wu et al.,, 2018). Desse modo, esse processo
complexo resulta na transformacéo de células normais em células malignas com um
crescimento anormal e alto poder de divisdo, bem como de invaséo e capacidade de
sofrer metastases (Basu, 2018; Peters; Gonzalez, 2018; Sahu et al., 2021; Senga;
Grose, 2021). Logo, muta¢gdes nos supressores de tumor e oncogenes contribuem,
inicialmente, para o processo de carcinogénese. Os genes supressores Sao
responsaveis pela regulacédo do ciclo celular e quando mutados ou inativados, sejam
por alteracbes genéticas (delecbes ou quebras cromossdmicas) ou epigenéticas
(hipermetilacdo de ilhas CpG), promovem a iniciacdo do processo de carcinogénese
(Bashyam et al., 2019; Basu, 2018; Porta-Pardo; Valencia; Godzik, 2020). Em
contrapartida, mutacdes podem ser desencadeadas pela hipometilacdo no proto-
oncogene, estimulando assim a divisdo celular. Como resultado, o0 mesmo é
caracterizado como oncogene, o qual suscita a replicacdo desordenada e contribui

para o inicio do processo de replicacdo descontrolada. O acumulo de mutagbes
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pode resultar em lesbes em macromoléculas, sobretudo do DNA (Bashyam et al.,
2019; Basu, 2018; Porta-Pardo; Valencia; Godzik, 2020). A perda de estabilidade
das células marca o processo de iniciagdo da oncogénese, seguida das fases de
promocdo e progressdo tumoral. O primeiro estagio, apesar de uma divisdo
simétrica, €& marcado por alteracbes genéticas e pela predisposicdo ou
susceptibilidade das células normais em se tornarem malignas, sendo o agente
iniciador considerado um carcinégeno completo, visto que uma exposicao repetida
em pequenas doses ou uma Unica elevada exposicdo a esses agentes desencadeia
0 processo de carcinogénese, uma vez que o efeito de um agente iniciador é
irreversivel e se soma aos demais. Na fase de promocdo ocorrem novas mutacoes,
sendo necessario um contato longo e continuo com o agente cancerigeno.
Alteracdes epigenéticas e genéticas continuam ocorrendo, mas h& ainda um
equilibrio entre as taxas de proliferacdo e apoptose celular. Esse acumulo de
instabilidades leva a etapa subsequente, denominada progressao tumoral. Nessa
fase final, as células multiplicam-se rapidamente, de forma que tal etapa se torna
irreversivel (Basu, 2018; Hanahan; Weinberg, 2011; Kotecha; Takami; Espinoza,
2016). Os aglomerados celulares ja apresentam caracteristicas malignas como
instabilidade, crescimento descontrolado e metastase seguida de invasdo que
culminam ao processo de angiogénese, além de mudancas nas caracteristicas
bioguimicas, metabdlicas e morfolégicas (Oliveira et al., 2007; Patterson et al.,
2018).

Somado a essas, novas marcas do cancer descritas apontam para uma
sinalizacao proliferativa prépria, visto que as células tumorais, por meio de fatores de
crescimento, liberam sinais para que a proliferacdo e crescimento celular ndo cesse
(Hanahan; Weinberg, 2011). Além disso, tais células contornam mecanismos
celulares, evitando assim, 0s supressores de tumor. Nesse sentido, ha uma
resisténcia a morte celular, visto que ha perda de funcdo de Tp53, bem como
aumento da expressdao de reguladores antiapoptoticos ou de sinais de
sobrevivéncia. Somado a isso, a maquinaria da inflamacé&o utilizada a favor dessas
células comegca com a morte celular necroética, visto que ao recrutar células do
sistema imune, a angiogénese, proliferacdo e invasdo podem ser um facilitador para
as ceélulas cancerosas continuarem o processo (Hanahan; Weinberg, 2011).
Recentemente, foram incluidas a desdiferenciacdo celular somada a plasticidade

fenotipica, além do fato de que as células cancerosas também estdo susceptiveis a
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fatores epigenéticos que contribuem na reprogramacdo e evolucdo do cancer
(Hanahan, 2022). A microbiota intestinal também foi apontada como envolvida no
processo, uma vez que tem chamado atencdo das novas pesquisas envolvendo
saude e doencas, principalmente o cancer colorretal. Isso porque 0 microbioma é
bastante heterogéneo, envolvendo diferentes espécies bacterianas protetores do
cancer e promotores de tumores, além de envolveram também o sistema
imunolégico. De forma aditiva, foram reconhecidas microbiotas especificas
presentes em tumores solidos. Nesse sentido, em conjunto, tais marcas desafiam
cada vez mais, os tratamentos oncologicos (Hanahan, 2022).

Constituindo um problema de saude publica, estima-se o surgimento de 704
mil novos casos de cancer por ano no Brasil no triénio 2023-2025 (INCA, 2022;
2023). O aumento da incidéncia advém de processos como urbanizacdo e com
consequente mudanca no estilo de vida, levando a uma maior exposi¢cao a fatores
de risco (Bray et al., 2018). Apesar dos avancos da ciéncia, as novas descobertas e
estratégias para o tratamento de diversos tipos de canceres nao tem demonstrado
uma melhora na cura e sobrevida da maioria dos pacientes. A baixa eficacia dos
tratamentos classicos esta relacionada a resisténcia, baixa especificidade e
toxicidade dos farmacos convencionais (Dehelean et al., 2021; ljaz et al., 2018).
Para a maioria dos pacientes oncolégicos ndo sao utilizados tratamentos com
terapias alvo-especifica, principalmente dentro Sistema de Salde Unico Brasileiro
(SUS), uma vez que grande parte da populacdo recebe tratamentos ndo especificos
(Barrios et al., 2023; Da-Silva; O’Dwyer; Osorio-de-Castro, 2019; Kaliks et al., 2017).
Nesse sentido, tais tratamentos podem ser constituidos por farmacos citotoxicos
envolvidos na via das MAPK (proteina quinase ativada por mitbgeno) quinases,
sendo imunomoduladores e/ou inibidores de genes como o proto oncogene BRAF e
a proteina quinase ativada por mitdbgeno (MEK), os quais tém um papel fundamental
no crescimento celular (Rodriguéz et al.,, 2016; Ullah et al.,, 2022). Dentre as
propostas de tratamentos oncoldgicos, os complexos de platina (Pt) s&o comumente
utilizados em 50% dos tratamentos, como a oxiplatina e a cisplatina (Cis-
diaminodicloroplatina Il, CDDP), um quimioterapico classico cuja estrutura é formada
por um atomo central de Pt ligado a dois atomos de cloro e a dois atomos de aménia
(Figura 1) (Borges et al., 2016; Ghosh, 2019; Zhang et al., 2022).



22

Figura 1 - Estrutura quimica da cisplatina.

Fonte: Ghosh, 2019; Zhang et al., 2022 (adaptado).
Legenda: Cisplatina - Cis-diaminodicloroplatina 1l, CDDP.

2.2 Melanoma metastatico

Derivados da crista neural, os melandcitos sdo células produtoras de
pigmentos (melanina) situadas na epiderme (Codero; Casadevall, 2019). A proteina
do fator de transcricdo da microftalmia (MITF) é um dos principais fatores da
diferenciacdo, migracdo, proliferacdo e sobrevivéncia dos melandcitos. Estes,
gquando mutados, caracterizam o cancer de pele do tipo melanoma (Hou; Pavan,
2008). Em 2020, estudos revelaram 325 mil novos casos de melanoma e quase 60
mil mortes (Arnold, 2022; IARC, 2022; Sung et al., 2021). Estima-se ainda um
aumento mundial em 50% dos casos por ano até 2040 e cerca de 8 mil casos para o
triénio 2023-2025 no Brasil (Arnold, 2022; IARC, 2022; INCA, 2023). A ocorréncia
desse tipo tumoral varia entre paises e esta correlacionada a fatores como cor da
pele e exposicdo a radiacdo solar. Apesar da baixa incidéncia, o melanoma é
caracterizado pela sua heterogeneidade e malignidade, sendo considerado uma das
formas mais agressivas de cancer de pele devido ao seu alto potencial metastatico a
partir de pequenas massas tumorais, o que diminui a sobrevida dos pacientes a
menos de 1 ano (Leiter et al., 2004; Luo; Shen, 2017).

A caracteristica heterogénea do tumor, a suscetibilidade genética e a historia
familiar desempenham um papel central no desenvolvimento do melanoma
(Leonardi et al., 2018). No entanto, a exposicao a radiacao ultravioleta (UV), mostra-
se um dos principais fatores de risco para seu desenvolvimento (Leonardi et al.,
2018; Raimondi et al.,, 2020; Sample; He, 2018). Tais fatores desencadeiam

mutacfes em genes importantes nos processos de sinalizacdo celular, estando
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estes envolvidos na transformacéo e progressdo maligna. Dentre estes, mostram-se
frequentemente mutados os genes relacionados ao controle da proliferacdo celular
como BRAF, NRas o proto-oncogene NRas e NF1 (neurofiboromina 1) e ao controle
do ciclo celular como o inibidor de quinase dependente de ciclina 2A (CDKN2A) e
genes relacionados a resisténcia a morte por apoptose Tp53) (Akbani et al., 2015;
Carr et al, 2020; Hodis et al, 2012; Wernberg, 2020). Devido a sua
heterogeneidade, cada subtipo de melanoma pode evoluir a partir de diferentes
lesbes precursoras e envolver diferentes mutacdes génicas e estigios de
transformacdo (Shain; Bastian, 2016), tal qual como a inibicAo do fator de
transcricdo p53, estando este envolvido no desenvolvimento tumoral, onde 0 mesmo
blogueia o ciclo celular frente a danos no DNA (Hanahan; Weinber, 2011). Embora
mutacOes relacionadas ao gene Tp53 ndo sejam frequentes em melanoma, a
compreensao dos mecanismos € relevante, pois tais muta¢des resultam na perda da
funcdo supressora de tumor e/ou aquisicdes de fungbes oncogenéticas. Por outro
lado, mutacbes em proteinas como a proteina humana duplo minuto 2
(HDM2/MDM2) séo frequentemente encontradas nesse tipo de cancer, cujo aumento
de sua expressdo sugere uma desregulacdo na proliferacdo celular, devido a
inibicdo de p53. Além disso, a superexpressdo de HDM2 em melanoma indica ser
uma ocorréncia essencial para a transformacdo maligna dos melandcitos (Leonardi
et al., 2018; Polsky et al., 2001).

Assim como na maioria dos canceres, a mortalidade no melanoma esta
amplamente relacionada ao diagndstico tardio, pois quando detectado nos estagios
iniciais, com excec¢do de tumores com alta taxa de prevaléncia, ha maior efetividade
do tratamento (Roy; Saikia, 2016). Em muitos casos, manifestacdes e desconfortos
cutaneos sao negligenciados, o que dificulta o diagnéstico precoce de lesdes de pele
logo nos estagios iniciais (Rastrelli, et al., 2014). No entanto, pacientes com
melanoma recém-diagnosticado apresentam doenca em estagio inicial, cujo
tratamento € possivel. Nesse cenario é realizada a excisdo cirirgica com intuito
curativo e, além da cirurgia, outras abordagens terapéuticas como radioterapia,
imunoterapia e quimioterapia sao utilizadas de acordo com a severidade e o
estadiamento da doenca (Batus et al., 2013; Davis; Shalin; Tackett, 2019; Leonardi
et al.,, 2018; Mishra et.al., 2018). Dentre os quimioterapicos classicos, a CDDP
(Figura 1) é comumente utilizada de forma isolada ou combinada (com dacarbazina

e tamoxifeno) (Ghosh, 2019; Gupta; Gomes; Lorigan, 2017; Testori; Ribero; Bataille,
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2017). Derivada da Pt, seu mecanismo de acdo envolve lesées no DNA por
interacbes com bases purinas, levando a apoptose, além da producéo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) com consequente ataque as mitocondrias (Makovec,
2019; Zhang et al.,, 2021). Na mesma vertente, a Dacarbazina, e seu analogo
Temozolomida (TMZ) sdo farmacos recentemente utilizados no tratamento de
melanomas avancados e em processo de metastizacdo. Contudo, os resultados
ainda ndo sdo satisfatorios e as taxas de respostas continuam baixas, embora a
TMZ apresente a vantagem de ser administrada via oral e possui relativa
seletividade (Batus et al., 2013; Middleton et al., 2000; Mishra et al., 2018; Wilson;
Schuchter, 2016). Em uma vertente complementar, a terapia combinada se mostra
promissora, visto que estudos demonstram efeitos adversos diminuidos quando
comparados a terapia convencional. Sdo exemplos de farmacos combinados,
inibidores de BRAF (dabrafenibe, vemurafenibe e encorafenibe) e inibidores de MEK
(trametinibe, cobimetinibe e binimetinibe) (Batus et al., 2013; Luke et al., 2017). A
diminuicdo dos efeitos adversos acontece devido a reducdo da ativacdo da via das
MAPK em células ndo mutadas, reduzindo o desenvolvimento de lesdes (Rodriguez
et al., 2016).

