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Abstract

Ruthenium complexes have gained prominence in recent years due mainly to their
favorable properties and different therapeutic applications. In this sense, its
application as a metallopharmaceutical against parasitic and tumoral diseases has
shown increasing interest in the scientific community. In this work we elucidate the
probable mechanisms of cell death involved in the anti-Leishmania and anti-tumor
activity of the ruthenium complex — hmxbato (cis-[Ru''((n?02CC7H702)(dppm)2]PFs).
Firstly, we demonstrated that hmxbate and its precursor were able to induce the
formation of ROS in L. (L.) amazonensis promastigotes, causing the depolarization
of mitochondrial potential, significant changes in the cell cycle, DNA damage,
increased formation of autophagic vacuoles and expressive structural and
ultrastructural morphological changes, thus inducing the death of the parasite
through apoptosis and autophagy. The activity of hmxbato in tumor and normal lung
cells was also verified. In this sense, we demonstrate that hmxbato is able to interact
with DNA through a hydrogen bond existing between the hydrogen atom of the -OH
group (hmxbato) and the O (phosphate) atom of the guanine DG10 present in the
analyzed DNA structure, promoting cellular stress that culminates in the increase in
the production of ROS and consequent changes in the potential of the mitochondrial
membrane. Then, activation of caspase-9, caspase-3 and PARPB-1 occurs, thus
culminating in programmed cell death by apoptosis of A549 tumor cells. We also
demonstrated that apoptosis caused by hmxbate in A549 cells promotes changes
in mitochondrial potential; drag in the cell cycle; morphological changes; inhibition
of cell proliferation and DNA damage. In addition to the death mechanisms involved
in hmxbate activity, we demonstrate a predilection for the action of the complex for
tumor cells, an unusual property for most existing chemotherapeutic agents. Thus,
we conclude the elucidation of the probable mechanisms of death involved in the
anti-Leishmania and anti-tumor activity of the ruthenium hmxbate complex which
make this molecule an interesting candidate for the design of new drugs against

Leishmaniasis and Lung Cancer.

Key words: ruthenium, mechanism of death, Leishmania, tumor and normal lung

cells, apoptosis.
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Resumo

Os complexos de ruténio tém ganhado destaque nos ultimos anos devido,
principalmente as suas propriedades favoraveis e diferentes aplicacdes
terapéuticas. Neste sentido, sua aplicagdo como um metalofarmaco contra doencas
parasitarias e tumorais tém demonstrado crescente interesse pela comunidade
cientifica. Neste trabalho elucidamos os provaveis mecanismos de morte celular
envolvidos na atividade anti-Leishmania e antitumoral do complexo de ruténio -
hmxbato (cis-[Ru'((n?-02CC7H70z2)(dppm)2]PFs). Primeiramente demonstramos
que o hmxbato e seu precursor foram capazes de induzir a formacédo de ERO's em
promastigotas de L. (L.) amazonensis, provocando a despolarizagdo do potencial
mitocondrial, significativas mudangas no ciclo celular, danos no DNA, aumento da
formagdo de vacuolos autofagicos e expressivas alteragdes morfoldgicas
estruturais e ultraestruturais, induzindo assim a morte do parasito por meio da
apoptose e da autofagia. Além disso, vale ressaltar que os efeitos provocados pelo
hmxbato nestes parasitos foram produzidos utilizando-se uma baixa concentracao
do complexo (0, 52 yM), a qual ndo causou nenhuma toxicidade em macrofagos
BMDM e ainda reduziu 82% da infectividade in vitro nestes macréfagos. A atividade
do hmxbato em células tumoral e normal de pulmao também foram verificadas.
Neste sentido demonstramos que o hmxbato é capaz de interagir com o DNA por
meio de uma ligagao de hidrogénio existente entre o atomo de hidrogénio do grupo
-OH (hmxbato) e o atomo de O (fosfato) da guanina DG10 presente na estrutura de
DNA analisada, promovendo um estresse celular que culmina com o aumento da
producdo de ERO's e consequente alteragdes no potencial da membrana
mitocondrial. Na sequéncia ocorre a ativacdo da caspase-9, caspase-3 e PARPB-
1, culminando assim com a morte celular programada por apoptose das células
tumorais A549. Demonstramos ainda que a apoptose causada pelo hmxbato em
células A549 promove alteracdes no potencial mitocondrial; arraste no ciclo celular;
alteragdes morfologicas; inibicdo da proliferagao celular e danos no DNA. Ainda,
além dos mecanismos de morte envolvidos na atividade do hmxbato,
demonstramos a predilecdo de acdo do complexo para células tumoral, propriedade
pouco comum para a maioria dos quimioterapicos existentes. Assim, concluimos a

elucidagcdo dos provaveis mecanismos de morte envolvidos na atividade anti-
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Leishmania e antitumoral do complexo de ruténio hmxbato os quais tornam esta
molécula uma interessante candidata para o design de novos farmacos contra as

Leishmanioses e o Cancer de pulmao.

Palavras-Chave: ruténio, mecanismo de morte, Leishmania, células tumoral e

normal de pulmé&o, apoptose.
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1.0 INTRODUGAO

1.1 Quimica bioinorganica medicinal

A quimica bioinorganica medicinal representa uma importante area de
estudo que vem contribuindo de maneira significativa para a prospec¢ao de novos
agentes terapéuticos. O crescente interesse nesta area se justifica pelo fato dos
elementos quimicos desempenharem papeis fundamentais em processos
bioldgicos. Além disso, muitos farmacos constituidos por compostos organicos
possuem mecanismos de agao que envolvem a ativagao ou biotransformacao de
ions metalicos. Neste sentido, um dos principais objetivos da quimica bioinorganica
medicinal é a utilizagdo de metais em sistemas bioldgicos através da utilizagdo dos
metalofarmacos (FARRELL, 2002; M. C. BENITE, 2007; CASINI, 2012; LIU et al.,
2019).

A utilizacdo de metalofarmacos teve seu marco inicial na década de 60 apds
a descoberta das propriedades anticancer da cisplatina, um complexo de platina
(ROSENBERG, 1965). A preparagdao do complexo cis-[Pt(NH3)2Cl2] foi
primeiramente relatada por Michele Peyrone em 1845 e sua estrutura foi
reconhecida adequadamente por Alfred em 1893 (PEYRONE, 1844; ALFRED,
1894). Entretanto, seus efeitos bioldgicos s6 foram conhecidos posteriormente em
1965 quando Barnett Rosenberg verificou acidentalmente durante um experimento
a influéncia do campo elétrico no crescimento de células bacterianas ao utilizar
eletrodos de platina. A partir deste experimento foi constatado que o composto de
platina liberado pelo eletrodo, mesmo na auséncia de qualquer corrente elétrica,
era capaz de inibir a divisao celular de bactérias Escherichia coli (ROSENBERG,
1965). Diante de tal descoberta, os estudos foram direcionados para verificagao da
atividade antitumoral da cisplatina, sendo que em 1969 foi verificada sua atividade
em modelo animal (ROSENBERG, 1969). Os resultados promissores obtidos
impulsionaram os estudos de triagem clinica pelo Instituto do Cancer e em 1978 a
cisplatina foi liberada pela US Food and Drug Administration (FDA) para o
tratamento de cancer de ovario e cancer testicular. Um ano depois, a cisplatina
também foi aprovada no Reino Unido e em varios outros paises Europeus
(WILTSHAW, 1979; ROSENBERG, 1980). Desde entdo, complexos a base de
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platina, tais como cisplatina, carboplatina e oxaliplatina vém sendo utilizados em
diversos paises para o tratamento de uma grande variedade de tumores sdlidos,
incluindo os canceres de ovario, testiculos, pulmao, bexiga, cabega e pescogo,
entre outros (BRABEC; KASPARKOVA, 2018; DASARI; BERNARD
TCHOUNWOU, 2014; GHOSH, 2019; HO; WOODWARD; COWARD, 2016).

Administrada intravenosamente, a cisplatina é capaz de fluir bem na corrente
sanguinea ja que ela consegue se ligar fortemente (aproximadamente 65 — 95%)
as proteinas plasmaticas, tais como albumina, transferrina, cisteina, entre outras.
Além disso, a cisplatina permanece inalterada na corrente sanguinea,
principalmente devido ao fato da concentracdo de cloreto no sangue ser
relativamente elevada (ALDERDEN; HALL; HAMBLEY, 2006; NAGAI et al., 1996;
PETROVIC; TODOROVIC, [s.d.]).

Estudos tém demonstrado que a entrada da Cisplatina para o interior de
células tumoral ocorre através de transporte passivo, mediado por um proteina
transportadora de cobre — CTR1. Desta forma, células com alta expressao de CTR1
sao capazes de acumular uma maior quantidade de Cisplatina em seu interior
(ALDERDEN; HALL; HAMBLEY, 2006; DASARI; BERNARD TCHOUNWOU, 2014;
GATELY; HOWELL, 1993; ISHIDA et al., 2002; PETROVIC; TODOROVIC, [s.d.]).
Uma vez dentro da célula, a baixa concentracdo de cloreto no citoplasma pode
favorecer a substituigdo de um ou dos dois ligantes de cloreto da cisplatina por uma
ou duas moléculas de agua, sendo este processo denominado de monoquagao ou
diquacéo, respectivamente. Esta reagao é importante para garantir seu efeito toxico
em células tumoral pois a cisplatina hidrolisada favorece a interacdo com
nucledfilos celulares, tais como DNA, RNA, fosfolipideos de membrana,
citoesqueleto, entre outros (DASARI; BERNARD TCHOUNWOU, 2014; FUERTES
et al., 2002; GHOSH, 2019).

O mecanismo molecular da atividade anticancer da cisplatina envolve dano
ao DNA, ja que nucleobases de DNA podem substituir os ligantes “aqua” da
cisplatina por meio de ligagdes cruzadas as quais podem acontecer entre a mesma
fita (intrafitas) ou entre 2 fitas (interfitas) de acido nucleico. Estas liga¢cées formadas
podem promover a distorcdo da hélice de DNA, inibindo assim a replicagao e
transcrigdo da célula e consequente morte celular (GONZALEZ et al., 2001; RABIK;
DOLAN, 2007; ZORBAS; KEPPLER, 2005).
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Apesar do sucesso da aplicacao clinica da cisplatina e de seus derivados,
uma série de desvantagens estdo associadas ao seu uso, a saber: 1) resisténcia a
droga, que pode ser desenvolvida apds o tratamento; (2) baixa toxicidade contra
alguns tipos de canceres, tais como cancer cervical, cancer de pulmao e cancer de
pancreas, e (3) baixa seletividade para as células tumoral, produzindo assim varios
efeitos colaterais tais como nefrotoxicidade, ototoxicidade, hepatotoxicidade
toxicidade gastrointestinal e neurotoxicidade (BRABEC; KASPARKOVA, 2018;
JOHNSTONE; SUNTHARALINGAM; LIPPARD, 2016; OUN; MOUSSA; WHEATE,
2018). Neste sentido novos metalofarmacos vém sendo explorados com o intuito
de diminuir as desvantagens causadas pela cisplatina e seus derivados.

Diante desde cenario, os complexos de ruténio tém ganhado destaque
devido principalmente, suas propriedades favoraveis (JAYAKUMAR et al., 2018;
RILAK SIMOVIC et al., 2019) e suas diferentes aplicacdes terapéuticas, incluindo
as atividades antitumoral (BAl et al., 2019, 2019; CARNIZELLO et al., 2016; IRACE
et al., 2017; JIANG et al., 2019a; LI et al., 2019) e antiparasitaria (COSTA et al.,
2017, 2019; MIRANDA et al., 2018).

1.2 Complexos de Ruténio

O crescente interesse no uso do ruténio como um metalofarmaco se justifica
devido as suas propriedades quimicas e biolégicas favoraveis. Dentre as
propriedades quimicas podemos ressaltar: (1) geometria octaédrica; (2) varios
estados de oxidagdo e (3) capacidade de mimetizar o metabolismo do ferro
(BRABEC; KASPARKOVA, 2018, 2018).

Diferentemente da cisplatina que apresenta uma geometria tetraédrica, os
complexos de ruténio exibem uma geometria de coordenacao octaédrica que
permite o desenvolvimento de um vasto repertério de moléculas para a formacéao
de novos complexos e consequente modulagao de sua atividade. Adicionalmente,
o ruténio apresenta diferentes estados de oxidagdo acessiveis sob condicbes
fisiolégicas, a saber: Ru (ll), Ru (Ill) e Ru (IV). Esta propriedade permite uma maior
versatilidade de coordenagao com moléculas alvo podendo, portanto, aumentar sua
seletividade (BRABEC; KASPARKOVA, 2018; JOHNSTONE;
SUNTHARALINGAM; LIPPARD, 2016; MEGGERS, 2007).
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Uma das propriedades mais importantes do ruténio € sua capacidade de
mimetizar o metabolismo do ferro se ligando a proteinas transportadoras séricas,
tais como transferrina e albumina. Esta propriedade contribui para reducdo da
toxicidade do ruténio e para seu transporte no organismo. Além disso, o aumento
da seletividade a células tumoral vista por metalodrogas contendo ruténio pode ser
explicado pelo fato das mesmas expressarem maior quantidade de receptores de
transferrina para satisfazer sua crescente demanda por ferro, aumentando assim a
absorcao destes complexos em células tumoral e reduzindo sua concentracéo livre
na corrente sanguinea (PONGRATZ et al., 2004; ZARIC; PIRKOVIC; HAMZAGIC,
2019).

A busca por novos complexos de ruténio também esta associada as suas
diferentes aplicagcbes terapéuticas, onde a atividade antitumoral vem sendo
extensivamente explorada (BRABEC; KASPARKOVA, 2018; NAVES et al., 2019).

Os primeiros complexos a base de ruténio que demonstraram toxicidade
contra células tumoral foram desenvolvidos na década de 80 por Clark e
colaboradores (CLARKE, 1980). Entretanto, a baixa solubilidade destes complexos
em agua refletiram na descontinuidade dos estudos envolvendo os mesmos (RILAK
SIMOVIC et al., 2019). A versatilidade da molécula de ruténio permitiu a elaboragéo
de uma série de novos complexos nas ultimas décadas, que apresentassem melhor
solubilidade, seletividade e seguranga (BHATTI et al., 2019; CARNIZELLO et al.,
2016; CHEN et al., 2002, 2013; IRACE et al., 2017; ZARIC; PIRKOVIC;
HAMZAGIC, 2019). A consequéncia desta busca continua para melhorar a
atividade do ruténio foi vista apds a aprovacao de trés complexos de ruténio para
ensaios clinicos. Sao eles: trans-RuCls(DMSO) (Im)] [Im] (NAMI-A, Im = imidazol),
trans [Ru(In)2Cl4] [InH] (KP1019, In = Imidazol) e NKP- 1339 - sal de sddio de
KP1019 (HARTINGER et al., 2008; SAVA et al., 1999; TRONDL et al., 2014, p.

1339). A figura 1 demonstra as estruturas destes complexos.
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Figura 1: Estrutura quimica de complexos a base do ruténio que estdo em estudos de
triagem clinica. Fonte: Adaptado de RICCARDI et al., 2019.

O NAMI-A foi o primeiro complexo de ruténio com atividade antitumoral
utilizado em estudos de triagem clinica, sendo inicialmente testados em humanos
com diferentes tipos de tumores solidos (ALESSIO; MESSORI, 2019;
RADEMAKER-LAKHAI, 2004) . O complexo passou com sucesso pela primeira
fase da pesquisa clinica, onde o principal objetivo € avaliar a seguranga do farmaco.
Entretanto, ele foi considerado nao efetivo durante a fase Il da pesquisa clinica
sendo, portanto, retirado do estudo (LEIJEN et al., 2015).

O complexo KP1019, testado em humanos em 2006 teve bons resultados,
apresentando apenas uma leve toxicidade. Entretanto, devido a baixa solubilidade
do complexo o mesmo foi substituido por seu sal de sddio, o NKP-1339. De forma
geral, o complexo apresentou uma atividade antitumoral moderada associada a um
perfil de tolerabilidade e seguranca aceitaveis. Portanto, este complexo ainda
segue em pesquisa clinica (BURRIS et al., 2017; FUEREDER; BERGER, 2017;
HENKE et al., 2009).

Além dos diversos estudos demonstrando o potencial terapéutico
antitumoral dos complexos de ruténio, outra atividade bioldgica crescente que
merece destaque € a atividade antiparasitaria que estes complexos podem
apresentar (COSTA et al., 2017; JELK et al., 2019, 2019; MIRANDA et al., 2018;
NASCIMENTO et al., 2019).
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O trabalho pioneiro envolvendo a atividade antiparasitaria do ruténio foi
realizado na década de 90, por Sanchez-Delgado e colaboradores. Neste trabalho
eles sintetizaram uma molécula de ruténio coordenada com o Clotrimazol
[RuCl2(CTZ)2] e demonstraram sua atividade citotoxica contra o Trypanosoma cruzi
(SANCHEZ-DELGADO et al., 1993). Na sequéncia, o mesmo grupo sintetizou
moléculas de ruténio coordenadas com outro antifungico, o Cetoconazol,
demonstrando novamente atividade citotoxica contra o mesmo tripanosomatideo
(SANCHEZ-DELGADO et al., 1998). Adicionalmente, estes trabalhos elucidaram o
efeito sinérgico entre metal e ligante ao demonstrarem o aumento da seletividade
e consequente citotoxicidade destes complexos coordenados (SANCHEZ-
DELGADO et al., 1993; SANCHEZ-DELGADO et al., 1998).

Complexos de ruténio coordenados com Clotrimazol e Cetoconazol também
demonstraram atividade citotdxica contra parasitos do género Leishmania
(INIGUEZ et al., 2013; MARTINEZ et al., 2012). Além destes, outros estudos
utilizando complexos de ruténio coordenados com outras moléculas demonstraram
o potencial citotoxico contra a Leishmaniose (COSTA et al., 2017; MACHADO et
al., 2015; MENDES et al., 2016; NASCIMENTO et al., 2019).

Além da atividade biolégica demonstrada pelos diferentes complexos de
ruténio disponiveis na literatura, a compreensao das interagdes entre os complexos
com moléculas alvo se torna crescente, uma vez que esclare os provaveis
mecanismos de acao envolvidos, possibilitando assim o aprimoramento de sua
seletividade (52, 68 — 71). Neste sentido, alguns estudos mecanicistas envolvendo
diferentes complexos de ruténio tém demonstrado sua interagdo com a molécula
de DNA.

A interagdo do complexo de ruténio(ll) com o DNA pode afetar numerosos
processos celulares que estdo envolvidos no reparo do dano causado. Neste
sentido podemos citar (1) ativagdo de moléculas envolvidas no reparo do DNA, tais
como a enzima PARP-1 e as proteinas NER (reparo por excisdo de nucleotideos)
e MMR (reparo de incompatibilidade); (2) ativacéo da via das caspases que podem
culminar com a morte celular programada por apoptose e (3) ativagdo de genes
envolvidos no processo de apoptose tais como os genes da familia BcL-2 e o gene
p53, considerado por muitos autores como um “guardidao” do genoma da célula.

Neste sentido, diferentes complexos de ruténio tem demonstrado atividade
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antitumoral por meio de sua interferéncia em processos celulares envolvendo o
reparo de danos ao DNA (CHEN et al., 2016; GUPTA et al., 2013; RILAK SIMOVIC
et al., 2019; SILVA et al., 2018).