A vista disso, estudos que investiguem novas estratégias de tratamento e
contornem tal probleméatica tornam-se necessarios. Visto que, inUmeros compostos
encontrados na natureza ou que tenham sua estrutura baseada em produtos
naturais, demonstram nessa mesma vertente, resultados promissores, apresentando
significativa contribuicdo na prevencao e no tratamento de diferentes tipos tumorais.
Nesse sentido, mostra-se relevante a busca por substancias inéditas, que de forma
isolada ou combinada, apresentem potencial antimelanoma, ampliando dessa forma

0 arsenal terapéutico.

2.3 Complexos de Ruténio

Diversos resultados promissores tém sido obtidos com complexos metalicos
relacionados ao combate do cancer, visto que compostos derivados de Pt ja
demonstram efetividade (Ghosh, 2019; Lee; Kim; Nam, 2020). Em uma vertente de
modelagem de novos farmacos, a variedade de ligantes disponiveis de complexos
de Ru (ll) apresentam grande importadncia no quesito atividade biologica,

aumentando sua eficacia e seletividade. Nesse sentido, estabilizantes como a
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bipiridina (bipy) e difenilfosfina (dppb) estabilizam Ru em seu estado de oxidacéo II,
sendo Ru (II) um dos complexos mais estaveis que juntamente a sua reatividade
controlada, permite aplicagcbes bioldgicas (Duan et al., 2009; Zeng et al., 2017). Por
exibirem seletividade, complexos de Ru (ll) (Figura 2) tém recebido atencdo nos
estudos e tém demonstrado efeitos antitumorais promissores (Andrade et al., 2022;
Bergamo et al., 2012; Carnizello et al., 2016; Ferreira-Silva et al., 2017), visto que se
destacam pela capacidade de mimetizar o ferro devido a sua similaridade quimica,
ligando-se a biomoléculas transportadoras como a transferrina e albumina (proteinas
transportadoras). Isso facilita sua entrada ao meio intracelular por utilizar as mesmas
vias de transporte que o ferro, podendo diminuir a toxicidade em tecidos saudaveis,
permitindo uma maior seletividade para os alvos de interesse (Andrade et al., 2022;
Benjamin-Rivera et al., 2020; Coélho et al., 2023). Complexos de Ru (ll) destacam-
se pela versatilidade estrutural na troca de ligantes devido a sua geometria
octaédrica, o que permite a formacdo de complexos com diferentes compostos,
como o acido cindmico e seus derivados, além de possibilitar sua interacdo com

alvos especificos (Bergamo et al., 2021).

Figura 2 - Estrutura quimica de um complexo de Ru (Il).
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Fonte: Negreti et al., 2022 (adaptado).
Legenda: Complexo de ruténio Il (Ru (Il)) - [RuClz(dppb)(bipy)].
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Nos ultimos anos, estudos envolvendo complexos de Ru (Il) demonstraram
gue estas moléculas apresentam menor toxicidade sisttmica em comparacdo com
compostos de Pt, devido ao maior numero de oxidagédo e a versatilidade estrutural
em relacdo aos ligantes. Isso resulta em uma maior cinética, sendo essa referentes
a uma maior taxa de reacdo com alvos biologicos (Andrade et al., 2022; Lee; Kim;
Nam, 2020). Ainda, tais complexos apresentam maior especificidade para células
cancerosas, demonstrando menor citotoxicidade quando comparados a CDDP.
Estudos disponiveis na literatura j& demonstraram a atividade de interacdo de
complexos de Ru com o DNA, o qual inibe a atividade da topoisomerase | e Il e
desta forma, implica a reducédo da transcricdo e replicacdo celular (Han et al., 2015).
A provavel acdo mecanicista pode ser devido ao fato de que moléculas presentes
em Ru (ll) podem também intercalar-se entre os pares de bases de DNA e
desencadear o processo de apoptose (Han et al., 2015). Do mesmo modo, estudos
in vitro demonstram que derivados de Ru (ll) apresentam eficacia e citotoxicidade
contra células tumorais, indicando seletividade. Testes in vivo demonstraram que
animais tratados com o mesmo composto {(ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs)},
apresentaram reducao significativa nas figuras de mitoses quando comparados ao
grupo controle (Carnizello et al., 2016). Negreti et al. (2022) também demonstraram
resultados promissores para complexos de Ru (ll) conjugados com derivados de
acido cindmico em estudos in vitro com linhagens celulares derivadas de melanoma,
cujos complexos inéditos foram capazes de inibir a migracdo e proliferacdo celular
em baixas concentracdes. Complexos de Ru (ll) e &cido piperonilico também
inibiram a proliferacdo celular e levaram a morte por apoptose células derivadas de
adenocarcinoma pulmonar (Ferreira-Silva et al., 2017).

De modo geral, complexos de Ru (Il) mostram-se candidatos promissores
para o desenvolvimento de novos protétipos de farmacos para o tratamento
oncoldégico, visando alcancar maior atividade, tolerabilidade, seletividade e menor
toxicidade (Andrade et al., 2022).

2.4 Acido cinamico

Os compostos fendlicos naturais vém sendo bastante estudados na busca por

novos farmacos que possam melhorar os efeitos adversos, a seletividade e

consequentemente as propostas terapéuticas para o tratamento do cancer, (Hazafa
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et al., 2020). O acido cinamico (AC) € um composto fendlico presente na natureza e
gue pertence a uma classe de hormonios vegetais que regulam o crescimento e a
diferenciacao celular (Sharma et al., 2017). Consiste em um anel fenil seguido de um
acido acrilico, podendo ser preparado pela desaminacdo enzimatica da fenilalanina
e seus derivados resultam de modificacbes em seu anel benzénico (De; Baltas;
Bedos-Belval, 2011; Franca et al., 2021; Ruwizhi; Anderibigbe, 2020; Zhang et al.,
2019). Estad presente em frutas citricas, café, macd e Oleos, além de diversos
vegetais, propolis e vinho. Tal composto tem sido amplamente investigado devido as
suas propriedades antiproliferativa, antioxidante, antiangiogénica e anticancer (De;
Baltas; Bedos-Belval, 2011; Pontiki et al., 2014; Ruwizhi; Anderibigbe, 2020).
Estudos em modelos experimentais in vivo e in vitro demonstraram resultados
positivos relacionados ao potencial de derivados de AC frente a atenuacdo das
lesbes induzidas por raios ultravioleta A e B (UVA/UVB), no que se diz respeito a
indugdo de genes antioxidantes (Hseu et al., 2018). Dados da literatura
demonstraram a atividade antiproliferativa e antimetastatica de um derivado do AC
(acido 3,4-metileno-cinamico) conjugado ao Ru (Il) sob linhagens celulares de
melanoma. Entretanto, apesar de efetivo, o complexo com o derivado &cido trans-4-
trifluorometil-cinamico (Figura 3), teve maior atividade, seletividade e inibiu
efetivamente a proliferacdo e migracdo de células de melanoma humano (CHL-1)
mesmo em concentracfes muito baixas (Negreti et al., 2022). Os resultados podem
ser justificados pelo fato de que a incorporacéo de ligantes bioativos em complexos
metélicos, como Ru (Il), acaba por aumentar a atividade antitumoral e/ou
seletividade celular, sendo uma estratégia interessante para o desenho de novos
farmacos antitumorais diante dos desafios dos tratamentos da carcinogénese
(Bergamo et al., 2021; Negreti et al., 2022). Somado a isso, 0s autores apontaram a
caracteristica presenca do grupo trifluorometil (CF3) (Luzina; Popov, 2014; Negreti et
al., 2022). Isso porgue a incorporacdo do CFs em moléculas aumenta a eficacia das
interagcbes com alvos celulares, melhorando sua permeabilidade e estabilidade.
Diversos medicamentos antidepressivos, antimalaricos e anticancer contém o CFs,
isso porque tal grupo facilita a administragéo e a eficacia destes farmacos, o que

também implica na seguranca do tratamento (Luzina; Popov, 2014).
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Figura 3 - Estrutura quimica do acido trans-4-trifluormetil-cinamico.
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Fonte: Franca et al., 2021; Negreti et al., 2022 (adaptado).
Legenda: Derivado do acido cindmico — acido trans-4-(trifluorometil)-cinamico.

A vista da versatilidade estrutural observada nos complexos de Ru (Il) e,
diante dos resultados promissores do AC e seus derivados ja apresentados na
literatura, a avaliacdo em modelos in vivo do complexo de Ru (ll) contendo um
derivado do AC, denominado Transcinam (Figura 4), faz-se necessaria, e pode,
inclusive, representar a obtencdo de futuro protétipo de farmaco para o tratamento

do melanoma cutaneo.

Figura 4 - Estrutura quimica do Transcinam.
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Fonte: Negreti et al., 2022 (adaptado).
Legenda: Transcinam - [Ru (acido trans-4-trifluorometil-cinamico)
(dppb)(bipy)]PFe.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antitumoral do Transcinam, um complexo de Ru (Il)

contendo um derivado do acido cinamico, em melanoma induzido em roedores.

3.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos foram estabelecidos a fim de caracterizar uma
primeira fase de ensaios pré-clinicos in vivo para avaliar a eficacia antitumoral do
Transcinam:

a) Avaliar a atividade antitumoral do tratamento monoquimioterapéutico;

b) Investigar a seguranca toxicoldgica, a toxicidade sistémica e a seletividade

dos tratamentos;

c) Investigar vias e mecanismos de ac¢do do Transcinam.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao do Transcinam

O complexo testado no presente estudo {[Ru(acido trans-4-trifluorometil-
cindmico) (dppb)(bipy)]PFs} (Figura 4) foi gentiimente sintetizado e fornecido pelo
professor Dr. Antbnio Carlos Doriguetto e pela professora Dra. Marilia Imaculada
Frazdo Barbosa do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Alfenas (IQ) -
UNIFAL, Minas Gerais, Brasil. Apds resultados promissores in vitro, o complexo foi
escolhido para a continuidade da pesquisa in vivo. Denominado Transcinam, foi
obtido a partir da coordenacdo de seu precursor, um complexo de Ru (I
[RuCl2(dppb)(bipy)], em que os estabilizantes dppb e bipy sdo 1,4-
bis(difenilfosfina)butano e 2,2'-bipiridina, respectivamente, ao ligante, um derivado
do &cido cinamico (acido trans-4-trifluorometil-cindmico), envolvendo a substituicdo
de dois cloros (Cl) (Negreti et al., 2022).

4.2 Cisplatina

A cisplatina [CDDP, 7 mg/kg p.c. (peso corpéreo), Sigma Aldrich] foi obtida
comercialmente e utilizada no estudo como controle positivo, a qual foi solubilizada

em DMSO (dimetilsulfoxido, 5%) e agua deionizada.

4.3 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos, com idade média de 5
semanas e peso médio de 23g. Os animais provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL, Minas Gerais, foram mantidos em caixas
plasticas em uma sala experimental, sob condi¢cdes controladas de temperatura (23
* 2°C), umidade (50 = 10%) e 12 horas de ciclo claro-escuro, com acesso ad libitum
a racao padrédo (Nuvilab CR-1 irradiada) e 4gua. Todos 0s animais passaram por um
periodo de 7 dias de aclimatag&o anterior ao inicio do protocolo experimental. Cada

grupo de tratamento foi constituido de 6 animais. O protocolo experimental realizado
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neste trabalho foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Alfenas (n° 003/2022 — Anexo I).