As mitocondrias também sio consideradas uma das vias de atuacido dos
complexos de ruténio(ll), ja que ela € a maior produtora de ERO’s e um
desequilibrio entre as desefas antioxidantes e a produgao de espécies reativas de
oxigénio podem causar danos as celuas, podendo culminar com a morte celular.
Estudos tém demonstrado que compostos lipofilicos de ruténio sdo capazes de se
acumular nas mitocéndrias, podendo induzir a processos apoptaoticos por meio da
ativagdo da via intrinseca. Desta forma, varios estudos envolvendo a atividade
antitumoral e alguns envolvendo a atividade anti-leishmania tém demonstrado o
envolvimento da mitocondria no processo de morte destes organismos celulares
(CHEN et al., 2016; COSTA et al., 2019; DIAS et al., 2018; INIGUEZ et al., 2016;
JIANG et al., 2019a).

As inumeras vantagens associadas ao ruténio ja discutidas fazem desta
molécula uma potencial ferramenta de estudo. Neste sentido, na busca por uma
nova classe de complexos de ruténio com atividade antiparasitaria contra a
Leishmaniose nosso grupo em 2017 sintetizou trés novos complexos de ruténio(ll)
(Figura 2) com formula geral cis-[Ru'(n2-O2CR)(dppm)2]PFs, with dppm =
bis(diphenylphosphino)methane and R=  4-butylbenzoate (bbato), 4-
(methylthio)benzoate (mtbato) 2 e 3-hydroxy-4-methoxybenzoate (hmxbato) 3 e
demonstrou sua atividade contra promastigotas de Leishmania (Leishmania)
amazonensis, Leishmania (Viannia.) braziliensis e Leishmania (Leishmania)

infantum.
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Figura 2: Rota sintética para a produgdo dos novos complexos de ruténio(ll). Férmula geral
cis-[Ru"(1?-O2CR)(dppm)2JPFs, com dppm = bis(diphenylphosphino)methane e R= 4-butylbenzoate
(bbato) 1, 4-(methylthio)benzoate (mtbato) 2 e 3-hydroxy-4-methoxybenzoate (hmxbato) 3. Fonte:
COSTA et al., 2017.

Considerando que os tripanosomatideos tais como os parasitos do género
Leishmania e as células tumorais apresentam caracteristicas metabdlicas em
comum tais como alta demanda energética e elevada replicabilidade (SANCHEZ-
DELGADO, 2004; WILLIAMSON; SCOTT-FINNIGAN, 1978), os complexos de
ruténio podem ser considerados moléculas alvo visando a prospecgao de novos
alvos terapéuticos para o tratamento de doencas que causam preocupacgao para a
Saude Publica, tais como o Cancer (MILLER et al., 2019) e a Leishmaniose
(BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). Essas doengas serdo melhores discutidas

na sequéncia.

1.3 Aspectos gerais sobre o cancer

O cancer configura um conjunto de doengas, com caracteristicas comuns,
que podem atingir qualquer parte do corpo. Seu surgimento ocorre a partir da
transformacao de células normal, as quais adquirem propriedades diferenciadas,

tais como capacidade de proliferacdo descontrolada, resisténcia a processos
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naturais de morte celular e capacidade de invadir e disseminar para outras regides
do corpo, podendo progredir de lesdes pré-cancerigenas para tumores malignos
(BRAY et al., 2018; KORGAONKAR; YADAYV, 2019).

Os tumores, também denominados de células neoplasicas, quando
adquirem capacidade de invadir tecidos adjacentes ou longes se transformam em
neoplasias malignas. Durante a progressdo da doencga as células adquirem
algumas habilidades importantes que garantem a sua sobrevivéncia e
disseminagcao. Neste sentido, sdo bem conhecidas as competéncias comuns
presentes em ceélulas cancerigenas (figura 3). S&o elas: (1) manutengdo da
proliferagdo celular, (2) evasdo de moléculas supressoras de crescimento; (3)
evasao do sistema imune; (4) ativagdo da imortalidade replicativa; (5) inflamagéao
promovida pelo tumor; (6) ativacdo de metastase e invasdo; (7) indugdo da
angiogénese; (8) instabilidade e mutagcdo gendmica; (9) resisténcia a morte celular
e (10) desregulagéo do metabolismo energético (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Manutencdo
proliferacao
celular

Evasdo de
supressores de

Desregulagdo do

metabolismo
energético

i o Ativacao da
Resisténcia a

imortalidade

morte celular b o
replicativa

Instabilidade e
mutacdo
gendmica

Inflamacao
promovida

pelo tumor

Inducédo da Ativacdo da
angiogénese metastase e
invasdo

Figura 3: Caracteristicas comuns em uma célula tumoral. A figura enumera 10 caracteristicas
importantes que normalmente estdo presentes em uma célula tumoral. Fonte: Adaptado de
HANAHAN; WEINBERG, 2011.
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As células cancerigenas podem adquirir estas habilidades através de
progressivas mutagdées no genoma celular, as quais podem conduzi-las a
processos que estimulam sua proliferacao celular e processos que desempenham
papel protetivo para célula como, por exemplo, os genes supressores de tumor.
Desta forma, sdo alvos das células cancerigenas os genes que contribuem para o
desenvolvimento de sua malignidade como, por exemplo, os proto-oncogene que
garantem o processo de crescimento e diferenciagao celular. Vale ressaltar que
mutagdes somaticas nos proto-oncogene resulta no oncogene, que € um gene
maligno que desempenham um papel fundamental na progressdo do cancer
(KORGAONKAR; YADAV, 2019; TSUCHIDA; MURUGAN; GRIECO, 2016).

Os genes supressores de tumor também desempenham um papel chave na
garantia de sobrevivéncia das células tumoral, uma vez que sua inativagao implica
em uma maior proliferacdo celular. Proteinas que atuam como checkpoints na
propagacéao celular sdo importantes para detectar erros no DNA da célula e, se
necessario, ativar mecanismos de morte quando estes erros sdao encontrados.
Neste contexto, convém destacar a proteina supressora de tumor - p53 que
desenvolve um papel vital na regulagéo do ciclo celular, impedindo a propagagéo
do dano no DNA e promovendo, caso nhecessario, apoptose celular
(KORGAONKAR; YADAYV, 2019; MULLER; VOUSDEN, 2014).

Considerado um problema de saude publica, o cancer representa a segunda
principal causa de morte no mundo, podendo provocar ainda um grande impacto
econdmico, conforme demonstrado por um estudo que revelou que o custo médio
anual estimado com o cancer no ano de 2010 foi de aproximadamente 1.6 trilhndes
de dodlares. Desta forma, apesar dos avangos, o cancer continua sendo um motivo
de preocupacéo para os sistemas de saude (BRAY et al., 2018; STEWART; WILD,
2014).

Segundo a Organizagao Mundial de Saude (OMS), considerando ambos os
sexos e todas as idades, os trés principais tipos de cancer com maior incidéncia no
mundo sao o cancer de mama, cancer de prostata e cancer de pulmao, conforme
dados representados na figura 4 A. Entretanto, o cancer de pulméao é considerado
o mais letal (figura 4 B), seguido do cancer de mama e do cancer colorretal.
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Figura 4: Incidéncia e letalidade dos tipos de cdncer no mundo no ano de 2018. Estimativa da
(A) incidéncia e (B) letalidade dos diferentes tipos de canceres mundiais no ano de 2018,
considerando pessoas de ambos os sexos e todas as idades. Fonte: adaptado de OMS (2018).

Além de ser o mais letal, estudos demonstram que a taxa de incidéncia do
cancer de pulmao vem crescendo nos ultimos anos, registrando um aumento de
1.8 milhdes para 2.09 milhées de novos casos quando comparados os anos de
2012 e 2018, respectivamente (OMS, 2018). Foi reportado também um aumento da
taxa de letalidade nos anos citados anteriormente de para 1.6 milhdes para 1.76
milhdes de mortes causadas pelo cancer de pulmao (BADE; DELA CRUZ, 2020;
BRAY et al., 2018).

As modalidades de tratamento disponiveis para o cancer de pulmao incluem
cirurgia, radioterapia e quimioterapia, sendo que, entre estas a quimioterapia é a

mais indicada para estagios mais avangados da doencga. A falta de seletividade é
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um dos maiores problemas associados as drogas utilizadas no tratamento deste
tipo de cancer, ja que promovem uma série de efeitos colaterais. Ainda, é
importante ressaltar o desenvolvimento de resisténcia das células tumoral as
terapias farmacoldgicas utilizando drogas como a Cisplatina e Carboplatina (FATHI
KARKAN et al., 2017; GHOSH, 2019; SADHASIVAM; SUGUMARAN, 2020; XIONG
et al.,, 2020). Portanto, a busca por novos alvos terapéuticos, mais seletivos e

seguros para o tratamento do cancer de pulmao, se faz crescente.

1.4 Aspectos gerais sobre a Leishmaniose

As leishmanioses incluem um grupo de doencgas parasitarias transmitidas
através de um vetor e causadas por mais de 20 espécies de protozoarios do género
Leishmania, podendo provocar diferentes manifestagdes clinicas. A doenga esta
presente em varios continentes, incluindo Europa, Asia, Africa e América, podendo
ainda ser classificada em velho mundo (Europa, Asia, Africa) ou novo mundo
(América) de acordo com sua distribuicdo geografica (BURZA; CROFT,;
BOELAERT, 2018; STEVERDING, 2017).

Sua transmissao entre os hospedeiros mamiferos ocorre por meio do
repasto sanguineo de flebotominios infectados, representados pelo género
Phlebotomus no velho mundo e Lutzomyia no novo mundo. Além disso, vale
ressaltar que apenas as fémeas sao capazes de transmitir a doenca, pois elas séo
hematofagas e necessitam de sangue para obtencdo de nutrientes (proteinas e
aminoacidos) necessarios para o desenvolvimento de seus ovos (BURZA; CROFT;
BOELAERT, 2018; MAXFIELD; CRANE, 2020).

Com relagdo ao ciclo de vida, os parasitos do género Leishmania
apresentam diferentes formas evolutivas, a forma promastigota e a forma
amastigota. Esta condigdo faz com que os parasitos se alternem entre o vetor e o
hospedeiro vertebrado apresentando, portanto, dois estagios de desenvolvimento
e garantindo assim seu parasitismo. As formas promastigota estdo presentes no
flebotominio, sao flageladas e altamente méveis, podendo ainda apresentar-se sob
duas sub-formas: promastigota prociclica e promastigota metacicilica, sendo que a
primeira apresenta alta capacidade proliferativa e a ultima elevada capacidade

infectiva. Por outro lado, as formas amastigota estdo presentes no interior de
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células do sistema fagocitico de vertebrados e apresentam um formato esférico ou
oval, sem flagelo aparente (BATES, 2007; BATES; ROGERS, 2004; DE MENEZES;
SARAIVA; DA ROCHA-AZEVEDO, 2016).

Flebotominios infectados iniciam o ciclo de transmissdao no hospedeiro
vertebrado (figura 5) através do repasto sanguineo, seguido da regurgitacéo de
formas promastigota metaciclicas no local da inoculagdo. Na sequéncia
promastigotas infectantes sédo fagocitadas por células do sistema fagocitico,
sobretudo por macréfagos, formando os fagossomos. Em seguida, estes
fagossomos se fundem com lisossomos formando os fagolisossomos, e estes por
sua vez formam os vacuolos parasitéforos. Ja dentro da célula, as promastigotas
serao convertidas em amastigotas com o intuito de garantir sua sobrevivéncia e
multiplicagdo. Apds sua adaptagao, as amastigotas irdo se multiplicar no interior
dos macrofagos até provocar a ruptura de sua membrana e consequente liberagéo
de amastigotas para o tecido, estando, portanto, disponiveis para infectar uma nova
célula (BATES, 2007; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; DE MENEZES;
SARAIVA; DA ROCHA-AZEVEDO, 2016).

Quando o vetor entra em contato com o hospedeiro vertebrado infectado,
durante o repasto sanguineo serdo ingeridas células fagociticas contendo
amastigotas em seu interior. O processo de diferenciagao da forma amastigota para
promastigota prociclica ocorre no trato digestério anterior do vetor, seguidos de sua
replicacao através de divisdao binaria. Apds o processo de multiplicacdo, os
promastigotas prociclicos s&o convertidos em promastigotas metaciclicos, com
posterior migragédo destes ultimos para a proboscide do vetor. Desta forma, durante
um novo repasto sanguineo o vetor pode transmitir a doenga para o hospedeiro
vertebrado (BATES, 2007; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; DE MENEZES;
SARAIVA; DA ROCHA-AZEVEDO, 2016).
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Figura 5: Ciclo de transmissao da leishmaniose. Fonte: proprio autor, 2020.

De acordo com o tropismo da espécie infectante, a resposta imunolégica do
hospedeiro e a localizacao das lesdes, as leishmanioses podem se manifestar
através de diferentes formas clinicas. Dentre elas podemos destacar a
leishmaniose visceral (LV) e a leishmaniose tegumentar (LT) (STEVERDING,
2017).

A LV, também conhecida como Kala-azar, configura uma doencga crdnica,
sistémica que atinge principalmente érgaos como figado, bago e linfonodos, tendo
como principal agente etiolégico no Brasil a Leishmania (Leishmania) infantum.
Enquanto que a LT atinge a pele e ou mucosas podendo, portanto, serem
encontradas na forma tegumentar e/ou mucocutanea, respectivamente (BURZA;
CROFT; BOELAERT, 2018; STEVERDING, 2017).

Segundo a OMS, a LT é a forma mais comum da doencga e pode atingir até
1 milh&o de pessoas anualmente no mundo, estando o Brasil entre os 10 paises
mais acometidos. Dentre as 6 espécies causadoras de LT no Brasil, a Leishmania
(Leishmania) amazonensis € a mais prevalente (GOTO; LINDOSO, 2010;
STEVERDING, 2017)
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A leishmaniose €& considerada no Brasil uma doenga negligenciada que
causa preocupacao a saude publica devido, principalmente, aos elevados indices
de morbidade associados a falta de investimentos financeiros no desenvolvimento
de novas terapias mais eficazes e seguras (WHO, 2018; BURZA; CROFT;
BOELAERT, 2018; MAXFIELD; CRANE, 2020).

Ha algumas décadas, o tratamento de primeira escolha utilizado para a
maioria das leishmanioses sao os antimoniais pentavalente, tais como Glucantime
® e Pentostan®, sendo este primeiro disponivel apenas através do Ministério da
Saude. Outras drogas podem ser utilizadas quando nao ha resposta satisfatoria ao
tratamento ou em casos de contraindicagao, a saber: Anfotericina B; Miltefosina,
Paramomicina e Pentamidina. Entretanto, vale ainda ressaltar que essas terapias
farmacolégicas apresentam uma eficacia limitada, além de outras complicacoes,
tais como (1) dificuldade de administragdo da droga; (2) elevado custo; (3)
moderada toxicidade e (4) ocorréncia de resisténcia parasitaria (CHAKRAVARTY;
SUNDAR, 2019; HALDAR; SEN; RQOY, 2011).

Parasitos do género Leishmania, assim como as células tumoral,
apresentam algumas similaridades em suas vias metabdlicas, ja que sao ceélulas
altamente replicativas e que, desta forma, requerem uma grande demanda de
nutrientes (FARRELL; WILLIAMSON; MCLAREN, 1984; SMIRLIS et al., 2010).
Além disso, ambas estdao associadas com o desenvolvimento de doencgas que
causam preocupacao a saude publica. Finalmente, existe ainda um interesse no
desenvolvimento de novas terapias para o combate das leishmanioses e dos
diferentes tipos de cancer. O conhecimento dos mecanismos de morte induzidos
pela agao de um medicamento possibilitaria a prospecgao de agentes terapéuticos

mais eficazes e seguros.

1.5 Mecanismos de morte celular em organismos multicelulares

Recentes estudos tém demonstrado que alguns complexos de ruténio tém
como alvo o DNA, podendo causar um arraste no ciclo celular, um aumento de
espécies reativas de oxigénio mediado por alteragbes mitocondriais e uma provavel
morte celular por apoptose. Estes efeitos tém sido descritos em diferentes
linhagens tumorais (CHEN et al., 2016; DE SOUZA OLIVEIRA et al., 2018; ZARIC;
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PIRKOVIC; HAMZAGIC, 2019). Neste sentido a compressdo dos mecanismos de
morte envolvidos na regulagdo e sobrevivéncia de organismos multicelulares é
necessaria.

A morte celular programada exerce um papel essencial na regulacdo do
crescimento e desenvolvimento celular, além de desempenhar papel protetivo
contra infecgbes parasitarias, bacterianas e virais, bem como contra o surgimento
do cancer. As células dos organismos multicelulares compartilham a necessidade
de garantir a manutencdo e desenvolvimento do individuo. Dessa forma,
apresentam mecanismos de morte celular geneticamente controlados e muito bem
regulados. Estes mecanismos s&o, atualmente, bem conhecidos e envolvem uma
série de estimulos que promovem sua ativacdo ou inibicado. Neste sentido, sao
descritos diferentes tipos de morte celular programada, sendo a apoptose e a
necroptose os tipos mais bem estudados (DEBRABANT et al., 2003; GREEN;
LLAMBI, 2015a; MENNA-BARRETO, 2019; REECE et al.,, 2011; YAMADA,
YOSHIDA, 2019).

A apoptose € um mecanismo de morte celular programada bem conservado
que envolve a ativagdo de moléculas cisteino proteases, denominadas de
caspases. Além dessas moléculas, existem ainda as pro-caspases, zimogénios
inativos que precisam ser clivados para se tornarem proteoliticamente ativos
(GREEN; LLAMBI, 2015a; YAMADA; YOSHIDA, 2019).

As caspases podem ser classificadas em caspases iniciadoras e caspases
executoras. As caspases iniciadoras apresentam pré-dominios longos que facilitam
a ativacéo das caspases executoras. Alem disso, ndo sdo ativadas por clivagem de
seus substratos e tém como principais representantes as caspases 2, 8, 9 e 10. Por
outro lado, as caspases executoras sdo ativadas mediante clivagem proteolitica de
seus substratos nos residuos de aspartato. As principais caspases executoras sdo
as caspases 3, 6, e 7. Apos ativacao, as caspases executoras podem processar
mais de 1000 proteinas diferentes, resultando na perda ou ganho de fung¢des destas
proteinas. Neste sentido, as caspases executoras podem clivar, por exemplo, a
subunidade p75 do complexo | da cadeira transportadora de elétrons, levando a
perda de fungao proteica e consequente prejuizo na produgao de ATP. Por outro
lado, essas caspases podem ativar moduladores do citoesqueleto, tais como PAK2

e ROCK1, induzindo modificagdes no citoesqueleto da célula (GALLUZZI;
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KROEMER, 2008; YOSHIDA, 2019; YOULE; STRASSER, 2008; YUAN;
KROEMER, 2010).