4.4 Linhagem celular e condi¢des de cultivo

A inducdo tumoral foi realizada utilizando a linhagem celular de melanoma
murino (B16-F10), gentilmente cedida pela Profa. Dra. Denise Crispim Tavares, do
Nucleo de Pesquisa em Ciéncias Exatas e Tecnholdgicas da Universidade de Franca
- Unifran, S&o Paulo. Sendo caracteristicas de experimentos com melanoma, B16-
F10 apresenta mutagbes em BRAF, alteragbes em TP53, CDKN2A (inibidor de
quinase dependente de ciclina 22), MITF e perda da funcdo de PTEN (fosfatase
homologa a tesina) (Castellani et al., 2023).

As aliquotas da linhagem foram armazenadas em nitrogénio liquido (-195°C),
em solucdo de congelamento composta de 50% de meio de cultura Meio Eagle
Modificado de Dulbecco (DMEM, Gibco), 40% de soro fetal bovino (SFB, CultiLab) e
10% de dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich). Para realizacdo dos experimentos
as células foram descongeladas e colocadas em cultivo em meio de cultura DMEM,
suplementado com 10% de SFB, 1,2 g/mL de bicarbonato de sodio (Sigma-Aldrich),
0,1 g/mL de estreptomicina (InLab) e 0,06 g/mL penicilina (InLab). O cultivo foi
realizado em monocamada, em garrafas descartaveis de 25 cm? de area (Kasvi) a
36,5°C em estufa umida 5% de CO: (Sanyo). A cada dois ou trés dias, quando
atingido 80% de confluéncia celular, as células foram subcultivadas em protocolo
experimental padronizado pelo Laboratério de Genética Humana da Universidade
Federal de Alfenas - UNIFAL, Alfenas-MG. Para o subcultivo, 0 meio de cultura foi
descartado e as células foram lavadas com 2 mL de tampéo fosfato salino (PBS),
que foi também descartado. Para o desprendimento da linhagem aderente foi
empregado 1 mL de tripsina 0,075% (InLab), seguido da manutencédo em estufa por
3 minutos. Para inativagao da tripsina foi utilizado 1 mL de meio de cultura DMEM
suplementado com SFB e uma aliquota das células foi adicionada em uma nova

garrafa contendo 5 mL de meio de cultura e incubada a 36,5°C em estufa 5% COx.
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4.5 Inducao tumoral

Para a inducédo tumoral células B16-F10 foram utilizadas entre a 5° e a 6°
passagem. No dia anterior a administracdo das células, os animais foram
tricotomizados na regiao do dorso direito com cortador de pelos. No dia do implante,
antes da implantacdo das células tumorais nos camundongos, foi realizada a
avaliacao da viabilidade celular pelo método de exclusdo por azul de tripan a fim de
verificar a viabilidade celular. No método uma pequena aliquota de 10uL de células é
misturada com 10 pL de azul de tripan 0,4% (Gibco 1:1) e as células séo
homogeneizados e observados em microscopia comum (Tsuboy et al., 2007). Foram
utilizadas células com viabilidade acima de 90%. Em seguida, as células foram
transferidas para um tubo falcon e centrifugadas por 2 minutos a 2500 rotacdes por
minuto (rpm) e ressuspendidas em meio DMEM com SFB. Foram inoculadas
500.000 células em um volume de 100 pL por animal na regido do dorso
tricotomizado. ApGs a inducdo tumoral, os animais foram diariamente monitorados

até o aparecimento do tumor (cerca de 8 dias).

4.6 Protocolo experimental

Apds o tumor atingir o volume de 0,7 cm?® (aproximadamente 10 dias apds a
implantacdo das células) os tratamentos foram iniciados tendo sido administrados
durante 5 dias consecutivos, 1x ao dia de forma subcutanea (s.c.) a
aproximadamente 1 cm do tumor em um volume final de 100 pL na regido do dorso
do animal (Cruz et al., 2022 Ferreira et al., 2018; Heinrich et al., 2011; Rinaldi-Neto
et al., 2021).

As diferentes doses de Transcinam utilizadas no presente estudo foram
escolhidas com base em resultados significativos da literatura acerca de outros
complexos de ruténio (Carnizello et al., 2016; Gesef-Anvisa, 2013; Layla et al., 2016;
Negreti et al.,, 2022) e com dados sobre o uso da CDDP como controle
guimioterapéutico neste modelo de tratamento (Cruz et al., 2022; Ferreira et al.,
2018; Heinrich et al., 2011; Rinaldi-Neto et al., 2021). Logo, as doses de Transcinam
escolhidas foram 2,5; 5 e 10 mg/kg peso corporeo (p.c.), diluidas em dimetilsulféxido
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(DMSO 5%) e agua deionizada. Os seguintes grupos de tratamento (7), contendo 6

animais por grupo (n = 42), foram estabelecidos:

a) controle negativo (CN): animais sem implante tumoral e sem tratamento;

b) controle implante (CI): animais com implante tumoral e sem tratamento;

c) controle solvente (CS): animais com implante tumoral e tratados com
DMSO 5% s.c.;

d) controle positivo (CP): animais com implante tumoral e tratados com o
CDDP 7 mg/kg p.c s.c.;

e) Transcinam 2,5 (2,5): animais com implante tumoral e tratados com
Transcinam 2,5 mg/kg p.c. s.c,;

f) Transcinam 5 (5): animais com implante tumoral e tratados com
Transcinam 5 mg/kg p.c. s.c.;

g) Transcinam 10 (10): animais com implante tumoral e tratados com

Transcinam 10 mg/kg p.c. s.c..

Durante todo o periodo experimental, 0 peso corporeo, o consumo hidrico e
alimentar foram monitorados, bem como qualquer outro sinal indicativo de
toxicidade. O consumo alimentar e hidrico foi avaliado com base na diferenca entre
o volume inicial ofertado e o volume final obtido apds os 5 dias de tratamento.

Apbs 24 horas do ultimo tratamento, o sangue periférico foi coletado por meio
de um pequeno corte na ponta da cauda do animal previamente anestesiado com
Lidocaina 50 mg/g. Em seguida, os animais foram anestesiados com 100 uL de
Cetamina (100 mg/kg p.c.) e Xilazina (10 mg/kg p.c.) para a coleta do sangue por
puncdo cardiaca utlizando uma seringa de 1 mL e agulha para avaliacbes
biogquimicas de creatinina e ureia sérica, bem como os niveis de TGO (transaminase
glutdmico-oxaloacética) também conhecido como AST (aspartato aminotransferase)
e TGP (transaminase glutamico-piravica) também conhecido como ALT (alanina
aminotransferase). Em casos necessarios (quando a puncdo cardiaca néo foi
suficiente para o 6bito), foi realizada uma nova administragdo com 100 pL de
Cetamina (100 mg/kg p.c.) e Xilazina (10 mg/kg p.c.) para eutanasia. Apls a
confirmacdo da morte do animal foi realizada a laparotomia, o tumor e 0s 0rgaos
(baco, cérebro, coracéo, figado, pulmao e rins) foram retirados, pesados em balanca

de precisdo analitica para avaliagbes imuno-histoquimicas e futuros cortes
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histolégicos, tendo sido armazenados em paraformaldeido 4% por 24h e
posteriormente em alcool 70%. A medula 6ssea de ambos os fémures traseiros foi
retirada e armazenada em tubo falcon de 15 mL contendo 2 mL de SFB. Além disso,
uma pequena por¢cdo do figado foi retirada para confeccdo de laminas para
avaliacao genotoxicolégica por meio do ensaio cometa. Também foi armazenada em

biofreezer uma pequena porcéo do tumor para futuras analises de gqRT-PCR.

4.7 Avaliagéo da atividade antitumoral

Conforme anteriormente mencionado, durante todo o periodo experimental e
apos eutanasia, o volume tumoral foi avaliado, com auxilio de um paquimetro
utilizando a férmula de volume de acordo com o protocolo experimental de Ferreira
et al. (2018):

V (mm3) = [comprimento (mm) x largura (mm)?]
2

4.8 Quantificacao dos niveis séricos de creatinina, ureia, TGO e TGP

Apés puncdo cardiaca, em tubo de coleta de sangue contendo EDTA-K3
(Labor Import), as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 min a fim de
separar a fracdo do soro sanguineo. Até o momento das andlises, as amostras
foram mantidas em freezer a uma temperatura de -20 °C.

A dosagem no soro foi realizada utilizando kits da GT Group de reagentes
Creatinina K (ref. 1108), Ureia enzimética (ref.1132), TGO (ref. 1117) e TGP (ref.
1118), seguindo as orientacdes do fabricante com algumas adaptacdes. A leitura foi
realizada em leitor de microplacas automético (ELISA) em 510 nm para a
quantificacdo de creatinina e em espectrofotbmetro para quantificar ureia (580 nm),
TGO e TGP (340 nm).
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4.9 Avaliacao da citotoxicidade e mutagenicidade

A avaliacdo da citotoxicidade e da mutagenicidade foi realizada em células da
medula 0ssea e do sangue periférico. O sangue coletado foi gotejado diretamente
sobre a lamina seca e previamente limpa, seguido do esfregaco sanguineo. A
medula éssea, apos ser coletada, com um auxilio de uma seringa de 1 mL e agulha,
movimentos de aspiracdo e expiracdo foram realizados até a retirada completa do
conteado medular. Em seguida, o material foi centrifugado a 1000 rpm por 5 min, o
sobrenadante descartado com uma pipeta pasteur e o pellet quebrado. Por fim, uma
gota do material foi depositada sobre uma lamina seca e previamente limpa,
realizando a técnica de esfregaco.

ApoOs secas, as laminas foram fixadas em metanol por 5 minutos e coradas
com Giemsa diluido em tamp&o fosfato pH 6,8 (1:10) por 20 minutos para sangue e
(1:30) por 5 minutos para medula 6ssea (Hayashi et al., 1990; 1994; 2000; Jain;
Pandey, 2019; Kasamoto; Masumori; Hayashi, 2013; MacGregor et al., 1987,
Schmid 1975). As analises foram realizadas em microscopio de campo claro (Leica
DM500) em aumento total de 100x.

A citotoxicidade foi determinada por meio da andlise de 2000 eritrécitos por
animal através do calculo da razao entre eritrécitos policromaticos (EPC) e eritrécitos
totais analisados [EPCs e normocromaticos (ENCs)] (EPC/EPC+ENC) (OECD,
2016). A mutagenicidade dos tratamentos foi determinada através da quantificacéo
de micronucleos (MNs) em 4000 EPCs por animal utilizando-se as mesmas laminas
para a avaliacdo da citotoxicidade (Hayashi et al., 2000; OECD, 2016).

4.10 Avaliacado da genotoxicidade

A avaliacdo da genotoxicidade foi realizada por meio do ensaio cometa
alcalino em células do figado. A obtencédo dos hepatdcitos foi realizada de acordo
com Sasaki et al. (1997) e 0 ensaio seguiu o protocolo proposto por Tice et al.
(2000) com modificagdes desenvolvidas por Burlinson et al. (2007) e revisadas pela
OECD 489 (2016), além do protocolo de Collins et al. (2023). Ap0s eutanasia, uma
porcao do figado coletado foi macerada adicionando 1 mL de solucdo de DMSO e
PBS 0,2 : 1,8 mL e filtrada em gase, obtendo-se assim células Unicas (Sasaki et al.,

1997). Em seguida, pipetou-se 110 yL da porgao celular com agarose de baixo
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ponto de fusdo em laminas Olen recobertas com laminula. Apds 5 minutos no
congelador, a laminula foi retirada e as laminas permaneceram por pelo menos 2
horas em solucgéo de lise.

Em seguida, as laminas lavadas com &gua destilada foram submetidas a uma
corrida de eletroforese por 20 minutos, em que a extensdo do DNA que migra reflete
a quantidade e o tamanho dos fragmentos de DNA (OECD 489, 2016).
Posteriormente utilizou-se um tampao de neutralizagdo e as laminas foram fixadas
em alcool etilico. Apos secas, no momento de andlise, as laminas foram coradas
com 30 uL gel red diluido em agua deionizada 1 uL/1100 pL e recobertas com uma
laminula. Os danos no DNA foram visualizados em microscépio de fluorescéncia
BX53 (Olympus) em aumento total de 400x e as imagens capturadas e analisadas
pelo software ImageJ (plugin OpenComet). Os danos foram quantificados em 100
nucleoides por animal, mensurados utilizando o parametro de porcentagem de DNA
na cauda do cometa. A citotoxicidade dos tratamentos foi avaliada previamente a
realizacdo do ensaio utilizando o método de exclusao por Trypan blue (Tsuboy et al.,
2007).

4.11 Ensaio imunohistoquimico

Seguindo protocolo padronizado pelo Laboratorio de Genética Humana, apoés
o0 processo de parafinizagcdo, foram realizados cortes histologicos de 4 ym de
espessura no material tumoral e esses foram transferidos para laminas silanizadas.
Em seguida, as laminas foram submetidas a desparafinizacdo em estufa 56-60 °C
por uma hora, seguidos de banhos de xilol e reidratacdo. Na sequéncia, foi realizada
a recuperacdo antigénica mantendo as laminas em tampé&o citrato 10mM (pH 6,0)
em uma panela elétrica com agua por 20 minutos. A fim de se reduzir a marcacao
inespecifica, foi realizado o blogueio da peroxidase enddgena por meio da
incubacdo das laminas em solucdo de peroxido de hidrogénio 3% por 10 min. O
bloqueio de proteinas inespecificas foi realizado também com a incubacéo por 10
min em solucéo de leite desnatado 5% preparada em TBST (1X tris-buffered saline
with 0.05% Tween 2) em pH 7,6. Feito isso, as laminas foram lavadas com TBST e
incubadas overnight com anticorpo primario, o antigeno nuclear de proliferacédo
celular (PCNA) (Abcam, Cambridge, UK, Cat.: ab29; monoclonal): diluicdo 1:2000.
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No dia seguinte, realizou-se a incubacdo dos cortes com o anticorpo
secundario 1gG anti-coelho produzido em cabras conjugado com peroxidase (Dako
EnVisionTM+ Dual Link System-HRP, Aguilent, Santa Clara, CA, USA) por 1 h. Apos
esse periodo, os cortes foram corados com 3,3'-diaminobenzidina (DAB, 0,5%) por
30 minutos, e contra-corados com hematoxilina de Harry (100%) filtrada por 7
segundos, seguido de 3 lavagens com agua destilada. Por fim, quando secas, as
laminas foram cobertas com resina Entellan e recobertas com laminulas. A
determinacdo semi-quantitativa da expressao proteica foi avaliada por imagens
obtidas em microscopia comum no aumento de 400x, no software ImageJ Fiji®
(versao 1.2; WS Rasband, National Institute of Health, Bethesda, MD), de acordo

com os principios descritos por Crowe e Yue (2019).

4.12 Ensaio de interagdo com ct-DNA

Para realizacdo do protocolo, uma solucdo de DNA foi preparada
adicionando-se 0,02 g de ct-DNA (timo de bezerro) em 10,0 mL de tampé&o Tris-HCI
(4,50 mM de Tris HCI; 0,50 mM de Tris base e 50,0 mM de NaCl) pH 7,40.
Posteriormente, foram adicionados em uma cubeta de quartzo 2000 uL de tampao,
80 uL da solucao de ct-DNA. Determinou-se a concentracdo de DNA pela Equacao
de Lambert-Beer, uma vez que o ct-DNA absorve em 260 nm e possui uma
absortividade molar de 6600 L/mol/cm.

Para realizacdo do experimento, utilizou-se duas cubetas para as titulacdes
feitas, de modo que na cubeta 1 uma solugao padrao foi preparada com 1800 L de
tampao e 200 uL de DMSO atuando, portanto, como referéncia, enquanto na cubeta
2 empregou-se 1800 pL de tampao, 90 yL de DMSO e 110 pyL da solugcéo do
complexo em DMSO (1 mmol). Em seguida sucessivas titulacbes foram realizadas
adicionando-se 20 pyL de ct-DNA em ambas cubetas, sendo as solugcdes sempre
homogeneizadas e a leitura adquirida. Por fim, a constante de ligagéo intrinseca de
ligagdo dos complexos com o DNA (Kp) foi calculada utilizando-se a analise de
regressao, considerando as alteracdes na intensidade de absorcéo de acordo com o
aumento da concentracdo de ct-DNA. A constante intrinseca de ligacado (Kb) foi
calculada pelo modelo de Neighbor Exclusion, sendo que a intensidade da interacao
entre um complexo e o DNA pode ser conhecida através da equacdo de Benesi-
Hildebrand (Barra; Netto, 2015):



38

[DNAJ/(eA - €F) = [DNAJ/(eB - ¢F) + 1/Kb (¢B - ¢F)

onde:

[DNA] é a concentracéo adicionada de DNA;

€A = Aobs/[Transcinam]

eF é o coeficiente de absortividade molar do complexo livre

€B é o coeficiente de absortividade molar do complexo-DNA

Assim, a constante Kb demonstra a razdo entre os coeficientes angular e
linear de um gréfico [DNA)/(eA — €F)] versus [DNA]. Ja a porcentagem de
hipocromismo (%H) é encontrada pelo valor da queda da absorbancia.
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5 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi conduzida por meio software GraphPad Prism®
versdo 8.0.1. Foi realizada a andlise de variancia “One-way ANOVA” para
experimentos inteiramente randémicos, seguida pelo teste F. Assim, as médias dos
tratamentos sdo comparadas pelo teste de Tukey e os resultados apresentados no
valor da média + desvio padrdo. Foi considerado estatisticamente significante os

valores de p<0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 Efeito antitumoral do Transcinam

Com a finalidade de avaliar o efeito antimelanoma do Transcinam, o peso dos
tumores foi avaliado e os resultados estdo demonstrados na Figura 5. Como
esperado, apos os 5 dias de tratamentos consecutivos, foi possivel observar uma
reducdo significativa de 64,74% no peso do tumor no grupo tratado com CDDP
evidenciando o classico efeito antitumoral da CDDP na dose de 7 mg/kg p.c. s.c.. Os
grupos tratados com Transcinam nas trés diferentes doses (2.5, 5 e 10 mg/kg p.c.)
demonstraram uma significativa reducdo no peso tumoral de 45,09; 56,65 e 64,16%;
respectivamente, quando comparados com o grupo Cl. Quando comparados a
CDDP, os grupos tratados com Transcinam n&o apresentaram diferenca estatistica,
exceto em sua menor dose (2,5 mg/kg p.c.). Nao foram observadas diferencas
estatisticas entre o grupo Cl e CS indicando auséncia de interferéncia do solvente
no efeito apresentado pelo Transcinam (Figura 5 A e B). Além disso, foi possivel
observar um efeito antitumoral mais pronunciado nas duas maiores doses testadas
(5 e 10 mg/kg p.c.) (Figura 5 A e B). Considerando que, apesar de induzir a reducéo
da massa tumoral comparado com os grupos Cl e CS, a dose de 2,5 mg/kg p.c., na
andlise estatistica revelou uma diferenca significativa quando comparado a CDDP,
seguimos os demais testes utilizando apenas as doses de 5 e 10 mg/kg p.c.
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Figura 5 - Avaliacédo antitumoral em camundongos C57BL/6 tratados por 5 dias
consecutivos. Em (A) dados de peso do tumor (g) e (B) imagem
representativa dos tumores.
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Fonte: Do autor (2024).

Legenda: ClI - controle implante; CS - controle solvente DMSO (Dimetilsulféxido) 5%; CDDP - controle
positivo cisplatina [7 mg/kg peso corporeo (p.c.) subcutaneo (s.c.)]; Transcinam 2,5 mg/kg
p.c., 5 mg/kg p.c. e 10 mg/kg p.c. s.c. Os valores sdo referentes a média + desvio padréo.
Referéncia para p<0,05 (ANOVA one-way e teste de Tukey). 2Significativamente diferente
do grupo CI; bSignificativamente diferente do grupo CS; cSignificativamente diferente do
grupo CDDP.

6.2. Consumo alimentar, hidrico e peso corpéreo

O consumo alimentar e hidrico e o peso corpéreo foram utilizados como
parametros para avaliar sinais iniciais de toxicidade dos tratamentos e os resultados
estdo apresentados na Figura 6. Todos os grupos tratados demonstraram um

aumento significativo no consumo hidrico em relagdo ao CN, sendo
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significativamente maior no grupo tratado com CDDP. Quando comparados ao grupo
CDDP, os grupos tradados com Transcinam (5 e 10 mg/kg p.c.) demonstraram uma
reducdo no consumo hidrico (Figura 6 A). Em relacdo ao consumo alimentar médio,
foi possivel observar uma reducao significativa no consumo do grupo tratado com
CDDP quando comparado aos demais grupos (CN, CI, CS e Transcinam 5 mg/kg
p.c.), exceto com Transcinam 10 mg/kg p.c.. Observou-se ainda, um aumento no
consumo do grupo tratado com Transcinam 5 e 10 mg/kg p.c., embora neste utlimo
significativamente menor (Figura 6 B).

O ganho ou perda de peso dos animais foram avaliados levando em
consideracdo o peso final apds os 5 dias de tratamento, descontando-se o peso do
tumor (Figura 6 C). Nesse sentido, valores acima de zero correspondem ao ganho
de peso corpéreo, enquanto valores abaixo representam perda de peso durante o
periodo experimental. Foi possivel observar perda de peso corpéreo em todos o0s
grupos onde algum tratamento foi administrado (CS, CDDP e 10 mg/kg p.c.), exceto
nos grupos CN, Cl e Transcinam 5. No entanto, o percentual de perda de peso
corpéreo mais significativo quando comparado com os CN e ClI foi demonstrado pelo
grupo tratado com CDDP (em torno de 20% da massa corporeo - média de 4
gramas). O grupo dos animais tratados com Transcinam 10 mg/kg p.c. embora tenha
apresentado menor perda de peso (em torno de 9,5% - média de 2 gramas)
comparado ao tratamento com CDDP, apresentaram diferencas significativas com os
grupos CN e CI. O tratamento com Transcinam 5 mg/kg p.c. ndo apresentou
diferenca significativa do Cl sendo estatisticamente diferente dos grupos CN, CS,
CDDP e Transcinam 10. Cabe destacar que este ultimo ndo demonstrou alteracéo
no peso corpdreo dos animais, se mostrando a dose mais efetiva em preservar o
peso dos animais quando comparado com o tratamento em dose mais elevada (10

mg/kg p.c.) (Figura 6 C).
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Figura 6 - Consumo hidrico (mL) (A), alimentar (g) (B) e ganho ou perda peso
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Do autor (2024).

CN - controle negativo; Cl - controle implante; CS- controle solvente DMSO
(Dimetilsulfoxido) 5%; CDDP - controle positivo Cisplatina [7 mg/kg peso corporeo (p.c.)
subcuténeo (s.c.)]; 5 - Transcinam 5 mg/kg p.c. s.c.; 10 - Transcinam 10 mg/kg p.c. s.c. Os
valores séo referentes a média + desvio padrdo. Referéncia para p<0,05 (ANOVA one-
way e teste de Tukey). aSignificativamente diferente do grupo CN; PSignificativamente
diferente do grupo CI; cSignificativamente diferente do grupo CS, 9Significativamente
diferente do grupo CDDP, eSignificativamente diferente do grupo Transcinam 5 mg/kg p.c.
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6.3 Peso dos 6rgéaos

O peso de diferentes o6rgdos também foi utilizado como parametro para
observar possiveis sinais de toxicidade, visto que tais alteracdes tém importancia na
metabolizacdo de farmacos e renovacao celular e os resultados sédo apresentados
na Figura 7. No que se refere ao peso do cérebro, coracdo, estbmago e pulméo, nao
foram observadas diferencas estatisticas entre nenhum dos grupos de tratamento
(Figura 7 A-D, respectivamente). O peso do baco dos animais tratados com CDDP
foi significativamente menor quando comparado aos demais grupos (Figura 7 E) e,
embora néo tenha sido significativo, o tratamento com Transcinam 5 e 10 mg/kg p.c.
manteve o peso do 6rgdo. Em relacdo ao peso do figado, os animais tratados com
CDDP tiveram uma reducao significativa no peso do 6rgdo quando comparado dos
demais grupos de tratamento, exceto com o grupo Transcinam 10 mg/kg p.c. que
também apresentou uma reducdo no peso do figado em relacdo ao grupo CN. O
tratamento com Transcinam 10 mg/kg p.c. demonstrou um aumento significativo no
peso do figado quando comparado a CDDP (Figura 7 F). Em relacdo ao peso dos
rins, os resultados demonstram uma reducéo significativa do peso desse 6rgédo nos
animais tratados com CDDP em relacdo a todos os outros grupos tratados, exceto
Transcinam 10 mg/kg p.c.. O mesmo observado no figado (aumento significativo em
relacdo ao grupo CDDP) foi encontrado para o tratamento com Transcinam 5
mg/kg/p.c. quanto ao peso dos rins (Figura 7 G).
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Figura 7 - Peso dos 6rgdos (g) de camundongos C57BL/6 tratados por 5 dias
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A B C
0.5 0.20+ 0.20
~ 0.154 ~ 0.154
) G =2
~ o
° < i = i
o o 0.10 0.10
0 ] E
3 3 =
0.054 W 0.054
0.00- 0.00-
D E
0.20q 0.10q
0.154
c —
o)
 0.10- S
§ . 8" 0.05
E o0
0.054
0.00- 0.00-
F G

0.49

Figado (g)
Rins (g)

Fonte: Do autor (2024).