A morte celular apoptética pode ser ativada por uma variedade de estimulos
intrinsecos e extrinsecos. Dentre eles, estao os receptores de morte localizados na
membrana celular, tais como Fas, TRAIL-R, TNFR1 os quais estdo envolvidos no
processo de ativagdo da apoptose através da via extrinseca (figura 6). A ligagao
entre a proteina do dominio de morte ao receptor Fas (FADD) ou TNFR (TRADD)
forma o complexo de sinalizagao de morte, o qual é responsavel pelo recrutamento
e ativacdo da caspase-8. Esta por sua vez, promove a ativacdo das caspases
executoras 3, 6 e 7, induzindo assim o processo de apoptose. Além disso, vale
ressaltar que a caspase-8 também é capaz de clivar a proteina pro-apoptética BID
a qual ird promover a ativagao do gene regulatério BAX, aumentando a amplificagéo
da apoptose mediante a via intrinseca (CZABOTAR et al., 2014; KROEMER;
ZAMZAMI; SUSIN, [s.d.]; YAMADA; YOSHIDA, 2019).
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Figura 6: Esquema de ativagdo das caspases por meio da via extrinseca e intrinseca. A
apoptose pode ser executada através de duas vias, a via extrinseca ou via intrinseca. A via
extrinseca acontece por meio da ativacao de receptores de morte ancorados na membrana, com
posterior formagao do complexo de sinalizagdo de morte. Este complexo ira ativar o zimogénio pré
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caspase-8, tornando a caspase-8 ativa. Na sequéncia, esta caspase iniciadora promovera a
ativacado das caspases executoras 3, 6 e 7, resultado na apoptose da célula. A via intrinseca pode
ser ativada apos dano no DNA, resultando na ativagao da proteina reguladora P53. Esta por sua
vez é capaz de promover a ativagdo de genes pro-apoptoticos, tais como DR-5, Bax, Bak, NOXA e
PUMA. Uma vez ativados, estes genes promovem alteragdes na membrana mitocondrial, com
consequente liberacdo do citocromo C no citosol. Na sequéncia, ocorre a formagao do complexo
apoptosomo (associag¢éo do citocromo C e Apaf-1) que ira ativar a caspase iniciadora 9 e esta, por
sua vez, ira ativar as caspases executoras 3, 6 e 7, promovendo assim a apoptose. Adicionalmente,
P53 também é capaz de promover a inibicdo das proteinas da familia Bcl-2, cuja fungdo bioldgica
esta associada com a supressao da apoptose. Desta forma, quando inibidas o processo de apoptose
¢é ativado. Fonte: Adaptado de GOLDAR et al., 2015.

A ativagcdo da apoptose intrinseca ocorre via mitocondria, sendo
desencadeada por meio da perda da integridade da membrana mitocondrial e
posterior liberagdo de fatores pré-apoptoticos. A mitocdndria desempenha um
papel crucial na respiracado celular, e ainda esta relacionada com a producgao de
uma grande quantidade de espécies reativas de oxigénio (ERO's). O desequilibrio
entre a producao de ERO's e os mecanismos de defesa antioxidantes pode induzir
a célula ao estresse celular. Assim, o aumento do estresse celular pode promover
a ativagcado de genes pré-apoptéticos tais como Bax e Bac, os quais induzirdo
alteracdes na permeabilidade da membrana mitocondrial, com posterior liberagao
do citocromo ¢ no citosol da célula. Em seguida, ocorre a formagédo do complexo
apoptossomo atraveés da associagéo do citocromo ¢ com o Apaf-1 (fator de ativagéo
de protease apoptotico 1). Uma vez formado, esse complexo ird promover a
ativacao da caspase-9 e, consequentemente, das caspases executoras 3, 6 e 7,
culminando com a morte celular por apoptose (CULLEN; MARTIN, 2009; SHALINI
et al., 2015; YAMADA; YOSHIDA, 2019).

A regulagdo do processo de apoptose € essencial para garantir a
homeostasia da célula, sendo, portanto, imprescindivel para sobrevivéncia celular.
Neste sentido, a proteina P53 desempenha um papel muito importante na protecéo
celular, uma vez que esta proteina impede a propagacéao erronia de danos no DNA.
A p53 pode induzir o processo de apoptose através da ativagdo de genes pro-
apoptaéticos, tais como DR-5, Bax, Bak, NOXA e PUMA, ou ainda, por meio da
inibicdo das proteinas da familia Bcl-2, cuja fungédo € suprimir a apoptose. Assim,
induzindo de forma programada a morte celular por apoptose através dos
mecanismos supracitados, a proteina p53 consegue impedir a propagacao do erro
no DNA para outras células (JEFFERS et al., 2003; MAKIN, 2001; ODA, 2000;

SHALINI et al., 2015; YAMADA; YOSHIDA, 2019).
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Outra molécula frequentemente ativada durante o estresse celular, que
desempenha papel central no reparo de DNA ¢ a enzima nuclear PARP-1. Assim,
quando ativada, PARP-1 é capaz de se ligar ao DNA e transferir grupos ADP
(ribose) através de uma reagao dependente de NAD*. Ainda, vale ressaltar que
algumas caspases, tais como 3 e 7 sao capazes de clivar PARP-1, tornando assim
a enzima ativa. A acéo inicial de PARP-1 esta relacionada com o reparo de danos
ao DNA, entretanto, quando estes danos sdo muito extensos a atividade desta
enzima €& amplificada, resultando no consumo exacerbado de NAD*. Como
consequéncia ocorre a privagao de moléculas de ATP, e posteriormente a morte
celular (BOICE; BOUCHIER-HAYES, 2020; CHAITANYA; ALEXANDER; BABU,
2010; GERMAIN et al., 1999; NING; WAKIMOTO, 2020).

A apoptose € um processo muito bem caracterizado, nao somente devido ao
conhecimento acerca das mudancgas bioquimicas induzidas, mas também devido a
uma série de mudangas morfologicas produzidas por este tipo de morte celular.
Neste sentido pode-se destacar: (1) encolhimento celular; (2) condensagao da
cromatina; (3) fragmentagao do DNA; (4) formacéo de blebbing na membrana e (5)
formacgao de corpos apoptéticos (GALLUZZI et al., 2018; GOLDAR et al., 2015;
KROEMER et al., 2009; REECE et al., 2011).

Outro tipo de morte celular bem caracterizado € a necrose. Estudos recentes
tém demonstrado que a necrose pode ser ativada mediante uma série de
mecanismos moleculares controlados e regulados, sendo, portanto, considerada
uma tipo de morte celular programada e recentemente denominada de necroptose.
A ativacdo da necroptose ocorre de forma independente das caspases e envolve a
ativagao da proteina MLKL (Mixed Lineage Kinase Domain-Like Protein) por meio
de sua fosforilagcdo. Uma vez fosforilada, MLKL é capaz de promover a ruptura da
membrana plasmatica da célula, principal caracteristica associada a este tipo de
morte celular (GALLUZZI; KROEMER, 2008; MATSUMURA et al., 2000; NEWTON
et al., 2014; YAMADA; YOSHIDA, 2019).

A regulagdo dos mecanismos de morte celular supracitados desempenha
um papel primordial na sobrevivéncia e no impedimento do desenvolvimento de
novas doencas. Portanto, sdo alvos de estudo para o desenvolvimento de novas

abordagens terapéuticas para doengas que ainda apresentam grandes limitacoes
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relacionadas ao seu tratamento, tais como o cancer (MURRAY; DYSON, 2020;
ZARIC; PIRKOVIC; HAMZAGIC, 2019).

Considerando o tratamento dos diferentes tipos de céancer, drogas que
apresentam a habilidade de modular ERO's podem implicar na produgao de efeitos
citotéxicos maiores em células tumoral do que em células normal. Isto acontece
porque as células tumoral produzem niveis basais de ERO's maiores do que as
células normal e consequentemente um balango de ERO's (relagédo entre a
quantidade de ERO's produzidos com os sistemas antioxidantes presentes nas
células) maior. Desta forma, conforme ilustra a figura 7, o aumento dos niveis de
ERO's exdégenos induzidos, por exemplo, por uma droga faz com que as células
tumoral atinjam mais facilmente o limite entre a sobrevivéncia e morte celular,
podendo ultrapassa-lo mais rapidamente do que as células normal (CHANG et al.,
2017; HUANG et al., 2018; TANG et al., 2019).

Niveis basais ERO‘S exégeno
A B I Exo BA
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i e »
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Figura 7: Mecanismo de balan¢o do estresse oxidativo em células normal e tumoral. (A) Niveis
basais de producdo de ERQO's em células normal e tumoral. (B) Apds um estimulo exdégeno niveis
de ERO's em células normal e tumoral de pulmao. Fonte: TANG et al., 2019.

Estudos tém demonstrado a capacidade de complexos de ruténio em induzir
a célula ao estresse celular por meio do aumento na produgdao de ERO's,
desencadeando efeitos apoptéticos, preferencialmente em célula tumoral (CHEN
etal., 2016, 2019; COSTA et al., 2019; RIGOULET; YOBOUE; DEVIN, 2011; TANG
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et al., 2019) Por essa razdo, tais complexos apresentam excelente potencial para

o desenvolvimento de novas drogas para o tratamento de inumeros tipos de cancer.

1.6 Mecanismos de morte celular em tripanosomatideos

Evidéncias crescentes tém demonstrado a existéncia de fendtipos
apoptéticos em parasitos protozoarios unicelulares, tais como os
tripanosomatideos. Entretanto, a existéncia de morte celular programada nestes
organismos permanece controversa, certamente pelo fato das principais proteinas
que norteiam o processo de apoptose em organismos multicelulares ndo serem
encontradas nestes protozoarios. Por essas razbes € comum encontrarmos na
literatura a denominacao “morte celular do tipo apoptética” para indicar a ocorréncia
de fenodtipos apoptéticos nestes protozoarios (DEBRABANT et al., 2003; MENNA-
BARRETO, 2019; MESLIN et al., 2011; NGUEWA et al., 2004; SHADAB et al.,
2017; VERCAMMEN et al., 2007).

Estudos recentes tém demonstrado que o fendtipo apoptdtico ocorre em

tripanosomatideos. Entretanto, a maquinaria molecular detalhada e os reguladores
executores da morte celular ainda permanecem pouco esclarecidos. Neste sentido,
os fendtipos apoptoticos, que s&o marcadores classicos em organismos
multicelulares, em tripanosomatideos ficam restritos em: (1) fragmentac&o do DNA,;
(2) externalizagdo da fosfatidilserina; (3) perda do potencial mitocondrial; (4)
modificagdes no ciclo celular e (5) liberagdo do citocromo C. Além dessas
alteragcdes moleculares, mudangas morfologicas tipicas do processo apoptético
também sao vistas em tripanosomatideos, a saber: condensagdo da cromatina,
fragmentacdo do DNA, encolhimento celular, formagéo de corpos apoptéticos e
formacdo de blebbing na membrana plasmatica (DEBRABANT et al., 2003;
DUSZENKO et al., 2006; MENDES et al.,, 2016; MENNA-BARRETO, 2019). A
tabela 1 mostra a comparagéao de fendtipos apoptoticos presentes em organismos

multicelulares e tripanosomatideos.
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Tabela 1: Comparagao dos fenétipos apoptéticos em Organismos
multicelulares e Tripanosomatideos.

Fenétipos apoptoéticos rﬁ;?;:ﬁ?;::s Tripanosomatideos
Atividade proteolitica de caspases + nd*
Perda no potencial mitocondrial 5 +
Liberacdo de Citocromo C + +
Regulagao de proteinas Bcl-2 + nd*
Fomacao de blebbing na membrana plasmatica + +
Arredondamento celular + +
Fragmentacdo no DNA + +
Presenga de genes pro-apoptoticos + nd*
Modificagdes no ciclo celular + +
Externalizagao da fosfatidilserina + +

*nd:ndo determinado

Fonte: Adaptado de (MENNA-BARRETO, 2019)

Estudos recentes tém buscado investigar outras moléculas envolvidas no
processo de morte celular por apoptose em tripanosomatideos, uma vez que
moléculas classicas como, por exemplo, as caspases nao foram determinadas
nestes organismos celulares. Neste sentido, moléculas denominadas de
metacaspases foram identificadas em alguns tripanosomatideos. Diferentemente
das caspases que contém substrato para o aspartato, as metacacaspases sao
especificas para substratos contendo arginina e lisina, e ficam localizadas no
citoplasma ou ainda na mitocéndria unica do parasito. Entretanto, até o momento,
nenhum estudo foi capaz de identificar a atividade proteolitica das metacaspases,
estando sua atividade relacionada com os processos de proliferagcdo e
diferenciacao celular e ndo diretamente com um mecanismo de morte celular
(HELMS, 2006; MENNA-BARRETO, 2019; PROTO; COOMBS; MOTTRAM, 2013).

Outro tipo de morte celular descrita em tripanosomatideos é a morte celular
autofagica que ocorre quando as células perdem o controle homeostatico,
induzindo de forma exacerbada o processo de autofagia podendo, portanto,
degradar as estruturas celulares. A autofagia configura um importante mecanismo
de reciclagem e remodelagdo de componentes celulares, garantindo assim a

homeostasia necessaria durante os processos de crescimento celular e
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diferenciacdo. Entretanto, quando constantemente ativada, pode levar a morte
celular (DOS ANJOS et al., 2016; MENNA-BARRETO, 2019).

Em tripanosomatideos, o estresse celular pode promover a ativagao de
fendtipos autofagicos tais como formagéo de corpos multivesiculares e aumento do
numero de autofagossomos. Dessa forma, drogas capazes de aumentar o estresse
celular vém sendo bastante utilizadas, com o intuito de induzir a morte celular
através de diferentes formas, dentre elas, a morte celular autofagica (COSTA et al.,
2019; MENDES et al., 2016; NASCIMENTO et al., 2019).

Diferentemente da apoptose e da morte celular autofagica, a necrose € um
tipo de morte pouco investigada em tripanosomatideos, certamente devido ao fato
deste tipo de morte celular apresentar um perfil ndo controlado e acidental sendo,
portanto, o ponto final do processo de morte. A ruptura da membrana plasmatica é
0 marcador classico da necrose, podendo ser causada por substancias quimicas
el/ou estresse fisico (BARRETT; CROFT, 2012, p. 10; MENNA-BARRETO, 2019;
PROTO; COOMBS; MOTTRAM, 2013).

Apesar de pouco descrito, os mecanismos de morte em tripanosomatideos,
bem como os mecanismos regulatérios que norteiam estes processos configuram
etapas importantes no desenvolvimento de novos agentes terapéuticos. Neste
sentido, é importante ressaltar a necessidade da compreensdo dos mecanismos

moleculares e bioquimicos envolvidos no processo de morte celular em parasitos.

2.0 OBJETIVO GERAL

Demonstrar os mecanismos de morte envolvidos na atividade anti-
Leishmania e antitumoral do complexo de ruténio hmxbato (cis-[Ru'((n?-
02CC7H7O2)(dppm)2]PFs) em promastigotas de Leishmania (Leishmania)
amazonensis e células tumoral de pulmao (A549).
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2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito antiproliferativo do hmxbato e precursor em promastigotas
de L. (L.) amazonensis, assim como verificar a interferéncia no ciclo celular
do parasito;

e Analisar a capacidade do hmxbato e do precursor de induzir a fragmentacao
do DNA atraveés do teste de TUNEL;

e Avaliar alteragdes mitocondriais produzidas pelo hmxbato e o precursor em
promastigotas, além de mensurar os niveis de ERO’s nestes parasitos;

e Analisar as alteragcbes morfolégicas estruturais e ultraestruturais dos
parasitos tratados com o hmxbato e precursor;

e Avaliar a indugdo de vacuolos autofagicos em promastigotas produzidos
pelo hmxbato e seu precursor

e Avaliar a citotoxicidade do hmxbato e seu precursor contra macrofagos
extraidos da medula éssea de camundongos BALB/c assim como verificar a
interferéncia do hmxbato na infectividade in vitro.

e Avaliar a atividade citotéxica do complexo hmxbato contra célula normal —
BEAS-2B e tumoral — A549 de pulmao, assim como a influéncia do complexo
na proliferagao e recuperacao dessas células;

e Verificar a capacidade do complexo hmxbato em impedir a formacédo de
colénias de células A549 e BEAS-2B, assim como seu efeito no ciclo celular
das células A549 e BEAS-2B;

e Analisar as alteracbes morfologicas estruturais induzidas pelo complexo
hmxbato em células tumoral e normais de pulméao;

e Mensurar a interferéncia do hmxbato na producdo de ERO’s em células
A549 e BEAS-2B, assim como sua capacidade em provocar alteragdes no
potencial mitocondrial destas células.

e Verificar a capacidade do hmxbato em causar danos no DNA de células
A549 e BEAS-2B, assim como verificar a interagdo entre o complexo e o
DNA por meio do docking molecular;

e Avaliar a capacidade do complexo hmxbato em induzir as células A549 e
BEAS-2B ao processo de apoptose e/ou necrose, bem como verificar a

interferéncia do complexo na via de caspases de células A549.
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3.0 MATERIAIS E METODOS

3.1. Quimicos e Animais

Os reagentes dimetilsulféxido (DMSO), penicilina, estreptomicina, rodamina
123 (Rh 123), monodansilcadaverina (MDC), glutamina, solugdo de perdxido de
hidrogénio (H202), Cisplatina — Pt(NH3)2Cl2, metilmetanosulfonato (MMS), meio de
cultura DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified Eagle: Nutrient Mixture F-12) foram
comprados da Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA) e o soro fetal bovino (SFB) foi
comprado da Cultilab (Sao Paulo, Brasil). Todos os outros reagentes foram de grau
analitico ou superior.

Macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDM) foram coletados de
camundongos BALB/c fémeas, fornecidos pelo Centro de Bioterismo e
Experimentagdo Animal da Universidade Federal de Uberlandia (REBIR / UFU). O
protocolo usado foi aprovado pelo Comité de Etica em experimentagdo animal da
Universidade Federal de Uberlandia (CEUA/UFU; process n° 096/2015).

3.2. Sintese dos complexos de ruténio

O complexo precursor (cis-[Ru''(n?-02CR)(dppm)2]PFe) foi sintetizado como
descrito na literatura (Sullivan e Meyer, 1982) e o hmxbato (cis-[Ru'(n?*-
02CC7H702)(dppm)2]PFs) foi sintetizado e purificado através de métodos quimicos
aprovados conforme descrito anteriormente (COSTA et al., 2017). Os complexos
foram dissolvidos em DMSO para obteng¢dao de uma solugédo estoque (10 mM), a
qual foi armazenada a 4° C. Para a realizacdo dos experimentos, novas diluicdes
foram preparadas em meio de cultura para garantir que a concentragcdo do DMSO
nao excedesse 0,1%. As concentragdes dos complexos utilizadas em todos os
ensaios envolvendo os parasitos foram baseadas na concentracdo citotéxica para
50% (ICs0) das promastigotas conforme descrito anteriormente (Costa et al., 2017).
Para os ensaios envolvendo as células tumoral e normal de pulmao, o ICso foi

inicialmente determinado e posteriormente utilizado nos demais testes.
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3.3. Cultura de células

Promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis (cepa
IFLA/BR/67/PH8) foram cutivadas em meio LIT suplementado com 10% SFB, 1%
penicilina (10.000 Ul.mL™") e estreptomicina (10 mg.mL™"), 2% glicose — LIT
completo - a 23 + 0,5°C. Promastigotas usadas em todos os experimentos foram
isoladas da fase estacionaria de crecimento.

As linhagens celulares tumoral - A549 (células epiteliais basais alveolares
humanas adenocarcindbmicas) e normal — BEAS-2B (células epiteliais brénquicas
humanas) foram obtidas da American Type Culture Collection (ATCC, Manassas,
VA). As células A549 e BEAS-2B foram mantidas em meio Dulbecco's Modified
Eagle: Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12) e suplementadas com 10% de soro fetal
bovino (SFB), 1% de penicilina (10.000 Ul.mL™") e estreptomicina (10 mg.mL™") —
DMEM/F12 completo e foram incubadas a 37°C em incubadora umidificada - 5%
CO:a.