Legenda: CN - controle negativo; Cl - controle implante; CS - controle solvente DMSO
(Dimetilsulfoxido) 5%; CDDP - controle positivo Cisplatina [7 mg/kg peso corpéreo (p.c.)
subcuténeo (s.c.)]; 5 - Transcinam 5 mg/kg p.c.; e 10 - Transcinam 10 mg/kg p.c. (10) s.c.
Os valores sao referentes a média + desvio padrdo. Os valores sao referentes a média +
desvio padrdo Referéncia para p<0,05 (ANOVA one-way e teste de Tukey).
aGjgnificativamente diferente do grupo CN; PSignificativamente diferente do grupo CI;
cSignificativamente diferente do grupo CS, ¢Significativamente diferente do grupo CDDP,
eSignificativamente diferente do grupo Transcinam 5 mg/kg p.c., fSignificativamente
diferente do grupo Transcinam 10 mg/kg p.c.
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6.4 Niveis séricos de creatinina, ureia, TGO e TGP

Niveis de creatinina, ureia TGO e TGP no soro dos roedores foram
quantificados e os dados estdo apresentados na Figura 8. Foi demonstrado um
aumento significativo (aproximadamente 5 vezes) nos niveis séricos de creatinina e
ureia no grupo de animais tratados com CDDP quando comparado a todos os
grupos CN, CI, CS, Transcinam 5 e 10 mg/kg p.c.. De maneira oposta, 0s animais
tratados com Transcinam em ambas as doses (5 e 10 mg/kg p.c.) apresentaram
reducdo significativa desses niveis quando comparado ao grupo de animais tratados
com CDDP, nédo apresentando diferencas estatisticas em relacdo aos demais grupos
de tratamento (Figura 8 A e B). Um aumento significativo nos niveis de TGO e TGP
no grupo tratado com CDDP foi observado quando comparado aos demais grupos
(CN, CS, CDDP e Transcinam 5) (Figura 8 C e D). Em contrapartida, os animais
tratados com Transcinam 5 mg/kg p.c. ndo apresentaram diferencas significativas
nos niveis de TGO com os demais grupos de tratamento, exceto com CN (Figura 8
C).
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Figura 8 - Niveis séricos de (A) creatinina, (B) ureia em mg/dL e (C) TGO, TGP (D)
em u/L no sangue de camundongos C57BL/6 tratados por 5 dias
consecutivos.
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Fonte: Do autor (2024).

Legenda: TGO - transaminase glutamico-oxaloacética; TGP - transaminase glutdmico-pirtvica.CN -
controle negativo; CI - controle implante; CS - controle solvente DMSO (Dimetilsulfoxido)
5%; CDDP - controle positivo Cisplatina [7 mg/kg peso corpéreo (p.c.) subcutaneo (s.c.)];
5 - Transcinam 5 mg/kg p.c. s.c.; e 10 - Transcinam 10 mg/kg p.c. s.c. Os valores sdo
referentes a média + desvio padrdo. Referéncia para p<0,05 (ANOVA one-way e teste de
Tukey). aSignificativamente diferente do grupo CN, Significativamente diferente do grupo
Cl, cSignificativamente diferente do grupo CS, dSignificativamente diferente do grupo
Transcinam 5 mg/kg p.c., ®Significativamente diferente do grupo Transcinam 10 mg/kg
p.c.
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6.5 Investigacdo da citotoxicidade e mutagenicidade

Embora avaliagcdo isolada da citotoxicidade e mutagenicidade esteja diretamente
relacionada a estimativa de risco de exposicdo, esses parametros interpretados
juntos e, concomitantes as outras avaliacdes também podem ser interessantes para
a confirmacéo de efeito e até permitir se iniciar uma linha de estudo mecanicista. No
modelo experimental estudado, realizamos a avaliagdo da citotoxicidade e da
mutagenicidade na medula 6ssea e no sangue periférico dos animais tratados com
Transcinam e seus controles (Figura 9). Os resultados de citotoxicidade tanto na
medula éssea (Figura 9 A) quanto no sangue periférico (Figura 9 B) demonstraram
gue os animais tratados com CDDP quase nao apresentaram células para a
contagem e, a partir da razdo de EPC/EPC+ENC, uma diferenga significativa em
relacdo aos grupos CN, Cl e CS foi observada (Figura 9 A e B). Nos grupos tratados
com Transcinam 5 e 10 mg/kg p.c. um quantitativo adequado de células foram
encontrados para a analise ndo havendo diferencas em relacdo ao CN, Cl e CS. A
razdo EPC/EPC+ENC demonstrou diferengas estatisticamente significativas em
relacdo ao grupo tratado com CDDP (Figura 9 A e B).

A mutagenicidade foi avaliada utilizando o biomarcador de danos no DNA
mais recomendado pela literatura, o MN, cujo objetivo principal foi a validacdo da
mutagenicidade dos tratamentos. Como no teste do MN séo utilizadas as mesmas
laminas para avaliacdo da citotoxicidade, no sangue periférico os dados de MN do
grupo tratado com CDDP nao puderam ser adequadamente quantificados dado a
auséncia de células para analise. Logo, diferencas significativas em relacdo ao CN,
Cl e CS sao expressas por falta de células para a contagem. O mesmo nao ocorreu
com a medula 6ssea, embora uma quantidade reduzida de células tenha sido
observada nos esfregacos, a quantificacdo dos MN nos EPCs pode ser realizada. O
fato de ser o local de producédo das células da linhagem vermelha, o quantitativo de
células ainda permitiu a analise da citotoxicidade e posteriormente da
mutagenicidade e, como na sequéncia do processo de hematopoiese, células da
medula compdem o0 tecido sanguineo, perdas sucessivas de células ocorrem
dificultando a quantificacdo no sangue. Assim, na medula éssea, os camundongos
tratados com CDDP obtiveram alta frequéncia de danos (Figura 9 C) comparado aos
demais grupos, mesmo diante de uma razdo EPC/EPC+ENC baixa. O grupo tratado
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com Transcinam 10 mg/kg p.c. demonstrou um aumento na frequéncia de MNs
guando comparado ao aos grupos CN e CI, porém uma menor frequéncia de MNs
foi observada quando comparado ao tratamento com CDDP. No tratamento com
Transcinam 5 mg/kg p.c., uma menor frequéncia de MN foi observada ndo s6 em
relacdo a CDDP, mas também no tratamento com Transcinam 10 mg/kg/p.c. (Figura
90C).

Nas células sanguineas (Figura 9 D), todos os grupos ClI, CS, Transcinam 5 e
10 mg/kg p.c. tiveram um aumento significativo de eritrécitos policroméaticos
micronucleados (EPCMNSs) em relacéo ao grupo CN. Essa variavel significativa pode
ser devido a auséncia de dados para o grupo de CDDP, uma vez que os valores de
MN para esses grupos (Cl, CS, por exemplo) no sangue ndo sdo muito diferentes
dos observados na medula 6ssea (Figura 9 D). Entretanto, ambos os grupos
tratados com Transcinam diferiram estatisticamente na frequéncia de MN quando

comparados aos grupos CN e CDDP.



50

Figura 9 - Citogenotoxicidade na medula 6ssea (A, C) e no sangue periférico (B, D)
de camundongos C57BL/6 tratados por 5 dias consecutivos.
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Fonte: Do autor (2024).

Legenda: EPC - eritrdcitos policromaticos; ENC - eritrécitos normocromaticos; EPCs MN - eritrécitos
policrométicos micronucleados; CN - controle negativo; Cl - controle implante; CS -
controle solvente DMSO (Dimetilsulféxido) 5%; CDDP - controle positivo Cisplatina [7
mg/kg peso corpéreo (p.c.) subcutaneo (s.c.)]; 5 - Transcinam 5 mg/kg p.c. s.c.; 10 -
Transcinam 10 mg/kg p.c. s.c. Os valores sdo referentes a média + desvio padréo.
Referéncia para p<0,05 (ANOVA one-way e teste de Tukey). 2Significativamente diferente
do grupo CN; PSignificativamente diferente do grupo ClI; cSignificativamente diferente do
grupo CS; dSignificativamente diferente do grupo CDDP; €Significativamente diferente do
grupo Transcinam 5 mg/kg p.c.

6.6 Avaliacédo da genotoxicidade

A fim de avaliar a genotoxicidade dos tratamentos (Figura 10), o ensaio
cometa foi realizado em células do figado e os dados revelam que CDDP e

Transcinam 5 demonstraram um aumento significativo na porcentagem de danos ao
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DNA na cauda do cometa quando comparado aos grupos CN, CI e CS. Animais
tratados com Transcinam 5 apresentaram aumento de lesdes no DNA (201%)
comparado ao Cl. Entretanto, tal aumento foi menor que o grupo CDDP (323%),
tendo o grupo Transcinam apresentado 38% de redugdo de danos quando
comparado a CDDP (Figura 10).

Figura 10 — Avaliacdo da genotoxicidade (A) e fotomicrografias do ensaio comenta
(B) em hepatdcitos de camundongos C57BL/6 ap6s 5 dias de
tratamentos consecutivos.
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Fonte: Do autor (2024).

Legenda: Aumento total de 400x. CN - controle negativo; Cl - controle implante; CS - controle
solvente DMSO (Dimetilsulféxido) 5%; CDDP - controle positivo Cisplatina [7 mg/kg peso
corporeo (p.c.) subcutaneo (s.c.)]; 5 - Transcinam 5 mg/kg p.c. s.c. Os valores s&o
referentes a média + desvio padrdo. Referéncia para p<0,05 (ANOVA one-way e teste de
Tukey). aSignificativamente diferente do grupo CN; PSignificativamente diferente do grupo
Cl; cSignificativamente diferente do grupo CS; dSignificativamente diferente do grupo
CDDP.
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6.7 Ensaio de interacdo com ct-DNA

Por meio de titulacBes, o estudo da interacdo do Trasncinam com DNA foi
avaliado (Figura 11). Deslocamentos no espectro séo indicativos de interacdo com
DNA (Hajian, 2013). O espectro inicial do Transcinam é representado em preto. Os
resultados demonstraram que apos a adicdo do ct-DNA na solucdo foi observado
hipocromismo, ou seja, houve diminuicdo do valor de absorbancia (Figura 11). O
valor para a constante Ky foi de 6.39 + 0.67 X 107 M e o valor do hipocromismo foi
de 13.5%.

Figura 11 - Espectro de UV-Vis das titulagdes do Transcinam em ct-DNA
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Fonte: Do autor (2024).