3.4. Avaliagéo da citotoxicidade em células normal e tumoral de pulmé&o

Brevemente, células A549 e BEAS-2B (3 x 10* células/pogo) foram
semeadas em placas de cultura de 96 pogos contendo meio DMEM/F12 completo
e foram incubadas a 37°C em incubadora umidificada - 5% CO:2 durante 12h para
adeséo celular. Na sequencia, as células foram tratadas ou ndo (controle) com
diferentes concentragdes (diluigbes seriadas a partir de 200 uyM até 0,097 uM) do
hmxbato, precursor ou ligante livre por um periodo de 24h. A Cisplatina foi utilizada
como controle positivo. A viabilidade celular foi verificada através do ensaio de MTT
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) de acordo com
Mosmann com algumas modificagbes (MOSMANN, 1983). Desta forma, apds
tratamento, as células foram incubadas com MTT (5mg.mL"") durante 3h a 37° C.
Em seguida, foram adicionados 100 yL de PBS contendo SDS 10% e HCI 0,01M
para completa diluicdo dos cristais de formazan formados a partir do consumo de
MTT por meio das enzimas mitocondriais. Apds 12h, a absorbancia foi lida a 570
nm no espectofotdmetro (Multiskan™ GO Microplate Espectrophotometer — Thermo
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Scientific, USA). A concentragao inibitéria para 50% das células (ICso) tumoral e
nao tumoral foi determinada através de regresséo linear utilizando o software
GraphPad Prism Software version 6.01 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA).
Adicionamente, o indice de citotoxicidade seletiva (ICS) foi definido através do ICso
de células nao tumoral — BEAS-2B dividido pelo ICso para célula tumoral A549. Os
dados foram apresentados como média + desvio padrdo (DP) e os experimentos

foram feitos em quadruplicata, sendo realizados trés experimentos independentes.

3.5 Avaliagdo da citotoxicidade em macrofagos derivados da medula 6ssea

(BMDM) tratados com os complexos de ruténio.

BMDM foram obtidos de camundongos BALB/C fémea (idade de 7 — 9
semanas), conforme previamente descrito (BRINGMANN et al., 2013).
Brevemente, macrdfagos (2 x 10° células/pogo) foram semeados em placas de
cultura de 96 pogos contendo meio RPMI 1640 suplementado com 20% SFB, 1%
penincilina (10,000 Ul.mL"") e estreptomicina (10 mg.mL™"), 1,3% glutamina — meio
RPMI completo — e mantidos em incubadora umidificada - 5% CO:2 por 18 h. Em
seguida, BMDM foram incubados com meio RPMI completo na auséncia (controle)
ou presenca de diferentes concentragdes (diluigdo em série de 2 vezes de 200 uM
a 0,097 yM) do hmxbato ou precursor por 24h.

Aternativamente, BMDM foram tradados com as seguintes concentragdes: 4
x 1Cs0, 3 x I1Cs0, 2 x ICs0, ICs0 and V2 x ICs0. Essas concentragdes foram baseadas
na concentragao inibitéria para 50% de promastigotas de L. (L.) amazonensis que
foram anteriormente descritas pelo nosso grupo (Costa et al., 2017). A viabilidade
celular foi realizada através do método de MTT, de acordo com Mosmann com
algumas modificagdes (MOSMANN, 1983), conforme descrito anteriormente.

A concentragao citotdxica para 50% dos macréfagos (CCso) foi determinada
através do software GraphPad Prism Software version 6.01 (GraphPad Software
Inc.,San Diego, USA). Adicionalmente, o indice de seletividade (IS) foi definido
através da razdo entre a CCso de macrofagos sobre a 1Cso de promastigotas. Os
experimentos foram realizados em triplicata e trés experimentos independentes

foram conduzidos.
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3.6. Ensaio antiproliferativo

A fim de avaliar o efeito do hmxbato e seu precursor sobre a proliferacdo de
promastigotas de L. (L.) amazonensis, os parasitos (5 x 108 células.mL"") foram
cultivados em garrafas de cultura de 25cm? contendo meio LIT completo na
auséncia (controle) ou presenga de hmxbato ou de seu precursor, nas
concentragbes de 0,52 yM e 15,48 yM (valores de ICsp), respectivamente. As
concentragdes de promastigotas em meio de cultivo foram monitoradas nos tempos
de 6, 12, 24, 48 e 72 h. Apds tratamento, as células foram lavadas com tampao
PBS e em seguida fixadas com paraformaldeido 1% em tampao cacodilato e
tiveram sua densidade determinada através da camara de Neubauer. O ensaio foi
realizado em triplicata e trés experimentos independentes foram realizados.

Para avaliar os efeitos do hmxbato na proliferacdo de células tumoral e
normal de pulmao, 2 x 10* células/pogo de A549 e BEAS-2B foram semeadas em
placas de 96 pocos contendo meio DMEM/F12 completo e mantidas a 37° C em
incubadora umidificada - 5% CO2 durante 12 horas. Em seguida, as células foram
incubadas com meio DMEM/F12 completo na auséncia (controle) ou presencga de
diferentes concentragbes do hmxbato (0,95 uM, 1,9 uM, 3,8 uM, 19,0 uM e 38,0
MM) por 24h, 48h ou 72h. O ensaio de proliferacdo celular foi mensurado através
do método de MTT, conforme previamente descrito. Os resultados foram expressos
com valores de absorbancia a 570 nm. Os experimentos foram realizados em
quadruplicatas e trés experimentos independentes foram conduzidos.

Adicionalmente, o ensaio de recuperacao da proliferacao celular também foi
realizado. Para isto, células A549 e BEAS-2B foram semeadas em uma densidade
igual a 2 x 10* células/pogo em placas de 96 pogos e incubadas por 12h em
incubadora umidificada - 5% CO2. Apds adesao, as células foram incubadas com
meio DMEM/F12 completo (controle), DMEM/F12 sem SFB ou ainda DMEM/F12
contendo diferentes concentragdes do complexo hmxbato (0,95 uM, 1,9 uM, 3,8
MM, 19,0 uM e 38,0 uM) durante 24h. Na sequéncia, todos os pogos contendo meio
de cultura ou tratamento foram removidos, lavados duas vezes com PBS e

adicionados com meio DMEM/F12 completo. Finalmente, as placas foram mantidas
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em incubadora umidificada - 5% CO2 durante 24h e 48h e a placa correspondente
ao tempo de Oh foi processada. A recuperacao da proliferacdo celular foi avaliada
através do teste colorimétrico de MTT, conforme protocolo descrito no item 3.4. As
absorbancias obtidas no espectofotometro (Multiskan™ GO Microplate
Espectrophotometer — Thermo Scientific, USA) foram coletadas para a construgao
do grafico no software GraphPad Prism Software version 6.01 (GraphPad Software
Inc.,San Diego, USA). Os experimentos foram realizados em triplicata e trés

experimentos independentes foram conduzidos.

3.7. Ensaio clonogénico

Com o intuito de avaliarmos a capacidade do hmxbato em interferir na
formacao de coldnias de células tumoral e normal de pulmao, 2 x 10* células/pogo
de A549 e BEAS-2B foram semeadas em placas de 96 pogos contendo meio
DMEM/F12 e incubadas a 37° C em incubadora umidificada de CO2 — 5% durante
12h para adeséao celular. Apos adeséo, as células foram tratadas ou n&o (controle)
com hmxbato (1,9 uM, 3,8 uM e 19 uM) e incubadas por mais 24h. Na sequencia,
as células foram tripsinizadas, centrifugadas a 200 xg por 5 minutos a 4° C e
semeadas (100 células/pogo) em placas de 6 pogos contendo meio DMEM/F12
completo durante 14 dias. O meio de cultura foi substituido apos 7 dias de cultivo.
Por fim, as colénias foram fixadas com formaldeido 3% e na sequencia coradas
com cristal violeta. Apenas as col6nias contendo mais que 50 células foram
contadas através da inspecao visual. Os experimentos foram realizados em
triplicata e trés experimentos independentes foram conduzidos. Os dados foram
apresentados como a média + desvio padréo.

3.8. Analise do Ciclo Celular

Promastigotas (5 x 108 células.mL ') foram incubadas a 23 + 0.5°C por 24h

na auséncia (controle) ou presenga do hmxbato (ICso) ou precursor (ICso). Apos a
incubagdo, os parasitos foram lavados com tampao PBS e ressuspendidos em
solugdo gelada de etanol 70% em PBS e fixados por 18h a 4° C.
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Subsequentemente, os parasitos foram incubados com 10 pg.mL-' de iodeto de
propidio e 100 pg.mL"de RNAse A em PBS por 45 minutos a 37° C, sob protegéo
da luz. A analise da populacédo de células foi realizada em do citdmetro de fluxo
(FACSCanto Il, BD). Um total de 10.000 eventos foi adquirido em regides
previamente estabelecidas, correspondente aos parasitos. O software FlowJo
(Treestar) foi utilizado para analisar a porcentagem de parasitos em cada fase do
ciclo celular: sub-G1, G1, S e G2-M.

Este mesmo teste foi realizado para células A549 e BEAS-2B. Para tal, 1 x
108 células.mL"! foram semeadas em placas de 6 pogos e mantidas a 37°C em
incubadora umidificada - 5% COz durante 12h para ades&o celular. Em seguida, as
células foram incubadas por 24h na auséncia (controle) ou presenga do hmxbato
(3,8 uM ou 19,0 uM). Apds o tratamento, as células foram lavadas com o tampao
PBS, tripsnizadas, ressuspendidas em solugédo gelada de etanol 70% em PBS e
fixadas por 18h a 4°C. Na sequéncia, as células foram lavadas com tampé&o PBS e
finalmente incubadas com 10 ug.mL-' de iodeto de propidio e 100 ug.mL-"de RNAse
A em PBS por 45 minutos a 37° C, sob protecao da luz. A analise da populacao
celular foi realizada através do citbmetro de fluxo (CytoFLEX Platform — Beckman
Coulter) e mais de 10.000 eventos foram adquiridos. O software Kaluza version 2.1
foi utilizado para analisar a porcentagem de células de cada fase: G1, S e G2-M.
Os experimentos foram realizados em ftriplicata e trés experimentos independentes

foram conduzidos. Os dados representam a média * desvio padrao.

3.9. Anaélise da fragmentagdo do DNA (ensaio de TUNEL)

Para analisar a fragmentagdo do DNA in situ, a técnica de terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling assay (TUNEL) foi realizada
através do sistema de detecgdo de apoptose, Kit fluoresceina (Promega). Este
ensaio foi realizado em colaboracdo com o Instituto Butantan. Brevemente,
promastigotas (5 x 108 células.mL"") foram cultivados na auséncia (controle) ou
presenca do hmxbato (ICso) ou precursor (ICso0) e incubadas a 23 + 0.5°C por 24h.
Na sequencia, as células foram lavadas com tampao PBS e fixadas em
paraformaldeido 1% em tampao cacodilato por 15 minutos. As células fixadas foram

lavadas com tampao PBS e permeabilizadas através da adicao de triton X-100
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0,1% por 5 minutos a 25° C e os parasitos foram fixados e dispostos em laminulas.
O ensaio de TUNEL foi realizado de acordo com o protocolo do fabricante. Para a
analise, as laminas receberam VECTASHIELD® com DAPI (4,6-diamidino-2-
phenylindole dilactate). Assim, a sobreposicdo das imagens com a luz verde e azul
permitiram a detecgao de danos nos nucleos que emitem fluorescéncia, indicando
a incorporagdo de nucleotideos modificados (dUTP) nas extremidades de
fragmentos de DNA. Controles, positivo e negativo, foram realizados como
controles internos do ensaio. Para o controle negativo, a reacdo de TUNEL foi
realizada com a enzima TdT e para o controle positivo, parasitos foram pré-tratados
com 1 unidade.mL"' de DNase | por 10 minutos. As células foram analisadas
utilizando microscopio fluorescente Olympus B x 51 (objetiva de 100x) acoplado
com uma camara digital Olympus XM10 e um software controlador Olympus Cell F
(Olympus, Japao). Foram analizados 100 nucleos por lamina, sendo cada
tratamento realizado em ftriplicata. As imagens de fluorescéncia foram obtidas
através do software Olympus Cell F.

3.10. Avaliagdo da apoptose em células tumoral e normal de pulmao

A avaliagdo da apotose foi realizada por meio do Kit de Apoptose (BD
Biosciences) seguindo as orientacdes do fabricante. Brevemente, as células A549
e BEAS-2B (3 x 10%/pogo) foram semeadas em placas de 12 pogos e incubadas a
37° C em incubadora umidificada - 5% CO:2 por 12h. Apds adesao celular, as células
foram tratadas ou n&o (controle) com 3,8 pM e 19,0 uM do hmxbato durante 24h.
Na sequencia, as células foram lavadas com tampao PBS, ftripsinizadas,
ressuspendidas em tampao de ligacao e 2L de FITC-Anexina V e 1 pyL de IP foram
adicionados. As células foram incubadas por 15 minutos sob protegdo da luz a 25°
C e na sequencia foram imediatamente analisadas no citdmetro de fluxo (CytoFLEX
Platform — Beckman Coulter) onde foram adquiridos mais de 10.000 eventos.
Adicionalmente, foram realizados controles internos do experimento, a saber: (1)
células sem tratamento e sem marcacgao; (2) células tratadas com formaldeido 4%
por 20 minutos e marcadas apenas com |IP (controle positivo de necrose) e (3)
células tratadas com cisplatina a 400uM por 24 h e marcadas apenas com FITC-

Anexina V (controle positivo de apoptose). O software Kaluza version 2.1 foi usado
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para analise dos resultados. Os graficos quantitativos apresentam a média dos
valores obtidos nos experimentos independentes. Este ensaio foi realizado em

triplicata e trés experimentos independentes foram conduzidos.

3.11. Ensaio Cometa em células normal e tumoral de pulmao

Originalmente descrito por SINGH et al., 1988 e adaptado de acordo com
(TICE et al., (2000), o ensaio cometa basea-se na avaliagdo da migracdo do DNA
em um gel de agarose. Resumidamente, quando os nucleoides sdo submetidos ao
processo de eletroforese pode ocorrer a migragdo do DNA danificado para fora do
nucleo, formando assim uma cauda. Desta forma, quanto maior for a quantidade
de DNA formado na cauda, maior sera o dano no DNA (SINGH et al., 1988; TICE
et al., (2000). Para realizagdo do ensaio, células A549 e BEAS-2B (2 x 10°
células/pogo) foram semeadas e placas de 24 pogos e foram incubadas a 37° C em
incubadora umidificada - 5% CO:2 por 12h. Apos adesao celular, as células foram
incubadas com 3,8 uM, 1,9 uM, 0,95 uM do hmxbato, meio DMEM/F12 completo
(controle negativo) ou 200 uM de MMS (controle positivo) durante 4h. Apés o tempo
de tratamento, a viabilidade celular das culturas foi avaliada pela técnica de
exclusao por azul de tripan. Com este método de determinacao de citotoxicidade
sdao submetidas ao ensaio do cometa apenas as culturas que apresentarem
viabilidade celular superior a 70%. ApéOs esta analise as células foram
homogeneizadas com 120 yL de agarose com baixo ponto de fusdo e adicionadas
sobre uma lamina previamente preparada com agarose de ponto de fusao normal.
As laminas foram cobertas com laminulas e incubadas na geladeira por 30 minutos.
Apoés esse periodo, as laminulas foram retiradas e as laminas mergulhadas em
tampao de lise (2,5 M de NaCl, 100 mM de EDTA, 10 mM de Tris, pH 10),
recentemente preparada, por 1 h a 4°C. Apds a lise, as laminas foram imersas em
solugao alcalina (300 mM NaOH, 1 mM EDTA) por 60 minutos a 4°C. Apos esse
periodo, as laminas foram levadas a cuba de eletroforese. A eletroforese foi
conduzida em solugao alcalina (300 mM NaOH, 1 mM EDTA) por 20 minutos com
voltagem e amperagem constantes (25V/300A). Apos a eletroforese, as laminas

foram imersas em solugdo de neutralizagao (0,4 M Tris, pH 7,5) por 15 minutos e
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mantidas em temperatura ambiente até a secagem. As laminas foram fixadas em
alcool etilico absoluto por 5 minutos e mantidas em temperatura ambiente até a
secagem. Antes da analise, as laminas foram coradas com o agente intercalante
de DNA GelRedTM (0,1 yg/mL) por 3 minutos. Foram analisadas 100 imagens de
nucleoides para cada tratamento, de forma aleatdoria, em microscopio de
fluorescéncia (Carl Zeiss, Axiostar Plus, Thornwood, NY, Estados Unidos)
utilizando filtro 516-560 nm, barreira de filtro de 590 nm, com aumento original 200x.
Os cometas foram avaliados por meio do software de analise de imagem
CometAssay 1V, versao 4.3 (Perceptive Instruments Ltd., Suffolk, Reino Unido). O
software determina a quantidade de DNA em um determinado local como sendo
proporcional a quantidade de pixels nessa posi¢cao. Desta forma, os parametros
métricos sdo obtidos por equagdes matematicas. O parametro avaliado foi a
porcentagem de DNA na cauda do cometa (% DNA): Tail intensity. Os dados
obtidos foram transferidos para o software GraphPad Prism Software version 6.01,

onde foram construidos os graficos e realizadas as analises estatisticas.

3.12. Analise do dano mitocondrial (A%¥m)

Rodamina 123 (Rh 123), uma sonda fluorescente especifica que se acumula
dentro de mitocéndrias ativas, foi usada para avaliar o potencial de membrana
mitocondrial (AWm) de promastigotas e células tumoral e normal de pulmao.
Parasitos (5 x 10° células.mL -') foram cultivados na auséncia (controle) ou
presenga do complexo (ICso) ou precursor (ICso) e incubados a 23 + 0,5°C por 24h
e 48h. Posteriomente, foram incubados com Rh 123 (15 ug.mL~ ") por 15 minutos
a 25°C sob proteg¢ao da luz. Subsequentemente, os parasitos foram lavados em
tampao PBS, fixados com paraformaldeido 1% em tampao cacodilato e lavados
novamente com tamao PBS. A analise da populacao de células foi feita no citbmetro
de fluxo (FACSCanto I, BD). Um total de 10.000 eventos foi adquirido na regido
previamente estabelecida como correspondente aos parasitos. Este ensaio foi
realizado em ftriplicata e os dados mostrados nos graficos apresentam a média dos
valores. O software FlowJo (Treestar) foi empregado para analise da intensidade

de fluorescéncia. Alternativamente, parasitos incubados com Rh 123 foram
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observados no microscopio confocal (Zeiss LSM510 Meta) e as imagens
capturadas foram processadas utilizando o software Adobe Photoshop 5.5 (Adobe
Systems, Inc., Mountain View, CA, USA).

O potencial da membrana mitocondrial também foi mensurado em células
A549 e BEAS-2B por meio da sonda fluorescente Rh 123. Inicialmente, 3 x 10°
células/pogo foram semeadas em placas de 12 pocos e incubadas a 37°C em
incubadora umidificada - 5% CO:2 por 12 horas para adesao celular. Em seguida,
as células foram cultivadas na auséncia (controle) ou presencga do hmxbato (3,8 uM
e 19,0 uyM) durante 24h. Apds o tratamento, as células foram lavadas 2x com
tampdo PBS e incubadas com Rh 123 (15 ug.mL™") por 15 minutos a 37° C, sob
protecdo da luz. Finalmente, as células foram lavadas com tampao PBS,
tripsinizadas, centrifugadas a 200 xg por 5 minutos a 4° C, ressuspendidas em
tampdo PBS e imediatamente analisadas por citometria de fluxo (CytoFLEX
Platform — Beckman Coulter). Neste ensaio, foram adquiridos mais de 10.000
eventos e o software Kaluza version 2.1 foi utilizado para analisar os resultados.
Este experimento foi realizado em triplicada e trés experimentos independentes

foram conduzidos. Os graficos apresentam a média dos valores obtidos.

3.13. Mensuragéao de espécies reativas de oxigénio (ERO’s)

Os niveis de EROQO's foram mensurados a partir da sonda fluorescente CM-
H2DCFDA (5-(and-6)-chloromethyl-2',7'dichlorodihydrofluorescein diacetate acetyl
ester), onde apds difusdo na célula é desacetilada por esterases celulares e em
seguida oxidada por ERO's em 2’ 7’ -dichlorofluorescein (DCF), formando um
composto altamente fluorescente que pode ser detectado por espectroscopia de
luminescéncia. Desta forma, para quantificar a produgcdo de ERQ's, promastigotas
(5 x 108 células.mL") foram cultivados na auséncia (controle) ou presenca de
hmxbato (ICs0) ou precursor (ICso) e incubados a 23 £ 0.5°C durante 24h. Em
seguida, os parasitos foram centrifugados a 250 xg por 5 minutos, lavados com
tampéao PBS e incubados com 2 yM de CM-H2DCFDA (Invitrogen) por 30 minutos
a 23+0,5°C, sob protecao da luz. Apds incubacéao, as células foram imediatamente
analisadas em citdmetro de fluxo BD FACSCanto Il (BD Biosciences), onde 10.000
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eventos foram adquiridos. Células tratadas com peroxido de hidrogénio (0,5 mM)
por 20 minutos foram utilizadas como controle positivo interno do experimento. A
fluorescéncia foi mensurada e representada através de histogramas. O software
FlowJo (Treestar) foi utilizado para analisar a intensidade de fluorescéncia. Este
ensaio foi realizado em triplicata e os valores exibidos no grafico apresentam a
média dos valores.

Os niveis de ERQO's também foram mensurados em células tumoral e normal
de pulm&o por meio da sonda fluorescente CM-H2DCFDA (/nvitrogen). Células
A549 e BEAS-2B foram semeadas & uma densidade de 3 x 10° células/pogo em
placas de 12 pocos e incubadas a 37°C em incubadora umidificada - 5% COz por
12h para adesao celular. Em seguida, as células foram tratadas ou nao (controle)
com 3,8 uM e 19,0 yM de hmxbato durante 4h.

Alternativamente, células A549 foram tratadas por 4h com 3,8 uM de
hmxbato e 5 mM de NAC (N-acetilcisteina), um antioxidante contendo tiol capaz de
estimular a sintese de glutationa, inibindo assim a produg¢ao de ERO's (GILLISSEN
et al., 1997). Apds os tratamentos, as células foram lavadas 2x com tampao PBS e
incubadas com 10 yM CM-H2DCFDA e 10 pg.mL™ ' de IP por 30 minutos a
3710.5°C, sob protecdo da luz. As células foram entdo analisadas em citbmetro de
fluxo (CytoFLE Platform — Beckman Coulter) onde mais de 10.000 eventos foram
adquiridos. Células tratadas com perdxido de hidrogénio a 0,1 mM por 20 minutos
foram utilizadas como controle positivo interno do experimento. A analise dos
resultados foi processada por meio do software Kaluza version 2.1 e os graficos
apresentam a meédia dos valores obtidos em ftriplicatas de trés experimentos

independentes realizados.

3.14. Anélise da morfologia celular e ultraestrutura de promastigotas de L.(L.)

amazonensis

Promastigotas de L.(L.) amazonensis (5 x 108 células.mL-") foram cutivadas
na auséncia (controle) ou presenca do hmxbato (ICso) ou precursor (ICso) a 23+0,5°
C durante 24h. Os parasitos foram lavados em PBS e fixados em paraformaldeido

1% em tampao cacodilato e ressuspendidos em PBS. Parasitos fixados foram
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dispostos em laminulas de vidro e corados com 50 ug.mL"' do conjugado
fluorescente faloidina (phalloidin-Atto 565) e solugdo de To-Pro em PBS por 50
minutos a 25°C em camara umida, de acordo com as instrugcdes do fabricante. A
morfologia celular foi analisada no microscopio confocal (Zeiss LSM510 Meta) e as
imagens capturadas foram processadas utilizando o software Adobe Photoshop 5.5
(Adobe Systems, Inc., Mountain View, CA, USA). Alternativamente, a intensidade
de fluorescéncia da faloidina e a area de cada célula foi manualmente mensuarada
por meio do uso do software Imaged (National Institutes of Health, USA).

Para analise ultraestrutural, promastigotas foram tratados ou ndo (controle)
com hmxbato (ICso0) ou precursor (ICs0) por 24h. Apos a incubagado ou ndo com 0s
complexos, os parasitos foram fixados por 12h a 4°C em solugado contendo 2,5%
de glutaraldeido diluido em tampao PBS, lavados em PBS e pds-fixados por 1 hora
em solugédo contendo 1% de tetroxido de ésmio (OsO4) e 0,8% ferrocianeto de
potassio em PBS. Em seguida as células foram lavadas com tampao PBS,
desidratadas em uma série de acetona graduada e embebida em resina. Se¢des
ultrafinas foram contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo e entéo
observadas no microscoépio de transmissao eletrénica (HITACHI HT7700).

A morfologia das células tumoral e normal de pulmdo também foi avaliada
por meio do uso de conjugados fluorescentes faloidina (phalloidin-Atto 565) e
solugdo de To-Pro. Células A549 e BEAS-2B (1 x 10%/pogo) foram semeadas em
placas de 24 pocos contendo laminulas de vidro redonda e foram incubadas a 37°C
em incubadora umidificada - 5% CO:2 por 12h para adesao celular. Em seguida, as
células foram tratadas ou n&o (controle) com 3,8 uM e 19,0 uM do hmxbato durante
24h. Apds tratamento, as células foram lavadas com tampéo PBS, fixadas com
formaldeido 4% em PBS por 30 minutos e permeabilizadas com 0,1% de saponina
(PGN - saponina). Na sequéncia, as células foram coradas com 50 pug.mL" do
conjugado fluorescente faloidina (phalloidin-Atto 565) e solugao de To-Pro em PBS
por 50 minutos a 25°C em cadmara umida, de acordo com as instrugcbes do
fabricante. Por fim, as laminas foram montadas e a morfologia das células analisada
em microscopio confocal (Zeiss LSM510 Meta). As imagens capturadas foram
processadas através do software Adobe Photoshop 5.5 (Adobe Systems, Inc.,

Mountain View, CA, USA). Alternativamente, a area da célula e a area do nucleo
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foram manualmente mensuaradas por meio do software ImagedJ (National Institutes

of Health, USA) e apresentadas em grafico de barras.

3.15. Analise da formacgéo de vacuolos autofagicos

A marcacado com monodansilcadaverina (MDC) foi realizada com o intuito de
avaliar a formagao de vacuolos autofagicos em parasitos. Promastigotas (5 x 10°
células.mL™") cultivados na auséncia (controle) ou presenga do hmxbato (ICso) ou
precursor (ICso) por 24 h foram incubadas com 200 uM de MDC, por 1h e sob
protecao da luz. Parasitos tratados com 1uM rotlerina por 24h foram utilizados como
controle positivo. No proximo passo, os parasitos foram lavados com PBS, fixados
com paraformaldeido 1% em tampé&o cacodilato e lavados novamente com PBS.
Os parasitos foram dispostos em laminulas de vidro para montagem em laminas de
microscopia e analisados em microscopio de fluorescéncia (Zeiss LSM510,
Germany) a um comprimento de onda de excitagdo igual a 358nm e um
comprimento de onda de emisséo igual a 463nm. A intensidade de fluorescéncia
foi quantificada através do software Image J, verséo 1.48.

3.16. Infectividade em macrofagos BMDM

Macrofagos BMDM (3 x 10%/pogo) foram semeados sobre laminulas de vidro
redondada em placas de 24 pogos e incubados com meio RPMI completo a 37°C
em incubadora umidificada - 5% CO:2 por 4 h. Apés este tempo, promastigotas de
L. (L.) amazonensis foram adicionados aos macrofagos aderidos em uma
proporgcao de 10:1 (parasitos:macrofago). Apos 2h de infecgdo os promastogotas
nao internalizados foram removidos por meio da lavagem do po¢o com tampéo
PBS. Os macréfagos infectados foram submetidos ao tratamento com hmxbato
(ICs0) ou precursor (ICs0) e incubados por 24h a 37°C em incubadora umidificada -
5% CO:z. Por fim, as Idaminas contendo macréfagos infectados foram fixadas com
paraformaldeido 1% em tampao cacodilato, coradas com Giemsa modificado e
analisadas por meio de microscépia Optica. Foram analisadas 100 imagens para
cada tratamento, de forma aleatdria, em ftriplicata. Dois experimentos
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independentes foram realizados. O indice de infectividade foi calculado pela
multiplicagdo da porcentagem de marcrofagos infectados e do numero de

amastigotas por macrofago infectado.

3.17. Analise da atividade da caspase-9 em células tumoral

A ativacdo da caspase-9 foi mensurada utilizando o kit de Caspase-Glo® 9
Assay (Promega), de acordo com as orientagdes do fabricante. O ensaio fornece
um substrato luminogénico da caspase-9 em um sistema tampao. Dessa forma, a
adicao do reagente resulta na lise celular, seguida pela clivagem da caspase e
liberagdo da aminoluciferina, um substrato para enzima luciferase. Brevemente,
células A549 (3 x 10* células/pogo) foram semeadas em placas de cultura de 96
pocos contendo meio DMEM/F12 completo e incubadas a 37°C em incubadora
umidificada - 5% CO2 durante 12h para adesao celular. Na sequencia, as células
foram tratadas ou ndo (controle) com 3,8 yM do hmxbato durante 24h. Apos
tratamento, as células foram lavadas com tampao PBS e o reagente do kit foi
adicionado na proporcao 1:1 (PBS:reagente do kit). A placa foi centrigugada por
aproximadamente 10 xg durante 2 minutos e incubada em temperatura ambiente,
protegida da luz, por 45 minutos. Finalmente, a luminescéncia foi avaliada no leitor
de microplacas Glomax Discover Promega, utilizando um tempo de exposig¢ao ao
equipamento de 0,3 segundos. Os valores da luminescéncia foram obtidos e
transferidas para o software GraphPad Prism Software version 6.01 para a
construgdo dos graficos e analise estatistica. Os ensaios foram realizados em

quadruplicata e dois experimentos independentes foram conduzidos.

3.18. Analise da expressao de caspase-3 e PARP-1

Células A549 foram cultivadas em garrafas de cultura (107 células/garrafa) e
mantidas a 37°C em incubadora umidificada - 5% COz2 até atingir confluéncia de
80%. Subsequentemente, as células foram fixadas e permeabilizadas com o kit
CytoFix/CytoPerm (BD Pharmingen TM) e incubadas durante 24h com meio

DMEM/F12 completo na auséncia (controle) ou presenga de tratamento (3,8 uM de
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hmxbato). Apos tratamento, as células foram incubadas por 1h a 25°C com solugéo
contendo anticorpos primarios anti-Caspase 3 (Thermo Fisher Scientific®, 700182,
1:100) e anti-PARP1 (Sigma-Aldrich®, AV33754, 1:100). Apds incubagdo com
anticorpos primarios, as células foram lavadas por 3x com PBS para posterior
incubagdo com anticorpo secundario IgG Anti-Rabbit (1:200; 656111, Invitrogen)
marcado com FITC por 1h a 25°C e sob protecdo da luz. As células foram
analisadas em quadruplicatas por citometria de fluxo (BD Accuri C6) e dois
experimentos independentes foram conduzidos. Foram coletados 10.000 eventos
para cada amostra. Os graficos foram devidamente analisados e as expressdes de
Caspase 3 e PARP-1 em células controle e tratadas foram determinadas utilizando
o software FlowdJo (Treestar). Visando a quantificacdo da expresséao, os valores das
medianas dos histogramas gerados foram coletados e analisados no software
GraphPad Prism Software version 6.01 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA),

sendo representandos por meio dos graficos de barras.

3.19. Estudos de docking do DNA

A estrutura cristalina do DNA considerada como alvo foi o duplex d
(CCGGACCCGG/CCGGGTCCGG)2 complexado com  [Ru(TAP)2(11,12-CN2-
dppz)]?*, codigo PDB: 6g8s. Este sistema foi considerado para validar a eficiéncia
da metodologia do docking molecular e para descrever o modo de ligagao correto
e as interagdes intermoleculares entre o hmxbato e o DNA. Os procedimentos de
redock foram realizados usando a interface AutoDockTools 1.5.6 (Scanner) junto
com autogrid4 e autodock4 (AD4). Para preparar o ligante complexo de ruténio(ll)
hmxbato para o docking molecular, o AutoDockTools 1.5.6 adicionou cargas de
Gasteiger e converteu as estruturas cristalinas no formato necessario para AD4
(Sanner, n.d.). As configuragdes usadas para o algoritmo genético Lamarckiano no
Autodock foram: 150 individuos em uma populacido; 25.000.000 avaliagdes de
energia maxima; 27.000 geragdes maximas; um individuo sobrevivendo na préxima
geracgao; 150 execugdes de acoplamento de algoritmos genéticos; e uma analise
de cluster classificada foi realizada em cada calculo de encaixe. A energia de

ligacao do Autodock foi usada para pontuacao.
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3.20 Analise estatistica

Os dados foram expressos como a média + desvio padrao de experimentos
realizados em ftriplicatas ou quadruplicatas e no minimo dois experimentos
independentes. Todos os dados foram verificados pela distribuicdo normal.
Diferencas significativas com relagdo ao grupo controle foram determinadas por
one-way ANOVA e teste de Tukey’'s multiplas comparagbdes (GraphPad Prism
Software version 6.01). Os dados foram considerados estatisticamente
significativos em p < 0.05 (*). Valores de significancia mais elevados p < 0.07 (**),
p <0.001 (**) e p <0.0001 (****) também foram estimados.

4.0 Resultados

4.1 “Insights” mecanisticos da atividade anti-Leishmania

4.1.1. Complexos de ruténio(ll) induzem o efeito antiproliferativo em promastigotas

O tratamento com o precursor e o hmxbato causou uma reducao
estatisticamente significativa na proliferacdo de promastigotas de L. (L.)
amazonensis quando comparados com o controle (grupo nao tratado) (Figura 8). O
efeito antiproliferativo causado pelos complexos de ruténio pdde ser observado logo
apos 6h de cultivo, quando redugdes de aproximadamente 36 % (p < 0.001) e 45
% (p < 0.001) foram observadas no crescimento do parasito apds o tratamento com
0 precursor e o hmxbato, respectivamente. Efeitos antiproliferativos expressivos
foram observados através da cultura de parasitos na presenga dos complexos de
ruténio. Apos 24h, os parasitos tratados apresentaram diminuigdo da concentragao
promastigotas em meio de cultura, evidenciando que nao houve proliferagdo apés
este tempo. Parasitos controle, cultivados na auséncia dos complexos de
ruténio(ll), exibiram um crescimento exponencial caracteristico de parasitos

normais.
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Figura 8: Efeito antiproliferativo causado pelos complexos de ruténio(ll) em L.(L.)
amazonensis. A curva concentracdo-resposta apresenta a concentracdo dos parasitos em cultura
apés tratamento com o precursor e hmxbato nos tempos de 6, 12, 24, 48 e 72h. A concentracdo dos
promastigotas foi determinada através da contagem direta de células fixadas em camara de
Neubauer. As diferencas significativas com relacio ao grupo controle foram determinadas utilizando
o teste one-way ANOVA, Turkey’s multiplas comparacdes. Diferencas estatisticas em relacdo ao
controle foram consideradas altamente significativas quando p < 0,007 (***).

4.1.2. Complexos de ruténio promovem alteracbes no ciclo celular

Para verificar o efeito dos complexos na replicacdo de promastigotas e
confirmar a possibilidade de alteragcbes no ciclo celular, parasitos controle e
tratados fora incubados com iodeto de propideo (IP) e analisados através do
citbmetro de fluxo (Figura 9 A, B). Os resultados indicam que tanto o precursor
quanto o hmxbato promoveram altera¢des no ciclo celular quando comparados com
ao controle, sendo observada uma diminuicdo estatisticamente significativa na
porcentagem de células na fase S (de 11,4% a 3,9% e 4,2%, respectivamente) e
na fase G2/M (de 26% a 14,1% e 14,8%, respectivamente). Notavelmente, uma
porcentagem significativa de células tratadas com o hmxbato e uma menor
porcentagem de células tratadas com o precursor pararam na fase sub-G1 (Figura
9 B).
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Figura 9: Complexos de ruténio(ll) causaram um arraste das células para a fase sub-G1,
seguido por diminui¢do das células nas fase S e G2/M. Promastigotas de L. (L.) amazonensis
foram cultivadas na auséncia (controle) ou presenca do precursor (ICso) € hmxbato (ICso) e depois
foram submetidas a analise do ciclo celular. (A) Os histogramas apresentam a distribuicdo de células
de acordo com o conteddo de DNA dos parasitos ap6s coloracdo com iodeto de propideo (IP). A
fluorescéncia foi mensurada em citdmetro de fluxo. (B) O gréafico apresenta a porcentagem de
células em cada subpopulacido nas fases do ciclo celular: sub-G1, G1, S, G2/M. Os dados séo
expressos em médias £ desvio padrdo de experimentos realizados em triplicata. Em cada triplicata
10.000 células foram analisadas. Diferencas estatisticamente significativa em relacdo ao grupo
controle foram determinadas utilizando o teste one-way ANOVA, Tukey’s multiplas comparacdes
(B). Diferencas foram consideradas como altamente significativas quando p < 0.001 (***) ou p <
0.0001 (***%),
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4.1.3. Complexos de ruténio causam fragmentagdo no DNA

A fragmentagdo no DNA fornece futuras evidéncias de morte por apoptose.
Assim, para verificar o efeito dos complexos de ruténio e sua possivel agao na
fragmentacao do DNA, foi realizado o ensaio de TUNEL. A figura 10 representa as
imagens de fluorescéncia dos parasitos em diferentes condi¢gdes analisadas:
controle negativo (parasitos em que a reagao de TUNEL foi realizada sem a enzima
TdT), controle positivo (parasitos pré-tratados com 1 unidade/mL de DNase 1),
controle (parasitos sem tratamento), precursor (parasitos tratados com precursor)
e hmxbato (parasitos tratados com hmxbato. Promastigotas tratados com o
precursor ou hmxbato, assim como o controle positivo (+ DNase |), exibiram
fluorescéncia verde, indicando uma forte fragmentagdo no DNA de parasitos
tratados. Além disso, observou-se que o hmxbato causou uma fragmentagéo no
DNA mais intensa quando comparado com 0 precursor, uma vez que as imagens
de fluorescéncia dos parasitos tratados com o hmxbato ndo mostraram organelas
(nucleo e cinetoplasto) contendo DNA bem definido. E importante ressaltar que a
fragmentacao no DNA foi tdo intensa que nao foi possivel quantificar a porcentagem

de células com DNA fragmentado apds tratamento com o hmxbato e seu precursor.
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Figura 10: Complexos de ruténio(ll) induzem a fragmentag¢dao do DNA de promastigoras de L.
(L.) amazonensis. Promastigotas foram cultivados por 24h na auséncia (controle) ou presenca do
precursor (ICs0) e hmxbato (ICso). Controles internos para o ensaio foram incluidos: controle negativo
(sem a enzima Tdt) e controle positivo (pré-tratados com DNase I). O ensaio de TUNEL foi realizado
como previamente descrito para avaliar a fragmentagdo do DNA. A coluna DIC envidencia a
morfologia das células. A coluna merged representa a sobreposi¢ao entre organelas coradas com
DAPI (campo azul) e fragmentagdo do DNA (campo verde). O quadrado tracejado em branco
representa células em cada condigio e sua decomposicdo (em DAPI e DNA frag) esta representada
a direita da figura. Este ensaio foi realizado em triplicata. K = Cinetoplasto; N = Nucleo; ? = Organelas
indefinidas. A barra corresponde a 10uM. As imagens de sobreposi¢cdao foram geradas usando o
software Olympus- Cell F.