Legenda: Espectros de absorcéo eletrdnica do Transcinam em tampao Tris-HCI apés a adi¢éo de
DNA de timo de bezerro (ct-DNA), [composto] = 0,1 mM. A seta mostra a alteracdes de
absorbancia com o aumento da concentracdo de ct-DNA.
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6.8 Andlise imunohistoquimica

A expressdo do marcador PCNA (a antigeno nuclear de proliferacéo celular)
foi avaliada através da deconvolucdo das imagens capturadas, provenientes dos
cortes do tecido tumoral parafinizado (Figura 12). Ap6s a quantificacdo
imunohistoquimica, os resultados demonstraram uma reducdo na expressdo de
PCNA de 58,5 e 56,8% nos grupos tratados com CDDP e Transcinam 5 mg/kg p.c.,

respectivamente, quando comparados ao grupo CI (Figura 12).

Figura 12 - Quantificacdo imunohistoquimica de PCNA no tecido tumoral (A) e
fotomicrografias do tecido tumoral parafinizado (B) de camundongos
C57BL/6 apds 5 dias de tratamentos consecutivos.
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Fonte: Do autor (2024).

Legenda: Aumento total 400x. Positividade da reacdo imunohistoquimica evidenciada pela
marcacao por diaminobenzidina (de coloracdo marrom). PCNA: antigeno nuclear de
proliferacdo celular; Cl - controle implante; CS - controle solvente DMSO
(Dimetilsulféxido) 5%; CDDP - controle positivo Cisplatina [7 mg/kg peso corpéreo (p.c.)
subcutaneo (s.c.)]; 5 - Transcinam 5 mg/kg p.c. s.c. Os valores s&o referentes a média
+ desvio padrdo. Referéncia para p<0,05 (ANOVA one-way e teste de Tukey).
aGjgnificativamente diferente do grupo CI; PSignificativamente diferente do grupo CS.
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7 DISCUSSAO

Diversos estudos envolvendo complexos de Ru (ll) relatam suas propriedades
antitumorais baseadas na capacidade de inibir a proliferacdo celular (Andrade et al.,
2022; Carnizello et al., 2016; Lee; Kim; Nam, 2020; Negreti et al., 2022). Do mesmo
modo, diversos estudos relatam sobre o AC quanto a sua acdo antiproliferativa,
antioxidante, antiangiogénica e anticancer (De Baltas; Bedos-Belval, 2011; Pontiki et
al., 2014; Ruwizhi; Anderibigbe, 2020). Logo, apoiado por achados promissores da
literatura, investigamos a atividade antitumoral in vivo do complexo Transcinam.

A taxa de sobrevivéncia dos animais no presente estudo foi de 100% em
todos os grupos de tratamento, inclusive no grupo tratado com CDDP na dose de 7
mg/kg p.c. s.c.. Da mesma forma, Cruz et al. (2022), utilizando CDDP (5 mg/kg p.c.
s.c.) por 5 dias consecutivos em camundongos C57BL/6 portadores de melanoma,
também observaram uma taxa de sobrevivéncia de 100%. Em contrapartida, Yang et
al. (2014) utilizaram como estratégia quimioterapéutica para melanoma em
camundongos Balb/C, a dose maxima de CDDP permitida para tratamento (10
mg/kg p.c.), como recomendado por Feleszko (2014), e demonstraram que a maioria
dos animais nao sobreviveram ao tratamento mesmo diante de uma menor
frequéncia de administracbes (3 aplicacbes semanais durante o periodo
experimental de 3 semanas). Dados da literatura trazem resultados semelhantes ao
presente trabalho em que a CDDP, mesmo diante de menores doses, demonstrou
eficacia na reducao tumoral em camundongos machos C57BL/6 portadores de tumor
do tipo melanoma quando tratados com doses 0,5 mg/kg p.c. em dias alternados por
6 semanas e 5 mg/kg p.c. por 5 dias consecutivos (Borges et al., 2016; Carnizello et
al., 2016; Cruz et al., 2022; Ferreira et al., 2018; Park et al., 2020). Tais achados
colaboram com o estudo, visto o uso correto da dose de CDDP.

A formacédo da massa consistente, gelatinosa, parecida com uma esfera e
caracteristica do da inducgéo celular de melanoma com células B16-F10, observada
nos animais (Figura 5 B), foi similar a encontrada em outros trabalhos e foi
significativamente reduzida pelo tratamento com Transcinam em todas as doses
testadas (2,5; 5 e 10 mg/kg p.c.), especialmente nas duas maiores doses, revelando
um efeito antitumoral tdo efetivo quanto ao encontrado para o grupo tratado com
CDDP (Figura 5 A) (Alves-Fernandes et al., 2020; Borges et al., 2016; Carnizello et
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al.,, 2016). Em relacdo aos mecanismos e alvos celulares do Transcinam, na
literatura, seu precursor e ligante demonstram possiveis vias relacionadas a
atividade antitumoral. Carnizello et al. (2016) investigaram o efeito antitumoral de um
composto derivado de Ru (ll), o ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs, e relacionaram sua
atividade a inibicdo de mitoses, 0 que impe a progressao tumoral. Segundo os
autores, o efeito antitumoral pode estar relacionado com interacbes com a albumina,
uma proteina abundante no sangue que desempenha um papel importante no
transporte de metabdlitos e farmacos para diferentes partes do corpo. Tal transporte
€ essencial para a eficacia de muitos farmacos, sendo sua interacdo com Ru (Il), um
facilitador para o transporte para as células tumorais (Carnizello et al., 2016; Coélho
et al., 2023; Hoogenboezem; Duvall, 2018; Larsen et al.,2016; Spada et al., 2021).
Além deste, outros mecanismos de agdo como a interacdo com DNA topoisomerase,
inibicdo do ciclo celular e a disfuncdo mitocondrial foram demonstrados (Coélho et
al., 2023; Negreti et al., 2022). No que se refere ao AC, seu potencial antitumoral
relaciona-se a mecanismos de inibicdo do ciclo celular e apoptose (Ge et al., 2019;
Lima et al., 2018; Ruwizhi; Aderibigbe, 2020). Ge et al. (2019) demonstraram em
linhagens tumorais a capacidade de hibridos de AC regularem de forma positiva,
proteinas pr6 apoptéticas como BAX e negativamente a proteina anti-apoptose BCL-
2. Lima et al. (2018) também relataram efeito promissor de derivados do AC na
atividadade antimetastética de células B16-F10. De forma aditiva, Negreti et al.,
(2022), em células CHL-1, elucidaram o possivel mecanismo de agéo antitumoral do
Transcinam, o qual pode estar relacionado a inducdo da parada do ciclo celular e
consequentemente, a apoptose.

Cabe destacar ainda que, a presenca do grupo CF3 no complexo tem por
finalidade aumentar capacidade do Transcinam de adentrar na célula, atravessando
membranas celulares lipidicas. Tal permeabilidade celular é crucial para que
farmacos entrem e exercam seu efeito nas células (Landelle; Panossian; Leroux,
2014; Luzina; Popov, 2014; Negreti et al.,, 2022). Dessa forma, os resultados
apresentados neste estudo e a literatura citada ndo so justificam o potencial anti-
melanoma do Transcinam, mas também tragcam brevemente possiveis mecanismos
de acao do complexo.

Observou-se que o efeito antitumoral da CDDP, embora caracteristico, foi
acompanhado de uma reducdao significativa do consumo alimentar, no peso corporeo

e dos Orgaos. Além do aumento no consumo hidrico, nos niveis séricos de
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creatinina, ureia, TGO e TGP e reducdo no quantitativo de células da medula 6ssea
e do sangue periférico dos roedores, a custo de uma alta toxicidade sistémica,
genotoxicidade e mutagenicidade. Conhecida como um dos farmacos mais
amplamente utilizados com potencial quimioterapéutico, a CDDP esta presente no
tratamento de tumores sélidos, por agir covalentemente na molécula de DNA,
interferindo dessa forma nos processos de transcricdo e replicacdo celular (Florea;
Busselberg, 2011; Ghosh, 2019; Neves; Vargas, 2011; Zhang et al., 2021). Apesar
do alvo principal da CDDP ser o DNA, alvos secundarios essenciais para a
sobrevivéncia celular também séo impactados por esse farmaco, como a destruicdo
de lisossomos, ataque as mitocéndrias e também a producdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs) (Makovec, 2019). Em conjunto, esses eventos convergem para
que a eficacia de tal quimioterapico na promocéo do dano e destruicdo celular ndo
seja especifica, levando a toxicidade e efeitos adversos, o que muitas vezes implica
0 aumento da dose dos tratamentos e na consequente manifestacdo dos efeitos
adversos criticos aos pacientes (Dehelean et al., 2021; Ghosh, 2019; ljaz et al.,
2018; Zhang et al., 2022).

Um consumo hidrico ndo alterado, o aumento no consumo alimentar e no
peso corpéreo foi observado nos grupos tratados com Transcinam quando
comparado a CDDP (Figura 6 A, B e C). Consoante com este resultado, dois
compostos de ruténio avaliados em modelo de ratos BALB/c inoculados com células
HelLa foram capazes de manter o peso dos animais, ao contrario da cisplatina
(Wang et al., 2015). Da Silva et al. (2021) demonstraram que um complexo de
ruténio e ligantes inibidores de topoisomerase também foi capaz de manter o peso
dos animais tratados semelhante ao grupo Cl, em modelo de melanoma em
camundongos C57BL/6. Segundo Van Oort et al. (2018) durante o tratamento
guimioterapéutico com farmacos de alta toxicidade sistémica, como é o caso da
CDDP, as papilas gustativas da lingua podem ficar com as suas func¢des diminuidas
e, consequentemente, a producéo de saliva é reduzida.

Tais achados também foram demonstrados em roedores onde fatores
neurotréficos derivados do cérebro nas papilas gustativas diminuem a perda de
sabor induzida pela quimioterapia (Nosrat et al.,, 2022). Somada a toxicidade
sisttmica a qual refere-se a desidratagdo e nefrotoxicidade, efeitos adversos
gastrointestinais, além da perda de paladar, como o gosto metalico, diarreia e

recorrente perda de peso sdo observados no tratamento com CDDP (Perse, 2021,
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Qi et al., 2019; Schiessel et al., 2023). Cerca de 70% dos pacientes demonstram tais
efeitos adversos durante o tratamento (Qi et al., 2019). Embora os mecanismos da
toxicidade gastrointestinal ndo estejam claramente descritos, acredita-se que
estejam relacionados ao mecanismo de estresse oxidativo mediado por EROs, visto
que tais radicais podem induzir lesdes na mucosa (Qi et al., 2019). Essas alteracdes
na fisiologia do paladar podem ter impactado nas preferéncias alimentares ao longo
do tratamento e justificam preferéncias alimentares especificas nédo ofertadas
durante o periodo. Consequentemente, houve necessidade de aumento de ingesta
hidrica no grupo tratado com CDDP a fim de otimizar a producdo de saliva,
condi¢cBes ndo observadas naqueles animais tratados com Transcinam.

Outro parametro frequentemente alterado durante os tratamentos com
quimioterapicos convencionais é o peso corpéreo (Nishikawa et al., 2021). Durante o
processo de carcinogénese ha alteracdes no metabolismo celular com a finalidade
de suprir as necessidades energéticas do tumor, além de muitos pacientes
oncolégicos apresentarem estado de caquexia desencadeada a partir de
tratamentos oncolégicos (Argilés et al., 2014; Baracos et al.,, 2018; Hanahan;
Weinber, 2011; Nishikawa et al., 2021) como a CDDP ja demonstrado também em
modelos experimentais com roedores (Lee et al., 2023; Patel; Damle, 2013). A
caquexia é uma sindrome caracterizada pelas mudancas metabdlicas e reducao da
ingestdo de alimentos, podendo levar a desnutricdo e por consequéncia, a perda de
peso (Arends et al., 2017; Schiessel et al., 2023). O fato de nao ter sido observado
reducdo no peso corpéreo dos animais tratados com Transcinam nos leva a apontar
qgue isso ocorreu devido a ndo reducdo no consumo alimentar proveniente de um
tratamento com menor toxicidade sistémica que, consequentemente, também né&o
causou a necessidade do aumento de ingesta hidrica.