4.1.4. Complexos de ruténio(ll) causam uma marcavel alteragdo no potencial de

membrana mitocondrial (A¥m)

Parasitos do género Leishmania apresentam uma mitocondria unica a qual
€ essencial para garantir sua sobrevivéncia. Neste sentido, mudangas no potencial
mitocondrial podem implicar na ativacdo de caminhos apoptoéticos intrinsecos
(Marinho et al, 2014; Scariot, 2017). A fim de verificarmos o efeito dos complexos
sobre AWm, promastigotas (controle e tratadas) foram coradas com Rh 123, uma
sonda fluorescente que se acumula dentro da mitocondrial com membrana
polarizada, resultando na emissdo de uma fluorescéncia verde. A analise através
do microscépio de fluorescéncia revelou que apdés 24h de tratamento tanto o
precursor quanto o hmxbato causaram uma diminui¢cédo na fluorescéncia da Rh 123
(Figura 11 A, painéis F e J). A analise da citometria de fluxo realizada apés 24h
também revelou uma reducdo estatisticamente significativa na intensidade de
fluorescéncia da Rh 123 para os parasitos tratados (Figura 11 B, 24h). Juntos, estes
resultados indicam que os complexos de ruténio causam uma despolarizagdo no
potencial mitocondrial. Esta despolarizagdo foi mais pronuncuada apds o
tratamento com os complexos por 24h, ja que nenhuma fluorescéncia foi detectada
através do microscoépio (Figura 11 A, painéis H e L. Ainda, ap6s 48h de tratamento
com os complexos de ruténio(ll), uma discreta fluorescéncia foi detectada apenas
através da analise por meio de citbmetro de fluxo. Como esperado, parasitos
controle exibiram uma alta intensidade de fluorescéncia, tanto com 24h quanto 48h.

(Figura 11 A, painéis B e D; Figura 11 B).
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Figura 11: Danos mitocondriais induzidos pelo hmxbato e precursor em promastigotas de L.
(L.) amazonensis. (A) Imagens obtidas em microscépio confocal mostram parasitos cultivados na
auséncia (controle, painéis A — D) ou presenca do precursor (ICso — painéis E — H) e hmxbato (ICso
— painéis | — L) por 24h ou 48h e submetidas a marcacdo com Rh 123 para deteccao do potencial
de membrana mitocondrial (AWm). A despolarizacd do potencial mitocondrial esta representada
através da diminuicdo da fluorescéncia verde. Barras: 20 um. (B) Alternativamente, parasitos
submetidos ao mesmo tratamento descrito anteriormente foram usados para a quantificacdo da
intensidade de fluorescéncia emitida por meio de citometria de fluxo. Os dados sdo expressos como
média + desvio padrdo de experimentos realizados em triplicata, onde 10.000 células foram
analisadas em cada ftriplicata. Diferencas estastiticamente significativa foram determinadas
utilizando o teste one-way ANOVA, Tukey’s multiplas comparacgdes. Diferencas foram consideradas
altamente significativas quando p < 0.0007 (****).

4.1.5. Complexos de ruténio(ll) aumentam a producédo de ERQ'’s

Alteracbes no A¥m podem ocorrer devido ao aumento na producédo de
espécies reativas de oxigénio (ERQO’s). Desta forma, para analisar a produgéo de
ERQO’s, parasitos controle e tratado (precusor e hmxbato) foram incubados com a
sonda fluorescente CM-H2DCFDA e submetidas a analise em citdmetro de fluxo. O
software FlowdJo foi utilizado para analisar a porcentagem de parasitos positivos
para ERQO's. Tanto o precursor quanto o hmxbato, apds 24h de tratamento,
promoveram um aumento nos niveis de ERQO's quando comparados com os
parasitos controle (Figura 12). A analise quantitativa de células positivas para
ERO's foi realizada de acordo com o histograma e exibiu um aumento
estatisticamente significativo (P < 0.0001) apds tratamento com o precursor (21 %

de células positivas para ERO's) e hmxbato (42 % de células positivas para ERQO's)
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quando comparadas com o controle (8 % células positivas para ERQO's) (Figura 12
B).
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Figura 12. Ensaio de incorpora¢ao do CM-H2DCFDA demonstram um aumento nos niveis de
espécies reativas de oxigénio (ERO's) apds tratamento com os complexos de ruténio(ll).
Promastigotas de L. (L.) amazonensis foram cultivadas na auséncia (controle) ou presenca do
precursor (ICso) € hmxbato (ICso). (A) O histograma apresenta os niveis de ERO's produzidos pelos
parasitos apds incubacédo com a sonda fluorescente CM-H2DCFDA e posterior analise em citbmetro
de fluxo. (B) O grafico apresenta a porcentagem de células positivas para ERO's em cada
tratamento. Os valores mostrados no grafico foram obtidos por meio dos dados do histograma (A).
Os ensaios foram realizados em triplicata e 10.000 células foram analisadas em cada triplicata. Os
resultados representam a média de 3 experimentos independentes. Diferencas foram consideradas
altamente significativas quando p < 0.0007 (****).
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4.1.6. Complexos de ruténio(ll) causam profundas alteragbes na morfologia do
promastigota

Alteragcbes na morfologia celular podem gerar informag¢des adicionais
importantes a respeito de tratamentos sobre os parasitos. Assim, promastigotas
cultivados por 24h com complexos de ruténio ou néao (controle) foram corados com
os fluoroforos faloidina e To-pro, e submetidos a analise morfologica por
microscopia confocal. Tanto o precursor quanto o hmxbato promoveram mudancgas
na morfologia dos parasitos (Figura 13 A). Contudo, altera¢gdes mais pronunciadas
foram observadas apods tratamento com o hmxbato (Figura 13, painéis E e F), como
seguem: (1) arredondamento do corpo do parasito (indicado por setas brancas), (2)
perda no volume celular, (3) alteragdes no numero de flagelos (indicada por setas
pretas) e (4) alteragbes no padrdo de polimerizagdo da actina. Adicionalmente, a
intensidade de fluorescéncia da faloidina e a area do parasito foi quantificada
através do Software ImagedJ. Nossos resultados mostram que tanto o precursor
quanto o hmxbato promoveram uma hiperpolarizacdo dos filamentos de actina
(Figura 13 B) e uma diminuigédo da area do parasito (Figura 13 C). Estas alteragbes
foram mais evidentes apoés o tratamento com o hmxbato do que com o precursor.

A analise ultraestrutural revelou mais detalhes com relagdo aos danos
morfolégicos que os complexos promoveram nos parasitos. Alteragdes drasticas
foram observadas (Figura 14), tais como: pronunciado inchago mitocondrial,
alteragdes no padrdao de condensagado da cromatina/ fragmentacdo do DNA,
presenca de corpos lipidicos e acidocalcisomas, vacuolizagdo e blebbing na
membrana (precursor). Para o hmxbato, as mesmas alteragdes foram observadas,
sobretudo a presenca de uma maior quantidade de acidocalcisomas. E importante
ressaltar que, em ambos os tratamentos, o cinetoplasto manteve-se intacto e a

membrana celular continuou a apresentar os microtubulos subpeliculares.
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Figura 13: Mudancas morfolégicas causadas pelos complexos de ruténio(ll) em
promastigotas de L. (L.) amazonensis. Parasitos foram cultivados por 24h na auséncia (controle)
ou presenca do precursor (ICsg) € hmxbato (ICs0) € em seguida submetido & analise microscdpica.
(a) Os painéis A, C and E apresentam os parasitos em contraste de fase. Os painéis B, D e F
apresentam os parasitos marcados com faloidina e To-Pro. As setas brancas indicam promastigotas
com o corpo arredondado. As setas pretas indicam parasitos com altera¢des no nimero de flagelos.
As imagens sdo representativas de trés experimentos independentes. Barra: 20 ym. Os graficos
apresentam a quantificacdo da intensidade de fluorescéncia da faloidina (b) e a area do parasito (c).
Os dados sd3o expressos em média + desvio padrdo de trés experimentos independentes em
triplicata. Diferencas estastiticamente significativas foram determinadas utilizando o teste one-way
ANOVA, Tukey’s multiplas comparagdes. Diferencas com relacdo ao grupo controle foram
consideradas altamente significativas quando p < 0.0007 (****).
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Figura 14: Alteragées morfolégicas ultraestruturais observadas em promastigotas de L. (L.) amazonensis tratadas com complexos de ruténio(ll).
Microscopia eletronica de transmissédo (MET): A-D. Parasito controle: A-B. Morfologia tipica com uma mitocdndria unica e simples; C. Membrana intacta
com microtubulos subpeliculares (seta branca); D. Flagelo simples. E-H. Parasitos tratados com precursor: E. Inchago mitocondrial (asterisco preto); F.
Corpos lipidicos (LB); Alteragdo no padrdo de condensacdo da cromatina (seta branca); G. Vacuolizagdo, presenca de acidocalcisomas e cinetoplasto
intacto (seta preta); H. Blebbing na membrana. I-L. Parasitos tratados com o hmxbato: I. Inchago mitocondrial (seta preta); Alteragdo no padrao de
condensacgio da cromatina (seta preta) e presenga de acidocalcisomas; J. Intensa vacuolizagéo; K. Corpos lipidicos (LB) e acidocalcisomas. L. Inchago
mitocondrial (asterisco preto) e cinetoplasto intacto (seta preta). a = acidocalcisoma; m = mitocdndria; n = ndcleo; v = vacuolo.
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4.1.7. Complexos de ruténio(ll) induzem a formagédo de vacuolos autofagicos

A fim de investigar se 0 mecanismo de morte induzido pelos complexos de
ruténio(ll) no parasito envolveria o processo de autofagia, parasitos controle e
tratados foram incubados com monodansilcadaverina (MDC), um fluoréforo capaz
de detectar a presenca de vacuolos autofagicos. Tanto o precursor quanto o
hmxbato induziram a formac¢&o de vacuolos autofagicos nos promastigotas (Figura
15 A). Como esperado, parasitos controle n&o exibiram fluorescéncia, enquanto
que parasitos tratados com a rotlerina, um indutor de autofagia, apresentaram
fluorescéncia. Contudo, tanto o precursor quanto o hmxbato promoveram um
aumento estatisticamente significativo na intensidade de fluorescéncia do MDC

quando comparados com parasitos controle (Figura 15 B).
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Figura 15: Hmxbato e precursor induzem a formagao de vacuolos autofagicos em parasitos.
Promastigotas de L. (L.) amazonensis foram cultivadas por 24h na auséncia (controle) ou
presencga do precursor (ICso) e hmxbato (ICso). (A) Apds tratamentos, os parasitos foram
incubados com o corante MDC, e analisados no microscopio confocal (Zeiss LSM510, Germany)
com comprimento de onda de excitagdo igual a 358nm e emissao igual a 463 nm. Barra: 20
pum.Parasitos previamente incubados com rotlerina (indutor de autofagia) foram considerados
como controle positivo. (B) O grafico apresenta a quantificacao da intensidade de fluorescéncia
exibida na analise por microscopia de fluorescéncia. Os dados sdo expressos como média +
desvio padrao de experimentos realizados em ftriplicata Diferencas estastiticamente significativas
foram determinadas utilizando o teste one-way ANOVA, Tukey’s multiplas comparagoes.
Diferencas com relagdo ao grupo controle foram consideradas altamente significaticas quando p <
0.0001 (****).

4.1.8. Citotoxicidade dos complexos de ruténio(ll) em macrofagos derivados da
medula 6ssea (BMDM)

Em vista do excelente potencial citotdxico dos complexos de ruténio contra
promastigotas de L. (L.) amazonensis apresentado nos resultados acima, fomos
motivados a investigar o efeito dos complexos em células hospedeiras de
mamiferos. Assim, macréfagos BMDM incubados na auséncia (controle) e
presenca do precursor ou hmxbato foram submetidos ao ensaio para a analise da
citotoxicidade e definigdo da concentragao citotdxica para 50% das células (CCso)
e indice de seletividade (IS). Apds 24h de incubagdo com o precursor e hmxbato
os valores de CCso para BMDM foram 61,79 uyM e 8,09 pM, respectivamente
(Tabela 2).

Tabela 2: Efeito citotéxico do hmxbato e precursor contra promastigotas de
L. (L.) amazonensis e macrofagos BMDM com seus respectivos valores de

ICs0, CCs0 € IS.
ICso (95% Cl), pM CCso (95% Cl), pM
IS (indice de
L.(L.) amazonensis Macréfagos BMDM seletividade)
Precursor 15,48 (14,29 — 16,77)* 61,79 (50,96 - 74,91) 3.99
Hmxbato 0,52 (0,44 — 0,63)* 8,09 (6,75 - 9,70) 15,55

* Resultados obtidos por Monica et al, 2017.
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Embora o potencial citotoxico do hmxbato em BMDM ser maior do que no
precursor, a analise do indice de seletividade revelou que o hmxbato (IS = 15,55)
apresenta um efeito seletivo muito maior. Em adicdo, o hmxbato ndo exibiu
toxicidade contra BMDM na concentragéo correspondente ao ICso € 2xICso para
promastigotas. Por outro lado, o precursor nas mesmas concentracdes
mencionadas acima promoveu uma toxicidade de aproximadamente 23,5% e 30%

para os macréfagos, respectivamente (Figura 16).
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Figura 16: Citotoxicidade dos complexos contra macréfagos (BMDM). Células foram expostas
por 24h a diferentes concentracdes do hmxbato (4 x ICso: 2,08 yM; 3 X ICs0: 1,56 uM; 2 x ICs0: 1,04
MM; ICso: 0,52 uM; Y2 x ICs0: 0,26 uM) e precursor (4 X ICso: 61,92 uM; 3 X ICs0: 46,44 UM; 2 X ICso:
30,96 UM:; ICs0: 15,48 uM; ¥2 x ICs0: 7,74 uM). A citotoxicidade foi determinada através do ensaio de
MTT. Os dados foram expressos como média tdesvio padrdo de 3 experimentos realizados em
triplicata.

4.1.9. Hmxbato reduz substancialmente a infectividade in vitro em macréfagos
BMDM

O fato do complexo hmxbato, na concentragédo de 0,52 pM, apresentar
citotoxicidade para 50% das formas promastigotas de L. (L.) amazonensis e n&o
apresentar nenhuma toxicidade para macréfagos BMDM (nesta mesma
concentracido) nos motivou a investigar a interferéncia do complexo no processo de
infectividade in vitro. Nossos resultados (figura 17 A) mostraram que o hmxbato,

reduziu substancialmente o indice de infectividade, reduzindo em até 84% o mesmo
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(Figura 17 B). O complexo precursor também foi capaz de reduzir o indice de
infectividade, diminuindo aproximadamente 48% (Figura 17 B). Este resultado torna
o complexo hmxbato uma molécula interessante para a prospec¢do de novas
terapéuticas para leishmaniose, uma vez que o complexo promove toxicidade para
0 parasito sem, no entanto, alterar a viabilidade de macréfagos. Tal condigao € ideal

para o tratamento.
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Figura 17: indice de infectividade em macréfagos BMDM apés tratamento de 24h com
hmxbato e seu precursor. (A) Imagens representativas obtidas por microscopia Optica
demonstrando a diminuicdo do nimero de amastigotas nos vacuolos parasitéforo dos macréfagos
BMDM trabados com precursor e hmxbato. As setas pretas indicam as amastigotas dentro dos
vacuolos parasitéforos. Barra: 20 um. (B) O grafico apresenta o indice de infectividade que foi
calculado através da multiplicacdo da porcentagem de macréfagos infectados pela média do numero
de amastigotas por macréfago infectado. Foram analisadas 100 imagens, de maneira aleatéria, em
triplicata, para cada tratamento. Dois experimentos independentes foram realizados. Diferencas
estastiticamente significativas foram determinadas utilizando o teste one-way ANOVA, Tukey’s
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multiplas comparagdes. Diferencas foram consideradas altamente significaticas quando p < 0.0001

(****).

4.1.10 Provavel mecanismo de morte induzido por complexos de ruténio

Nossos resultados sugerem que os complexos de ruténio estariam atuando
como agentes oxidantes, os quais promoveriam um aumento da geragédo de ERO's
no parasito. A elevagao dos niveis de ERO’s geraria um stress para a célula,
induzindo os seguintes efeitos: (1) despolarizagdo do AWm, como revelado através
da diminui¢cado da Rh 123; (2) clivagem do DNA, como observado através do ensaio
de TUNEL e deteccdo do pico pré-apoptédtico na analise do ciclo celular; (3)
alteragcdes na morfologia do parasito, como alteracdo na forma (arredondada),
perda no volume celular e alteragdo no padrdao de polimerizagdo da actina; (4)
formagao de vacuolos autofagicos (detectado no teste utilizando o MDC). Tais
efeitos indicam a tentativa do parasito em remodelar e lutar contra o stress gerado
naquele ambiente. Entretanto, tal tentativa do parasito parece ser insuficiente para
a sobrevivéncia e dessa forma, os complexos acabam por gerar a morte do

parasito, envolvendo os processos de apoptose e autofagia (Figura 18).
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Figura 18. Provavel mecanismo de morte de promastigotas de L. (L.) amazonensis induzido pelos complexos de ruténio(ll). A elevagédo de ERO's

induz a despolarizagdo do potencial mitocondrial (AWm); clivagem do DNA, alteragées na morfologia do parasito e aumento da formagéo de vacuolos
autofagicos. Em conjunto, estes resultados indicam que os complexos de ruténio(ll) estdo induzindo a morte de promastigotas de L. (L.) amazonensis

através da apoptose e autofagia.
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4.2 Potencial antitumoral do hmxbato e mecanismo de morte envolvido

4.2.1. Hmxbato apresenta alta seletividade e destacado potencial citotéxico contra
células A549

A citotoxicidade in vitro do complexo hmxbato, seu precursor metalico e
ligante livre foi determinada através do ensaio de MTT. Adicionalmente, a
citotoxicidade da cisplatina também foi avaliada para fins de comparagdo. A
concentragdo inibitoria para 50% (ICso) para célula tumoral (A549) - e normal

(BEAS-2B) estdo expressas na tabela 3.