Observou-se uma reducdo significativa no peso de alguns 6rgaos (baco,
figado e rins) e no quantitativo de células do sangue periférico no grupo de animais
tratados com CDDP, o que ndo aconteceu nos animais tratados com Transcinam.
Em concordancia, Park et al. (2020) observaram que camundongos C57BL/6
tratados por 20 dias com CDDP (6 doses de 3 mg/kg p.c.), diminuiram
significativamente em 18,98% e 17,87% o peso do figado e dos rins,
respectivamente, quando comparados aos controles, mostrando também uma
elevacao nos niveis séricos de Creatinina. De modo oposto, um estudo in silico de

Motta; Pinto; Araujo (2023) demostrou que derivados de AC nao inibiram enzimas do
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complexo CYP450, o que significa que ndo causariam danos ao figado. Ainda,
dados na literatura demonstram experimentalmente auséncia de alteracdes
histopatolégicas nos rins e figado em decorréncia de tratamentos com AC, nao
acarretando danos funcionais ao 6rgado (Anderibigbe, 2020; Babaeenezhad et al.,
2021; De; Baltas; Bedos-Belval, 2011; Lee; Kim; Nam, 2020; Pontiki et al., 2014,
Ruwizhi; Hseu et al., 2018; Savic et al., 2020; Tohamy, 2016).

A reducdo do peso corporeo no grupo tratado com CDDP pode estar
relacionada a reducdo do peso dos érgaos. A CDDP pode afetar as mitocondrias,
possivelmente levando a lesbes, apoptose e necrose das células intestinais,
hepaticas e renais (Babaeenezhad et al., 2021; Qi et al., 2019; Tohamy, 2016). Além
disso, dentre os diversos efeitos adversos causados pela CDDP esta a
Imunossupressao e a nefrotoxicidade (Galluzzi et al., 2015; Tixier et al., 2017; Pabla;
Dong, 2008; Wang et al., 2021). Em decorréncia da reducéo da producéo de células
sanguineas (hematopoiese medular) advindo de uma toxicidade na medula 6ssea
(mielotoxicidade), ha uma diminuicdo significativa ou nenhuma produgéo celular
(Johns; Christopher, 2012). Ainda, o baco e o figado, além de serem responsaveis
pela hematopoiese extramedular também s&do 6rgdos com grande deposicdo e
acumulo de CDDP, o que muitas vezes acarreta danos agudos aos mesmos (Johns;
Christopher, 20 12; Wu et al., 2023; Zhang et al., 2021). O ba¢o € um 6rgao que
apresenta importante papel na funcéo de retencéo de células mortas, o qual consiste
na filtragem do sangue, realizando dessa forma, a captura e eliminacao de células
velhas, contribuindo assim para uma reciclagem eficiente do tecido sanguineo
(Johns; Cristévao, 2012; Lewis et al., 2019). O figado, por sua vez, é responsavel
pela filtragem do sangue, liberando tais enzimas para inativacdo dos farmacos,
sendo estes levados aos rins e excretados, sendo um importante 6rgdo de
metabolizacdo de medicamentos. Logo, a lesdo hepéatica pode se agravar com
aumento observado nas concentracdes de aminotransferases TGO e TGP (enzimas
responsaveis pela metabolizagdo de proteinas) (Wu et al., 2023). Nesse sentido, a
imunossupressao e mielotoxicidade discutidas acima, podem levar a insuficiéncia do
baco, figado e rins. Isso porque a producéo celular do baco e figado ndo ocorre
como o padrdo, acarretando a atrofia dos 6rgaos devido ao fluxo inadequado de
filtragem e consequente perda de funcao (Ghosh, 2019; Makovec, 2019; Wu et al.,
2023; Zhang et al., 2021). Do mesmo modo, ocorre insuficiéncia renal e atrofia dos

rins, uma vez que estes por também apresentarem alta deposicdo de CDDP sé&o
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frequentemente afetados pela producdo de EROs, ndo excretando adequadamente
metabdlitos dos farmacos advindos do figado (Ghosh, 2019; Makovec, 2019; Wu et
al., 2023; Zhang et al., 2021).

A avaliacdo da fungdo renal é fundamental na préatica clinica para o
monitoramento diante dos diferentes tipos de tratamentos antineoplasicos. Entre os
parametros mais amplamente utilizados estdo a avaliacdo de creatinina e ureia
(Wang; Ran; Jiang, 2014). A creatinina é um metabdlito da creatina produzida pelos
musculos, figado, rins e pancreas para fins energéticos. A ureia € um residuo
nitrogenado gque esta presente de forma predominante no figado. De maneira geral,
a creatinina tende a ser mais especifica, devido as diversas alteracdes que podem
alterar os resultados de ureia. Ambas s&o filtradas e eliminadas pelo sistema renal,
sendo que as taxas dessas substancias avaliadas no sangue, determinam,
conseguentemente, a saude renal (Ferreira et al., 2018; Moore; Sharer, 2017; Wang;
Ran; Jiang, 2014). Isso porque diante de um comprometimento dos rins a creatinina
nao é eliminada corretamente devido a uma filtragem irregular, tendendo a acumular
na corrente sanguinea, levando a niveis superiores ao padrdo. Os resultados
demonstram que animais tratados com Transcinam nao apresentaram niveis
elevados de creatinina e ureia sérica (Figura 8 A e B), indicando auséncia de
nefrotoxicidade, enquanto que, no tratamento com CDDP, esse marcador aumentou
consideravelmente. De forma semelhante, Cruz et al. (2022) observaram que a
CDDP (5 mg/kg p.c.) também foi capaz de reduzir o peso corpéreo, do baco, figado
e rins de camundongos machos C57BL/6, bem como elevar os niveis séricos de
Creatinina e Ureia. Ferreira et al. (2018) também observaram reducédo do consumo
hidrico, perda de peso corpéreo (13%) e do figado (44%), altos niveis de creatinina e
ureia em animais C57BL/6 tratados com CDDP (5 mg/kg p.c.). De forma oposta,
camundongos Swiss com carcinoma de Ehrlich tratados por 7 dias com CDDP (1
mg/kg p.c.) ndo demonstraram diferencas estatisticas quando comparados aos
controles. Isso, no entanto, pode ser explicado pela baixa dosagem do farmaco
utilizado (Andrade et al., 2022).

Considerando que o maior acumulo de CDDP acontece nos rins acarretando
toxicidade aguda (Ghosh, 2019) relacionada ao estresse oxidativo gerado pelo
aumento de EROs e 6xido nitrico (ON) (Babaeenezhad et al., 2021; Tohamy, 2016),
a manutencao dos niveis adequados de creatinina e ureia sérica nos grupos tratados

com Transcinam pode estar relacionada a atividade do seu ligante. Derivados do AC
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sdo considerados bons antioxidantes, eliminando radicais livres, EROs e ainda
apresentam atividade antiproliferativa contra células tumorais, associada a presenca
dos radicais fenil presentes na molécula (Ruwizhi; Anderibigbe, 2020) e eficaz
atividade antimicrobiana (De; Baltas; Bedos-Belval, 2011; Pontiki et al., 2014,
Ruwizhi; Anderibigbe, 2020). Nessa vertente, camundongos Swiss tratados com AC
20 mg/kg p.c. por 5 dias (Tohamy, 2016) e com complexos de ruténio 5 mg/kg p.c.
por 7 dias (Andrade et al., 2022) apresentaram ganho de peso, indicando auséncia
de toxicidade quando comparados ao tratamento com CDDP (1 mg/kg p.c.)
(Andrade et al., 2022). Segundo Tohamy (2016), o tratamento com AC combinado a
CDDP (5 mg/kg p.c.) reduziu a toxicidade sistémica do tratamento. Tohamy (2016) e
Babaeenezhad et al. (2021) também demonstraram reducdo de alteracdes
histopatoldgicas renais e niveis séricos de creatinina e ureia no tratamento com AC
isolado ou combinado & CDDP. Em ambos os estudos, os autores atribuiram tais
resultados ao potencial antioxidante do AC, dada a detoxificacdo de radicais livres
gerados por EROs como consequéncia a reducdo de ON pela inativagdo do fator
nuclear kappa B (NF-kB), responsavel por regular a expressao de diversos genes e
pela ativacdo do fator nuclear 2 relacionado ao eritroide 2 (NRF-2) responsavel pela
expressdo de genes envolvendo respostas antioxidantes enddgenas (Babaeenezhad
et al., 2021; Tohamy, 2016). Da mesma forma, Savic et al. (2020), em camundongos
BALB/c portadores de carcinoma de coélon tratados por 18 dias com complexos de
terpiridina e Ru (ll) 2 mg/kg/p.c., relatam uma diminuicdo nos niveis de creatinina e
danos renais histolégicos quando comparados ao derivado de Pt oxaliplatina.

Assim como nos rins, a avaliacdo da funcdo hepatica também € crucial na
pratica clinica para o monitoramento diante dos diferentes tipos de tratamentos
antineoplasicos (Ricart, 2017). Nesse contexto TGO e TGP s&o transaminases, ou
seja, enzimas aspartato (AST) e alanina (ALT) produzidas no figado e dosadas no
sangue para indicar o funcionamento do 6rgado, sendo excretadas pelo sistema
renal. Desse modo, a dosagem dessas enzimas no sangue nos informa sobre a
saude hepdtica, visto que altas taxas podem decorrer de lesdes nas células do
figado, causadas por exemplo, por medicamentos (Contreras-Zentella; Hernandez-
Mufioz, 2015; Ricart, 2017). No presente trabalho, os dados demonstraram valores
elevados de TGO e TGP no grupo tratado com CDDP, enquanto Transcinam nao
alterou tais parametros (Figura 8 C e D). De modo geral, TGP é mais especifico visto

que, diferente de TGO, atua mais no figado do que outros érgdos (Contreras-
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Zentella; Hernandez-Mufioz, 2015, Ricart, 2017). Isso também explica as diferencas
entre todos grupos e o CN na avaliagdo do biomarcador TGO, visto que esse
também pode estar alterado na presenca de tumores (Chen et al., 2022; Kubes;
Jenne, 2018). Tais resultados complementam também os achados no peso dos
orgaos, visto que como demonstrado no grupo tratado com CDDP, o peso do figado
foi reduzido nesses animais. A hepatotoxicidade da cisplatina ja € bem descrita na
literatura, sendo o figado o principal local onde a maioria das rea¢cdes metabdlicas
ocorrem, sendo também o local onde CDDP sofre biotransformacédo (Dasari;
Tchounwou, 2014; Luyu et al., 2019). Acredita-se que a hepatotoxicidade da CDDP
esteja relacionada com a producdo de EROs, 0 que consequentemente se relaciona
aos niveis de CYP450 (Luyu et al., 2019; Quintanillha et al., 2017).

Indo ao encontro com os achados do trabalho, trabalhos na literatura também
observaram toxicidade hepéatica pelo aumento de TGO e TGP em camundongos
C57BL/6 que foram tratados com CDDP 5 mg/kg p.c. por trés dias e 3 mg/kg p.c.
com 6 doses por 20 dias, sendo esse ultimo referente a animais portadores de
melanoma (Park et al., 2020; Wu et al., 2023). De modo oposto, em um estudo in
silico de Motta; Pinto; Araujo, (2023) demostraram que derivados de AC nao inibiram
enzimas do complexo CYP450, o que significa que ndo causariam danos ao figado.

A avaliacdo de citoxicidade e mutagenicidade no sangue periférico e na
medula 6ssea sdo importantes para estimar os riscos e/ou os danos de
determinadas substancias no organismo (Gesef-Anvisa, 2013; OECD, 1997; OECD
489, 2016). A medula 6ssea € responsavel pela producdo de células sanguineas
imaturas a partir de células troncos, sendo esta producao regulada por fatores de
crescimento, de acordo com as necessidades do organismo. Apés se dividirem, as
células amadurecem na corrente sanguinea. Nesse sentido a andlise de células da
medula dssea refletem danos agudos, enquanto o acumulo destes danos é
observado nas células sanguineas. Neste trabalho, naqgueles grupos tratados com
Transcinam, a razdo EPC/EPC+ENC foi significativamente maior quando comparado
com o grupo tratado com CDDP, revelando auséncia de citotoxicidade (Figura 8 A).
De modo contrario, a CDDP influenciou na hematopoiese, desencadeando dessa
forma mielotoxicidade e imunossupressdo na medula Gssea e consequentemente
nas hemacias no sangue, induzindo a anemia, o que justifica a reduzida contagem
de EPC no sangue periférico (Figura 9 B) (Ghosh, 2021; Schiessel et al., 2023). Os

resultados também demonstraram que tanto na medula éssea como no sangue
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periférico de animais tratados com Transcinam, uma menor frequéncia de MN foi
observada quando comparados ao grupo CDDP (Figura 8 C e D).