Tabela 3: Efeito citotoxico do hmxbato em células tumoral e normal de
pulmao e seus respetivos valores de ICso0 e ICS.

bindice de
21Cso (95% IC), pM* ICso (95% IC), pM* citotoxicidade
seletiva (ICS)
Treatmento A549 BEAS-2B
Cisplatina 26,4 (21,1 — 33,0) 13,38 (10,1 — 17,7) 0,5
Precursor 21,2 (16,0 — 28,1) 29,2 (22,3 — 38,2) 1.4
Ligante livre <200 <200 Nao determinado
Hmxbato 3,8(2,3-6,2) 40,3 (22,6 - 71,7) 106

a Concentragao inibitéria para 50% das células

b|CS = ICs0 para célula ndo tumoral dividido pelo ICso para célula tumoral

"Os valores de ICso foram calculados com base em ensaio utilizando as seguintes concentragées: 200;
100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78; 0,39; 0,19 and 0,097 uM

O hmxbato e seu precursor apresentaram consideravel atividade citotéxica
contra células A549, exibindo valores de ICso iguais a 3,8 pM e 21,2 uM,
respectivamente. O hmxbato apresentou atividade citotoxica bem superior a droga
cisplatina, que apresentou um valor de ICso de 26,4 uM. Como esperado, o ligante
livre ndo apresentou atividade citotdoxica. A analise comparativa mostrou que
hmxbato exibe um alto potencial citotoxico quando comparado a cisplatina (valor
de ICs0 23 vezes menor) ou seu precursor (valor de ICso 5 vezes menor).
Adicionalmente, a citotoxicidade dos compostos foi também testada em células

normal de pulmao (BEAS-2B). Os resultados mostraram que o hmxbato, precursor

74



e cisplatina exibiram em células normais, valores de ICso de 40,3 uM, 29,2 yM e
13,38 pM, respectivamente. Os indices de citotoxicidade seletividade (ICS),
calculado através da razao entre os valores de ICso para célula normal e ICso para
célula tumoral, mostratam valores de 0,5 para cisplatina, 1,4 para o precursor e
10,6 para o hmxbato. Em conjunto, os resultados mostram que a associagao metal-
ligante resultou em um complexo efetivo contra célula tumoral de pulm&o (A549).

4.2.2. Hmxbato interfere com a proliferacdo e recuperacgéo de células A549

ApOs a determinagao do valor de ICso de hmxbato para célula tumoral A549,
cinco diferentes concentragdes correspondentes aos valores de % 1Cs0 (0,95 M),
Y2 1Cs0 (1,9 yM), ICs0 (3,8 uM), 5 x 1Cs0 (19 uM) e 10 x ICs0 (38 pM) foram utilizadas
para avaliar o efeito do complexo na proliferagcao e recuperacao de células tumoral
e normal de pulmdo. Hmxbato inibiu significativamente a proliferagdo de células
A549 em todas as concentragdes e tempos testados (Figura 19 A).

A remoc¢ao de hmxbato apds tratamento de 24h e adicao do meio de cultura
completo ndo foi capaz de recuperar a proliferacdo de células A549 nos tempos
testados, com excecao da concentracao de 0,95 uM, apds 48h de recuperagao
(Figura 19 B). O ensaio de proliferagdo para célula BEAS-2B mostrou que as
concentracdes de 0,95 uM, 1,9 uM e 3,8 uM de hmxbato ndo promoveram efeito
antiproliferativo com o tratamento de 24h (Figura 19 C). Contudo, as concentragdes
de 19 uM e 38 uM causaram inibigdes estatisticamente significativas na proliferagéo
da célula normal em todos os tempos testados (24, 48 e 72h). O ensaio de
recuperacao da proliferagao celular em BEAS-2B (Figura 19 D) mostrou que, assim
como os resultados observados para célula tumoral, a remogéo do tratamento e
incubacao das células com o meio de cultura completo por 24 h e 48h nao foi capaz
de recuperar a proliferacdo das células BEAS-2B, com excecdo do hmxbato na
menor concentragcao (0,95 uM) apds 48h de incubagao da célula apenas com o

meio de cultura.
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Figura 19: Efeito do hmxbato na proliferagao e recuperagio de células tumoral e normal de
pulmao. Células tumoral (A549) e normal (BEAS-2B) de pulmao foram incubadas por 24h na
auséncia (controle) ou presencga de diferentes concentragdes de hmxbato (0,95 uM, 1,9 uM, 3,8 uM,
19 uM e 38 uM). (A) A proliferacdo de A549 e (C) de BEAS foi avaliada apds 24, 48 e 72h de
tratamento. Alternativamente, a recuperagdo da proliferagdo celular frente ao tratamento com
hmxbato foi realizada. Para tal, células A549 e BEAS-2B tratadas com meio completo (controle),
meio na auséncia de SFB (FBS free) e diferentes concentragées do hmxbato (0,95 uM, 1,9 uM, 3,8
MM, 19 uM e 38 uM) por 24 h foram lavadas com PBS e incubadas com meio completo. A
recuperacdo de A549 (B) e BEAS-2B (D) foi avaliada nos tempos 0, 24 e 48h. Os dados foram
expressos como média £ desvio padrao de experimentos realizados em triplicata. Trés experimentos
independentes foram realizados. Diferengas significativas com relagdo ao controle foram
determinadas utilizando o teste one-way ANOVA, Turkey’s multiplas comparagdes. Foram
consideradas diferengas significativas quando p<0,7 (*), p<0,01 (**) e mais significativas quando
p<0,001 (***) e p<0,0001 (****).

Portanto, os resultados mostram que o hmxbato foi capaz de interferir
significativamente tanto na proliferagdo quanto na recuperagéo da proliferagao de
células tumoral de pulmao. Entretanto, ndo foi observada interferéncia na
proliferacdo da célula normal de pulmao nas concentracdes de 0,95 uM, 1,9 uM e

3,8 UM (valor de ICso0 para célula tumoral A549) apds 24h de tratamento.

4.2.3. Hmxbato impede a capacidade clonogénica de células A549

Tendo em vista o efeito de hmxbato no ensaio de recuperagdo da
proliferagdo celular e objetivando analisar o efeito do complexo na capacidade
formadora de colbnia das células foi realizado o ensaio clonogénico. Assim, células
A549 e BEAS-2B incubadas na auséncia (controle) e presenga de hmxbato nas
concentragdes de metade do I1Cs0 (1,9 uM), ICs0 (3,8 pM) e 5 x ICs0 (19 uM) por 24h
foram lavadas, incubadas com meio de cultura completo e analisadas quanto a

capacidade formadora de colbnias apds 14 dias (Figura 20).
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Figura 20: Hmxbato impede o crescimento clonogénico de células tumoral de pulmao. Células
tumoral (A549) e normal (BEAS-2B) de pulméo foram tratadas ou néo (controle) com hmxbato em
diferentes concentracées (1,9 uM, 3,8 uM e 19 uM) por 24 h. (B) Os graficos de barra apresentam
a eficiéncia de formacao de colbnicas (%), calculada da razao entre o numero de coldnias formadas
e 0 numero de células semeadas, multiplicado por 100. Os dados foram expressos como média +
desvio padrao de experimentos realizados em ftriplicata. Trés experimentos independentes foram
realizados. Diferencas significativas com relagido ao grupo controle foram determinadas utilizando o
teste one-way ANOVA, Turkey’s miltiplas comparac¢des. Foram consideradas diferencas
significativas quando p<0,7 (*), p<0,01 (**) e mais significativas quando p<0,007 (***) e p<0,0001
(****).

Células A549 nao foram capazes de formar colbnias em nenhuma das
concentragbes do complexo. Por outro lado, células BEAS-2B apresentaram
formacdo de coldnias mesmo apdés o tratamento com o complexo nas
concentragdes de 1,9 uM e 3,8 uM (Figura 20 A). Além disso, para a célula BEAS-
2B n&o foi observada diferenca estatisticamente significativa entre a menor
concentracdo de hmxbato (1,9 uM) e a célula controle (Figura 20 B). Estes
resultados mostram que o complexo, mesmo em baixas concentracfes foi capaz
de impedir a capacidade clonogénica da célula tumoral (A549), enquanto que para

a célula BEAS-2B a capacidade formadora de colbnias sofreu discreto efeito.
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4.2.4. Hmxbato induz um arraste de células tumoral para a fase G2/M

As células tumorais A549 apds exposicdo ao hmxbato, em diferentes
concentragdes, apresentaram uma distribuicdo irregular nas diferentes fases do
ciclo celular quando comparadas com a distribuicdo de células tumorais nao
tratadas (controle) (Figura 21 A). Foi observada uma reducgéo de células na fase
G1 de 68,85% (células controle) para 40,88% e 36,25% apos tratamento com o
complexo nas concentragdes de 3,8 uM e 19 uM, respectivamente (Figura 21 B). A
analise quantitativa, baseada em trés experimentos independentes, mostrou que o
tratamento com hmxbato, em ambas as concentragdes, promoveu aumento da
porcentagem de células A549 na fase G2/M, sendo observados 16,75% de células
controle nesta fase, 32,00% e 37,24% de células tratadas com 3,8 uM e 19 uM de
complexo, respectivamente. Ainda, nao foi observada diferenca estatisticamente
significativa entre as concentragdes de hmxbato utilizadas.

Em célula normal BEAS-2B hmxbato promoveu somente uma discreta
alteracao na distribuicdo de células nas diferentes fases do ciclo celular (Figura 21
C). Neste caso, a analise quantitativa de trés experimentos independentes (Figura
21 D) mostrou apenas uma discreta diminuigdo na porcentagem de células na fase
G2/M em relagcéo ao controle, passando de 31% (controle) para 29,4% (3,8uM) e
23,9% (19,0uM). Assim, os resultados revelam que o hmxbato é capaz de induzir

uma expressiva “parada” de células A549 para a fase G2/M do ciclo celular.
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Figura 21: Hmxbato causou um arraste na fase G2/M do ciclo celular. Células tumoral (A549) e
normal (BEAS-2B) de pulméo foram incubadas por 24 h na auséncia (controle) ou presenca do
hmxbato (3,8 yM e 19 puM) e submetidas a analise do ciclo celular. (A e C) Histogramas
representativos de um dos experimentos independentes realizado apresentando a distribuicio de
células nas fases do ciclo celular. Distribuicdo de células (A) A549 e (C) BEAS-2B, de acordo com
o contetido de DNA ap6s marcacdo com PI. A fluorescéncia foi mensurada em citbmetro de fluxo.
(B e D) Graficos de barra representam as porcentagens de células (B) A549 e (D) BEAS-2B em
cada subpopulacdo das fases do ciclo celular: GO/G1, S, G2/M. Os dados foram expressos como
média + desvio padrido de experimentos realizados em triplicata. Trés experimentos independentes
foram realizados e mais de 10.000 células foram analisadas em cada replicata. Diferencas
significativas com relacdo ao grupo controle foram determinadas usando ANOVA unidirecional, teste
de comparacdes miiltiplas de Tukey. Foram consideradas diferengas significativas quando p<0, 1
(%), p<0,01 (**) e mais significativas quando p<0,001 (***) e p<0,00071 (****).

4.2.5. Hmxbato induz a apoptose em célula tumoral A549

Uma grande variedade de complexos de ruténio tem induzido a morte de
diferentes linhagens tumorais por ativacdo de apoptose, apds interacdo com a
molécula de DNA, considerado muitas vezes seu alvo farmacoloégico (CHEN et al.,
2019; DENG et al., 2017; DIAS et al., 2018; TANG et al., 2019). Neste sentido, para
examinar se 0 hmxbato é capaz de induzir a apoptose de células tumoral A549 e
normal BEAS-2B foi realizada a analise da externalizac&o da fosfatidilserina, por
meio da marcagdo com anexina V-FITC e iodeto de propideo (PI). A analise dos
dot plots (Figura 22 A) mostrou uma evidente alteragdo no perfil de distribuicdo de
células A549 tratadas com ambas as concentragcdes de hmxbato, sendo observado
um deslocamento de células para os quadrantes positivos referentes as células em

apoptose (inicial e tardia). Diferentemente, as células BEAS-2B tratadas com
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hmxbato ndo exibiram grandes mudangas no seu perfil de distribuigdo de células,
permanecendo a maior parte no quadrante referente as células viaveis. Os valores
mostrados nos dot plots obtidos em experimentos independentes foram analisados
e utilizados para a quantificagdo de células em apoptose/necrose e estdo
mostrados na figura 22 B.

O tratamento de células A549 com hmxbato nas concentragbes de 3,8 uM e
19 uM induziu a apoptose em 51,46% e 42,78% das células, respectivamente. Por
outro lado, em células BEAS-2B o hmxbato induziu a apoptose em apenas 12,3 %
e 23,6 % das células apos tratamento com 3,8 uM e 19 pM, respectivamente. Estes
resultados indicam que o hmxbato, na concentracédo de 3,8 uM, induziu apoptose
em uma significativa porcentagem de células tumorais de pulmédo. Em
contrapartida, esta mesma concentragdo de hmxbato induziu a apoptose em

apenas uma reduzida porcentagem de células normais (BEAS-2B).
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Figura 22: Hmxbato induz a apoptose em célula tumoral de pulmao. Células tumoral (A549) e
normal (BEAS-2B) de pulmo foram incubadas por 24h na auséncia (controle) ou presenca do
hmxbato (3,8 yM e 19 uM) e submetidas a marcagcdo com anexina V-FITC e iodeto de propideo. (A)
Graficos em dot plot apresentam a distribuicdo de células A549 e BEAS-2B, representativa de um
dos experimentos independentes realizados, em diferentes quadrantes, de acordo com a
incorporacdo ou ndo da anexina V-FITC / iodeto de propideo (IP). Quadrante inferior esquerdo,
células viaveis; quadrante inferior direito [AV (+)], apoptose inicial; quadrante superior direito [AV/PI
(+)], apoptose tardia; quadrante superior esquerdo [Pl (+)], necrose. (B) Gréficos de barra
apresentam a quantificacdo de células A549 e BEAS-2B em apoptose (inicial + tardia) e necrose.
Os dados foram expressos como média * desvio padrdo de experimentos realizados em triplicata.
Trés experimentos independentes foram realizados e mais de 10.000 células foram analisadas em
cada triplicata. Diferencgas significativas com relagdo ao grupo controle foram determinadas usando
ANOVA unidirecional, teste de comparacdes miiltiplas de Tukey. Foram consideradas diferencas
significativas quando p<0,7 (*), p<0,01 (**) e mais significativas quando p<0,007 (***) e p<0,0001

(****) i
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4.2.6. Hmxbato promove mudangas na morfologia celular associada a alteragées

no citoesqueleto de células tumoral A549

Para avaliar se hmxbato promove alteragbes na morfologia e no
citoesqueleto, células A549 e BEAS-2B foram coradas com faloidina apds o
tratamento com o complexo em diferentes concentragdes (Figura 23).

As imagens mostram que o hmxbato promoveu significativas alteragdes na
morfologia, bem como no citoesqueleto de células A549 (Figura 23 A). As
alteragcdes mais evidentes na célula tumoral foram: (1) redugdo da densidade
celular; (2) aumento na condensagéo de filamentos de actina e (3) arredondamento
das células. Adicionamente foi verificada uma reducgao estatisticamente significativa
(Figura 23 B) no tamanho da célula (representado pela area celular) e no tamanho
do nucleo para ambas as concentracdes testadas. Em contrapartida, o tratamento
de células BEAS-2B com o complexo na concentracdo de 3,8 uM parece nao
resultar em grandes alteragdes no citoesqueleto e na morfologia da célula. Apesar
do complexo nesta concentragdo nao interferir de forma estatisticamente
significativa no tamanho da célula BEAS-2B é possivel verificar um aumento na
area nuclear, conforme representado na Figura 24C. O tratamento com hmxbato
na maior concentragéo (19 uM) promoveu expressivas mudangas na morfologia e
no padrao de polimerizagado da actina das células BEAS-2B, diminuindo de forma
estatisticamente significativa o tamanho da célula e do nucleo desta lingagem

celular.
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Figura 23: Hmxbato induziu altera¢gdes na morfologia e no citoesqueleto de células tumorais
de pulmao. (A) Células tumoral (A549) e normal (BEAS-2B) de pulmio foram cultivadas por 24 h
na auséncia (controle) ou presenca de hmxbato (3,8 uM e 19 uM) e submetidas a analise por
microscopia confocal. Os painéis mostram as células marcadas por faloidina-Atto 565 (vermelho) e
To-Pro (azul). As imagens sio representativas de trés experimentos independentes. Barra: 20 M.
Adicionalmente, a area (tamanho) e o nudcleo das células. (B) A549 e (C) BEAS-2B foram
manualmente mensuradas através do soffware ImageJ (National Institutes of Health, USA). Os
resultado foram transferidos para o software GraphPad Prism Software version 6.01, onde foram
construidos os graficos e realizadas as andlises estatisticas. Os dados foram expressos como média
+ desvio padrao de experimentos realizados em triplicata. Trés experimentos independentes foram
realizados em cada triplicata. Diferencas significativas com relacido ao grupo controle foram
determinadas usando ANOVA unidirecional, teste de comparacdes multiplas de Tukey. Foram
consideradas diferencas significativas quando p<0,7 (*), p<0,01 (**) e mais significativas quando
p<0,001 (***) e p<0,00071 (****).

Nossos resultados mostram que hmxbato na concentracédo de 3,8 uM
promove alteracdes significativas na morfologia das células tumorais de pulméao e
danos ao citoesqueleto, enquanto que a mesma concentragdo do complexo néo foi
capaz de causar grandes alteragcdes na morfologia ou no citoesqueleto de célula

normal de pulmé&o.

4.2.7. Hmxbato causa aumento significativo na geracdo de ROS em células tumoral
de pulméo

Em concentragbes moderadas, o ROS apresenta importante papel na
regulacdo de funcgdes fisiologicas normais das células. Entretanto, em elevadas
concentracbes pode causar efeitos deletérios, tal como, a morte celular
(COVARRUBIAS et al., 2008; HALLIWELL, 2011). A fim de verificar se a morte
celular por apoptose induzida pelo complexo hmxbato esta relacionada com o

aumento da geracgéo de ROS, células tumoral e normal de pulmé&o foram incubadas
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com a sonda fluorescente CM-H2DCFDA e processadas no citbmetro de fluxo. O
complexo, em ambas as concentragdes, foi capaz de aumentar fortemente a
producdo de ROS em células A549. Conforme ilustra a figura 24, quando
comparados ao controle, o tratamento da célula tumoral com 3,8 uM do complexo
foi capaz de aumentar 25 vezes a intensidade de fluorescéncia e o tratamento com
de 19 yM aumentou 33 vezes a intensidade de fluorescéncia.

Por outro lado, o tratamento de células BEAS-2B com o complexo, em
ambas as concentragdes, produziu efeitos bem menos significativos na geragao de
ROS. Comparados ao controle, os tratamentos com 3,8 uM e 19 yM do hmxbato
induziram aumentos na intensidade de fluorescéncia iguais a 1,3 vezes e 1,8 vezes,
respectivamente.