Nesse sentido, acredita-se que o mecanismo de acao do Transcinam difere
da CDDP. Visto que os MN s&o biomarcadores robustos oriundos de fragmentos
decorrentes de quebras ou da ndo fusdo do fuso mitético, os quais sao
encapsulados no citoplasma da célula, a alta frequéncia observada no grupo CDDP
é justificada pelo fato de que a CDDP também é considerada um farmaco altamente
mutagénico, sendo um dos principais mecanismos de a¢ao a interacdo com DNA e
promocdo de lesdes ndo especificas (Ghosh, 2019, Krupina; Goginashvili;
Cleveland, 2021; Makovec, 2019; Zhang et al., 2021). Divergindo em parte dos
resultados, Valenzuela-Salas et al. (2019) demonstram que animais C57BL/6
portadores de melanoma apresentaram células para contagem no sangue periférico
quando tratados com 7 aplicacdes CDDP (2 mg/kg p.c.) no periodo de 21 dias, a
custo de uma alta mutagenicidade. Cruz et al. (2022) e Ferreira et al. (2018)
demonstraram que nos tratamentos de camundongos C57BL/6 com CDDP (5 mg/kg
p.c.), células da medula 6ssea ndo foram obtidas para andlise, o que confirma a
baixa producdo de hemacias e a citotoxicidade aguda. Mello-Andrade et al. (2018)
avaliaram a frequéncia de danos na medula éssea de camundongos Swiss apés 14
dias de tratamento de complexos de Ru (ll) nas doses de 2 e 6 mg/kg p.c., e
demonstraram uma baixa taxa de danos no DNA guando comparado ao grupo
CDDP (2 mg/kg p.c.). Os autores propdem que os danos ao DNA causados pelo
complexo de Ru (II) advém de danos indiretos, envolvendo as mitocondrias das
células cancerosas. Na mesma vertente do presente trabalho, Rinaldi-Neto et al.
(2021) obtiveram resultados semelhantes, visto a reducéo de células para contagem
na medula 6ssea em animais C57BL/6 portadores de melanoma tratados com CDDP
5 mg/kg/p.c., 0 que ndo ocorreu no grupo de animais tratados com complexos de Ru
().

Embora os resultados tenham demonstrado que o tratamento com
Transcinam nas doses antitumorais mais efetivas (5 e 10 mg/kg p.c.) ndo tenha
impactado significativamente nos parametros toxicoldégicos e no quantitativo de
células, a dose de 5 mg/kg p.c. parece ser mais seletiva, uma vez que para alguns
parametros avaliados (peso corporeo, dos 6rgdos e EPCMNSs) as alteragbes foram
menores quando comparados ao tratamento com 10 mg/kg p.c. mantendo-se a

mesma eficacia antitumoral. Isso pode ser explicado visto que uma dose mais
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elevada pode trazer efeitos adversos (Dehelean et al., 2021; ljaz et al., 2018). Logo
demais mecanismos foram investigados na dose de 5 mg/kg p.c.

Neste trabalho, a genotoxicidade em células do figado foi avaliada pelo
ensaio cometa alcalino. Tal ensaio toxicoloégico é amplamente utilizado para avaliar
lesbes passiveis de reparo no material genético (Collins et al., 2023; OECD 489,
2014; 2016). Dentre os parametros avaliados, o conteudo de DNA na cauda (% DNA
na cauda) € um dos parametros recomendados e utilizados na literatura (Carnizello
et al., 2018; Collins et al., 2023; OECD 489, 2016; Rinaldi-Neto et al., 2021).
Carnizello et al. (2018) também observaram resultados semelhantes em
camundongos Swiss tratados com um complexo de Ru (Il), sendo a porcentagem de
danos ao DNA na cauda reduzida quando comparada ao grupo CDDP, mesmo
diante menor dose do que a utilizada no presente trabalho (1,5 mg/kg p.c.). Da
mesma forma, um estudo envolvendo camundongos C57BL/6 portadores de
melanoma também relatou achados semelhantes ao presente estudo, visto que
animais com tumor apresentaram uma taxa de danos no DNA maior que o CN, e 0
grupo tratado com CDDP (5 mg/kg p.c.) apresentou alta porcentagem de lesdes ao
material genético comparado aos complexos de Ru (ll) testados (Rinaldi-Neto et al.,
2021).

Além dos resultados obtidos no ensaio cometa, € evidente que a interacdo de
compostos com o DNA pode ser um possivel mecanismo de acao frente ao cancer,
sendo caracteristico de diversos farmacos (Sirajuddin et al., 2013; Gill, Thomas,
2012). Através do ensaio utilizando ct-DNA, Transcinam demonstrou afinidade e
interacdo pelo material genético, visto que a Kb (107) estd em maior ordem de
grandeza quando comparado a complexos de Ru que também interagem com o
DNA via sulcos, bem como quando se compara a um intercalador de DNA classico
utilizado como parametro, como brometo de etidio (K» = 108), sendo que, quanto
mais proximo a esse Kb, maior a forga de interacdo e a afinidade com o DNA (Mi et
al., 2019; Skehan et al., 1990).

A presengca de hipocromismo observada, aliado com a auséncia de
batocromismo (deslocamento para a direita) sdo aspectos indicativos de interacao
com DNA via sulcos (REHMAN, 2015). As ligagbes via sulcos sao ligagdes nao
covalentes, ou seja, causam menos danos ao material genético, sendo caracteristico
as ligagcbes de hidrogénio (fracas, transitérias e reversiveis) (Andrezalova;

Orszaghova, 2021). Por outro lado, é bem estabelecido na literatura que a CDDP
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apresenta ligacdes covalentes com o DNA, sendo um de seus principais mecanismo
de acdo antitumoral, o que acarreta uma maior taxa de danos devido a formacédo de
adutos covalentes entre complexos de platina e DNA, além de alteracdes
permanentes no material genético (Andrezalova; Orszaghova, 2021; Ghosh, 2019;
Makovec, 2019). O fato de ocorrer uma ligacdo ndo covalente Transcinam-DNA
também pode gerar uma menor taxa de danos no grupo Transcinam do que 0O
observado na CDDP (Andrezéalova; Orszaghova, 2021). Do mesmo modo, em um
estudo, os autores descreveram a ligagcdo de complexos de Ru (Il) e ct-DNA como
moderadas, seja via sulcos ou intercalacdo (Kanyora et al., 2024). Divergindo de tais
achados, Carnizello et al. (2016) demonstrou por meio do ensaio ct-DNA uma fraca
ligagdo de um complexo de Ru (Il) com o DNA, devido a uma baixa Kby observada, o
gue pode estar relacionado aos diferentes ligantes.

Diversas vias estdo envolvidas na atividade antitumoral e estando o
melanoma relacionado com uma proliferacdo celular descontrolada, logo o PCNA é
uma proteina crucial para os processos de regulacdo da proliferacdo celular,
estando em abundéancia durante a fase S do ciclo celular (Choe; Moldovan, 2017;
Gonzalez-Magafia; Blanco, 2020; Kestler; Kuhl, 2011). Desse modo, a andlise
imuno-histoquimica buscou investigar quais mecanismos estdo envolvidos na
reducdo tumoral, sendo que quanto menor a expressao de PCNA, menor a taxa de
proliferacdo celular no tecido tumoral, o que indica eficacia na reducdo tumoral por
meio desse mecanismo de acdo (Choe; Moldovan, 2017; Gonzéalez-Magafia; Blanco,
2020). Com a imunomarcacao de PCNA, os resultados mostraram uma reducao na
expressdo desse marcador para 0s grupos Transcinam 5 e CDDP quando
comparado aos controles (Figura 12 A).

De modo geral, a ativagdo da via MAPK por meio de fatores de crescimento
estd associada a regulacdo positiva de PCNA. Isso acontece porque a ativacao da
via BRAF/MEK/ERK além de interagirem com outras vias como a MITF, regulam
positivamente a ciclina D1 e demais fatores de transcricdo relacionados com o
crescimento e proliferacéo celular, incluindo o PCNA (Essers et al., 2005; Rodriguéz
et al.,, 2016; Sanches; Almeida; Freitas, 2017; Ullah et al., 2022). Dessa forma,
Transcinam pode também ser responsavel por inibir a funcdo de PCNA e,
consequentemente, interromper o ciclo celular das células cancerosas. Isso porque
os dados obtidos neste trabalham corroboram o potencial antitumoral do

Transcinam, impulsionado em parte, pela inibicdo da proteina relacionada a
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proliferacdo celular (PCNA), da mesma forma que atua a CDDP (Sggaard et al.,
2018). Corroborando com tais achados, Cabelo et al. (2009) trataram por via oral
camundongos SCID (com imunodeficiéncia combinada grave) portadores de
melanoma com um derivado de AC (120 mg/kg p.c.) por 10 dias, observando
também uma reducéo na expresséo proteica de PCNA quando comparado ao CI.
Pintus et al. (2002) demonstrou por imunoblot in vitro que um composto contendo Ru
reduziu a proliferacdo celular de células ECV304 transformada (derivada de células
endoteliais da veia umbilical humana), envolvendo vias MERK/ERK e também o
PCNA. Ademais, um trabalho in vitro também demonstrou resultados de diversos
complexos de Ru (Il), inclusive do Transcinam, cuja atividade antiproliferativa contra
células CHL-1 foi associada a sua capacidade de reduzir a fosforilacdo de ERK, uma
das vias envolvidas na regulagédo do PCNA (Negreti et al., 2022).

De forma geral, como ja esperado, CDDP ndo demonstrou nenhuma
seletividade, diferente do que foi observado nos grupos tratados com Transcinam.
Muito possivelmente, sua eficacia antitumoral e seletividade advém de seus
precursores, seja pela presenca do CFs no AC e/ou pela estabilidade, similaridade
com ferro e versatilidade estrutural do complexo de Ru (Il). Ainda, a ligacdo nao
covalente do Transcinam com o DNA leva a uma menor taxa de lesdes ao material
genético. Ja a CDDP, em ambiente aquoso (como no plasma), se mantém estavel
devido a presenca de alta concentracdo de cloro, mas ao adentrar no meio
intracelular, suas duas moléculas de cloro sédo substituidas por grupos hidroxila.
Dessa forma, o quimioterapico em sua forma ativa pode ligar-se covalentemente a
macromoléculas como o DNA, &acidos nucléicos e proteinas (Alderden; Hall;
Hambley, 2006; Moon et al., 2021). Embora essa maquinaria potencialize sua
atividade e seja seu principal mecanismo de acéao, tais ligacées nédo séo seletivas, o

gue acaba por afetar também células saudaveis (Ghosh, 2019; Qi et al., 2019).
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8 CONCLUSAO

Os resultados mostraram que o Transcinam exerceu eficicia anti-melanoma
no modelo experimental utilizado, ndo apresentando diferencas significativas em
relacdo ao efeito antitumoral do tratamento com CDDP. Além disso, Transcinam foi
capaz de exercer seu efeito sem induzir a toxicidade sistémica na dose de 5 mg/kg
p.c., demonstrando seguranca. De forma complementar, Transcinam 5 nao
apresentou sinais de citotoxicidade, tampouco mutagenicidade. Ainda, os dados,
embora preliminares, sugerem que o0 Transcinam pode exercer seu efeito
caracteristico através da interacdo com o DNA do tipo ndo covalente via sulcos e
também pela reducdo das taxas de proliferacdo celular por reducdo de PCNA.
Diante destes achados, Transcinam pode ser um novo complexo de Ru (Il)

promissor para aplicacfes futuras na terapia do cancer.
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vigéncia de 20/03/2022 a 20/03/2026, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n? 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAQO DE ETICA NO USO

DE ANIMAIS (CEUA-UNIFAL) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS.

Espécie/linhagem/raga

Total de animais

Total de machos | Total de fémeas

Origem

Camundongo / C57bl6

274

274 0

Centro de bioterismo da universidade federal de

alfenas

Prof(a). Dr(a). Lisandra Brandino de Oliveira

Coordenador(a) do CEUAJUNIFAL - MG

Alfenas, 06 de Novembro de 2023