A fim de confirmarmos a capacidade do hmxbato em induzir a célula tumoral
a uma superproducdo de ERO's, as células A549 foram incubadas com 3,8 uM do
complexo em presenga do NAC, uma molécula antioxidante capaz de induzir a
sintese de glutationa, diminuindo assim a produ¢ao de ERO's. Conforme ilustra a
figura 24 C, as células tratadas sem o NAC foram capazes de aumentar em 100%
a concentracado de ERO's enquanto que as células tratadas em presenca de NAC
aumentaram somente 16,5%. Estes dados mostram que o NAC foi capaz de reduzir
a producao de ERO's induzida pelo complexo hmxbato em 83,5%. Esse dado
confirma a agao oxidante que este complexo apresenta sob as células tumorais de

pulm&o e seu importante papel na producao do estresse celular.
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Figura 24: Hmxbato promove aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) em
células tumorais de pulmao. Células tumoral (A549) e normal (BEAS-2B) de pulmao foram
cultivadas por 4 h na auséncia (controle) ou presenca de hmxbato (3,8 uM e 19 yM) e submetidas
ao ensaio de incorporacdo de CM-H:DCFDA. Os graficos de barra apresentam a quantificacio da
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intensidade de fluorescéncia (células positivas para ROS) de células (A) A549 e (B) BEAS-2B nas
diferentes concentragdes testadas. Alternativamente, as células foram incubadas com o hmxbato
na presenca do NAC e foram avaliadas em citémetro de fluxo. (C) O histograma mostra a liberagéo
de EROQO's em células controle (linha cinza), células tratadas somente com 3,8 uM de hmxbato (linha
preta) e células tratadas com 3,8 yM de hmxbato em presenga de NAC (linha azul). As mediadas
obtidas por citometria de fluxo foram utilizadas para quantificacdo dos dados mostrados no grafico.
O grafico apresenta a porcentagem de liberagdo de ERQO's que foram calculadas considerando o
tratamento com hmxbato na auséncia de NAC como 100% de liberagdo de ERO's. Os dados foram
expressos como média £ desvio padrao de experimentos realizados em triplicata. Trés experimentos
independentes foram realizados e mais de 10.000 células foram analisadas em cada replicata.
Diferencas significativas com relacdo ao grupo controle foram determinadas usando ANOVA
unidirecional, teste de comparagées multiplas de Tukey. Foram consideradas diferencas
significativas quando p<0,7 (*), p<0,01 (**) e mais significativas quando p<0,0071 (***) e p<0,0001
(****).

4.2.8. Hmxbato causa uma acentuada alteracdo no potencial da membrana
mitocondrial (A¥m) de células A549

A mitocdndria apresenta um papel essencial no triggering e na regulagéo da
apoptose (ORRENIUS; GOGVADZE; ZHIVOTOVSKY, 2015). Neste sentido, para
verificar se hmxbato promove alteragcdes no potencial da membrana mitocondrial
(AWm), células A549 e BEAS-2B tratadas com diferentes concentragbes do
complexo foram coradas com rodamina 123, uma sonda fluorescente que se
acumula no interior de mitocéndrias com membrana polarizada. O tratamento com
o complexo, em ambas as concentragdes, foi capaz de inibir significativamente a
intensidade de fluorescéncia das células A549, demonstrando sua habilidade em
induzir a despolarizagdo no A¥n. Além disso, ndo houve diferenga estatisticamente
significativa entre as concentragdes testadas (3,8 uM e 19 yM) (Figura 25).

Interessantemente, as células BEAS-2B tratadas com 3,8 yM de complexo
exibiram aumento na intensidade de fluorescéncia, ou seja, apresentaram
hiperpolarizagdo no A%, em relagdo as células controle. Por outro lado, células
BEAS-2B tratadas com 19uM mostraram redugéo na intensidade de fluorescéncia,

apresentando, portanto, despolarizacdo no A¥pm.
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Figura 25: Dano mitocondrial induzido pelo hmxbato em células tumorais de pulméao. Células
tumoral (A549) e normal (BEAS-2B) de pulmo foram incubadas por 24h na auséncia (controle) ou
presenca do hmxbato (3,8 uM e 19 uM) e coradas com rodamina 123 para deteccdo de alteracdes
no potencial mitocondrial de membrana (AW ). A intensidade de fluorescéncia em células (A) A549
e (B) BEAS-2B foram quantificadas por citometria de fluxo e apresentadas por meio de grafico de
barra. Os dados foram expressos como média + desvio padrdo de experimentos realizados em
triplicata. Trés experimentos independentes foram realizados e mais de 10.000 células foram
analisadas em cada ftriplicata. Diferencas significativas com relagcdo ao grupo controle foram
determinadas usando ANOVA unidirecional, teste de comparacdes multiplas de Tukey. Foram
consideradas diferencas significativas quando p<0,7 (*), p<0,01 (**) e mais significativas quando
p<0,001 (***) e p<0,00071 (****).

Estes resultados mostram que o hmxbato na concentragédo de 3,8 uM foi
capaz de induzir uma despolarizagéo no A¥n de células tumorais e um efeito oposto
no A¥nde células ndo tumorais, quando expostas a concentragcdo mais elevada de

complexo.
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4.2.9. Hmxbato induz genotoxicidade em células tumoral

Alguns estudos tém demonstrado que o aumento nos niveis de ROS podem
causar danos ao DNA e produzir um efeito genotéxico sobre o mesmo (FAN et al.,
2013; LEE et al., 2012). Para investigar se o hmxbato promove efeito genotoxico, o
ensaio de cometa foi realizado em células A549 e BEAS-2B apds tratamento com
o complexo por 4h (Figura 26).

Foram utilizadas as seguintes concentragdes: %2 x 1Cs0 (0,95 uM), %2 x 1Cso
(1,9 uM) e ICso (3,8 pM). Metil-metanosulfonato (MMS - 200uM) foi utilizado como
controle positivo de dano genotéxico. Apds 4 h de tratamento o hmxbato induziu
aumento estatisticamente significativo de dano ao DNA de células A549 para todas
as concentracdes testadas. Em BEAS-2B, o hmxbato, em todos os tempos de
tratamento e concentragbes de complexo, ndo promoveu danos ao DNA das
células. Como esperado, MMS promoveu efeito genotoxico no DNA, tanto de
células A549 quanto de BEAS-2B. Esses resultados corroboram com os achados
anteriores, os quais mostram que o hmxbato apresenta maior seletividade de acao

em células tumorais do que em células normais de pulméo.
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Figura 26: Efeito genotéxico de hmxbato em células tumoral e normal de pulméo. Células
tumoral (A549) e normal (BEAS-2B) de pulmao foram incubadas por 4h com meio completo (controle
negativo), presenca de hmxbato (3,8 uM e 19 uM) ou MMS (controle positivo) e submetidas ao
ensaio de cometa. Os gréaficos de barra apresentam a quantificacdo da porcentagem de DNA na
causa em células (A) A549 e (B) BEAS-2B. A porcentagem de DNA na cauda foi usada como
pardmetro para dano no DNA. Os dados foram expressos como média + desvio padrdo de
experimentos realizados em ftriplicata. Trés experimentos independentes foram realizados e no
minimo 100 nucledides foram analisados por amostra em cada triplicata. Diferencas significativas
com relacdo ao grupo controle foram determinadas usando ANOVA unidirecional, teste de
comparacdes multiplas de Tukey. Foram consideradas diferencas significativas quando p<0,7 (%),
p<0,01 (**) e mais significativas quando p<0,007 (***) e p<0,0001 (****).

4.2.10. Hmxbato aumenta a atividade de caspase-9 em células tumorais de pulméo

Diante dos diferentes resultados relacionando o potencial antitumoral do
complexo hmxbato com a indugdo da apoptose em células A549, bem como com
alteracbes no potencial da membrana mitocondrial, resolvemos investigar a

influéncia do complexo na via intrinseca da caspase. Para isto o Kit Caspase-G/o®
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9 Assay (Promega) foi utilizado. Conforme mostra a Figura 27, o complexo hmxbato
promoveu inducdo estatisticamente significativa na atividade da caspase-9 em
células A549, sendo observado um aumento de 1,96 vezes na atividade desta
caspase quando comparado ao controle. Este resultado corrobora com a hipétese
do envolvimento do hmxbato na ativagdo da apoptose de células tumorais de

pulm&o por meio da via intrinseca.
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Figura 27: Efeito de hmxbato na atividade da caspase-9 em células tumorais de pulméao.
Células A549 foram tratadas com 3,8 uM de hmxbato e submetidas ao ensaio para deteccio da
atividade da caspase-9 por meio do kit de Caspase-Glo® 9 Assay (Promega). O grafico apresenta
os valores das luminescéncias obtidas em leitor de microplacas, processadas e analisadas no
software GraphPad Prism Software version 6.01. Os dados foram expressos como média + desvio
padrdo de experimentos realizados em quadruplicata. Dois experimentos independentes foram
conduzidos. Diferencgas significativas com relagdo ao grupo controle foram determinadas usando
ANOVA unidirecional, teste de comparacdes miiltiplas de Tukey. Foram consideradas diferencas
significativas quando p<0,7 (*), p<0,01 (**) e mais significativas quando p<0,007 (***) e p<0,0001
(****).

4.2.11. Hmxbato aumenta a expressao da caspase 3 e PARP-1

Com o inuito de confirmar o envolvimento do complexo hmxbato na via das
caspases e consenquente ativacdo da apoptose, a expressdo da caspase
executora 3 foi avaliada por meio do Kit Cyto Fix/Cyto Perm (BD Pharmingen TM).
Conforme ilustra a figura 28 A o complexo hmxbato foi capaz de aumentar de forma
estatisticamente significativa a expressdo da caspase-3, sendo observado um
aumento de 1,92 vezes na expressao da caspase executora quando comparado ao

grupo controle.
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Ainda, vale ressaltar que a caspase-3 foi capaz de clivar e ativar PARP-1,
uma enzima nuclear que desempenha um papel central no reparo de DNA. Na
Figura 28 B € possivel observar 0 aumento na expressédo da enzima PARP-1 em
células A549 tratadas com o complexo hmxbato. A quantificagdo mostrou que este
aumento também foi estatisticamente significativo, sendo verificado um aumento
na inducdo da expressao de PARP-1 de 1,59 vezes em relacéo ao controle (figura
28 B).
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Figura 28: Efeito do hmxbato na expressido da caspase-3 e PARP-1 em células tumorais de
pulmao. Células A549 foram tratadas com 3,8 yM de hmxbato e submetidas ao teste para deteccdo
da expressdo caspase-3 e PARP-1 por meio do kit CyfoFix/Cyfo Perm (BD Pharmingen TM). Os
histogramas apresentam a expressao de (A) caspase-3 e (B) PARP-1 em células A549. Os graficos
de barra apresentam os valores das medianas referentes a expressao de (A) caspase-3 e (B) PARP-
1 coletados e analisados por meio do software GraphPad Prism Software version 6.01. Os dados
foram expressos como média x desvio padrio de experimentos realizados em quadruplicata. Dois
experimentos independentes foram conduzidos. Diferencas significativas com relacdo ao grupo
controle foram determinadas usando ANOVA unidirecional, teste de comparagcdes mudltiplas de
Tukey. Foram consideradas diferencas significativas quando p<0,7 (%), p<0,01 (**) e mais
significativas quando p<0,0071 (***) e p<0,0001 (****).
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Em conjunto, estes resultados reforcam ainda mais a hipotese de que o
complexo hmxbato é capaz de promover a apoptose, por meio da ativagao da via
de caspases, sobretudo através da via intrinseca, sendo também capaz de induzir

danos no DNA da célula por meio da ativagao da enzima PARP-1.

4.2.10. Estudos do Docking de DNA do Hmxbato

A partir dos estudos tedricos de docking molecular realizado no programa
AutoDock 4.0, para o DNA (PDB ID: 6G8S), as dez conformagdes que tiveram as
melhores energias de ligacdo foram avaliadas para ambos complexos estudados.
A conformacéao escolhida foi aquela que apresentou menor valor de RMSD (Root
Mean Square Deviation), energia livre de ligagao (AGbinding), €nergia livre torsional

(AGtorsionar) € constante de inibicao (K;) mais favoraveis (Tabela 4).

Tabela 4: Estimativas de energia livre de ligagao, torsional e respectivas
constantes de inibicao para ambos complexos com DNA, cédigo 6G8S.

DNA
Ligantes AG ge ligagao AG ge torggo Ki
(kcal mol'")  (kcal mol) (uM)
[RU(TAP)x(11,12-CNo-dppz)|2* 10,17 +0,55 0,035
Hmxbato -6,96 +3,02 7,850

Cabe salientar que o primeiro sistema analisado foi utilizado no
procedimento de re-docking, que consiste em validar se a metodologia docking
utilizada é capaz de calcular a energia de ligagdo entre complexos de ruténio e o
DNA. Considerando a Tabela 2, o ligante [Ru(TAP)2(11,12-CN2-dppz)]** mostrou
uma energia de ligagdo de -10,17 kcal.mol"' e uma constante de inibigdo na ordem
nanomolar, que sdo valores esperados para farmacos com elevada eficiéncia de
interacdo com seu alvo (CARUSO et al., 2012; GOPALAKRISHNAN et al., 2017,
GUPTA et al., 2013; KARAMI et al., 2018; K.S. et al.,, 2019). Dessa forma,
considerando que o complexo ligante-DNA possui a raiz do desvio quadratico
médio de 0,499 A em comparacédo com sua estrutura complexada encontrada por
cristalografia de raios-X, pode-se dizer que a metodologia esta validada para a
caracterizagao da interagcao de complexos de Ru + DNA (MCQUAID et al., 2018).
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Em relagdo ao composto hmxbato, foi observado uma energia de interagédo e uma
constante de inibicdo favoravel a formagao do complexo ligante-alvo. Isto sugere
que o composto em questdo possui grande probabilidade de possuir atividade.
Entretanto, a diferenga energética entre as energias livres de ligagao dos ligantes
analisados foi 35 kcal.mol"! menos favoravel para o hmxbato em relagéo ao ligante
de referéncia ([Ru(TAP)2(11,12-CN2-dppz)]?*). Essa diferenca é esperada devido
ao fato do composto de referéncia ser extremamente mais planar do que o

composto hmxbato (Figura 29).

Hmxbato

Figura 29: Estrutura dos ligantes [Ru(TAP)2(11,12-CN-dppz)]**(esquerda) e hmxbato (direita),
utilizando o programa AutoDock 4.0.

Isto pode ser evidenciado na diferenga na energia torsional entre os dois
compostos, de 2,47 kcal.mol"! (Tabela 4). Assim, a energia torsional do hmxbato de
3,02 kcal.mol"' se justifica ao maior grau de liberdade desse composto, o que
resultou em uma diminuicdo na energia de ligacdo nesta magnitude e
consequentemente em um valor de constante de inibicdo de aproximadamente 224
vezes mais alta, quando comparada ao ligante de referéncia, o qual possui uma
energia livre de interacdo mais favoravel por apresentar um melhor encaixe entre
as duplas hélices do DNA e a estrutura plana do composto [Ru(TAP)2(11,12-CN2-
dppz)]?* (KARAMI et al., 2018; MISERACHS et al., 2015). Para compreender quais
as principais interagdes existentes entre o ligante hmxbato e o DNA, o programa
LigPlot (WALLACE; LASKOWSKI; THORNTON, 1995) foi utilizado e os resultados
mostraram que o ligante hmxbato se mantém unido ao DNA por meio da ligagéo de

hidrogénio entre o atomo de hidrogénio do grupo -OH (hmxbato) e o oxigénio do

98



grupo fosfato de uma das guaninas da estrutura (Figura 30) (CARUSO et al., 2012;
CHEN et al., 2002). Esse fato evidencia o que & descrito na literatura sobre a
importancia da polaridade do composto (COSTA et al., 2017).

Figura 30: Identificagdao das interag6es intermoleculares presentes entre o ligante hmxbato e
o DNA, utilizando o programa LigPlot (WALLACE; LASKOWSKI; THORNTON, 1995).

5.0 Discussao

A leishmaniose é uma doencga negligenciada na qual o tratamento atual
envolve uma série de desvantagens. Varios estudos tém sido realizados a fim de
investigar novos candidatos anti-Leishmania que possam contribuir para o
tratamento desta doenca (COIMBRA et al.,, 2016; FANDZLOCH et al., 2017;
MACHADO et al.,, 2017). Neste sentido, os complexos metalicos tém sido
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extensivamente explorados, principalmente devido sua atividade antitumoral e
antiparasitaria.

Nosso grupo tem investigado algumas alternativas terapéuticas para o
tratamento da leishmaniose (COSTA et al., 2017; MIRANDA et al., 2018; NUNES
et al., 2017). Nés reportamos em estudos anteriores a agao anti-Leishmania de trés
novos complexos de ruténio: cis-[Ru"(n?-O2CR)(dppm)2]PFs (precursor), com
dppm= bis(diphenylphosphino) methane e R = 4-butylbenzoate (bbato) — complexo
1; 4-(methylthio)benzoate (mtbato) — complexo 2 e 3-hydroxy-4 methoxybenzoate
(hmxbato), que promoveram um destacado efeito citotoxico contra promastigotas
de L.(L.) amazonensis, L.(V.) braziliensis e L.(L.) infantum, apresentando valores
de ICs0 que variaram entre 12,59 a 0,52 yM, dependendo da espécie analisada. Em
adicdo, todos os complexos de ruténio inibiram significativamente a infecgao do
parasito em macrofagos RAW 264.7, produzindo uma redugéao de até 85% (COSTA
et al., 2017). Estes resultados nos motivaram a investigarmos os mecanismos de
morte envolvidos no efeito anti-Leishmania do complexo hmxbato contra
promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis.

Com relagdo aos resultados apresentados neste trabalho, a curva de
crescimento dos promastigotas indicou que tanto o hmxbato quanto o precursor
causaram um forte efeito antiproliferativo, com inibigbes estatisticamente
significativas sobre o crescimento do parasito apés 6h de incubagdo com os
complexos. Tal efeito foi estendendido até 72h de tratamento. Recentemente
Vercoza et al. (2017) demonstrou um efeito antiproliferativo similar em
promastigotas de L. (L.) amazonensis com o uso de 5 yM de KH-TFMDI, um novo
inibidor de histona desacetilase (VERCOZA et al., 2017). Outro estudo usando seis
novos complexos metalicos de transigdo com uma molécula bioativa (5, 7-dimethyl-
1,2,4-triazolo[1,5-aJpyrimidine - dmtp) atuando contra promastigotas de L. (L.)
infantum e L. (V.) braziliensis também revelou um efeito antiproliferativo. Ainda
neste trabalho, apds 72h de incubagao, o ICso foi calculado e apresentou os valores
variando de 27,7 — 97,7uM e 10,0 — 45,1yM para L. (L.) infantum e L. (V.)
braziliensis, respectivamente (CABALLERO et al., 2014). Estes resultados
reforcam a ideia que nossos complexos podem ser considerados potenciais alvos

para o tratamento da leishmaniose, uma vez que baixas concentragdes (precursor:
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ICs0 = 15,48 yM e complexo 3 - hmxbato: ICso = 0,52 uM) foram suficientes para
produzir um efeito anti-Leishmania expressivo.

Com o intuito de investigar se a agao antiproliferativa estava relacionada com
o efeito dos complexos na divisao celular do parasito foi realizada a analise do ciclo
celular. Nossos resultados indicam mudancas no perfil do ciclo celular, uma vez
que foi verificada uma diminuicdo na porcentagem de células na fase S e
consequentemente na fase G2/M. Essas alteragdes corroboram com o efeito
antiproliferativo visto através da curva de crecimento. Interessantemente, a analise
do ciclo celular também revelou que uma porcentagem expressiva de
promastigotas estava localizada a esqueda da fase G1 (pico sub-G1). Em outras
palavras, uma porcentagem significativa de parasitos ndo entrou na fase mitética.
O aumento da porcentagem de células na fase sub-G1 e a diminuigdo na fase S
podem indicar que a fragmentagdo do DNA gendémico de promastigotas ocorreu tao
fortemente a ponto de prejudicar sua replicagéo e, portanto, levar a morte celular
(CHOWDHURY et al., 2012).

Alteracoes similares no perfil do ciclo celular foram observadas em
promastigotas de L. (L.) amazonensis ap0s sua exposi¢do, ndo somente aos
complexos de ruténio-clotrimazol (AM160 e AM162) por 24h, mas também a
situagdes que promovam estresse celular. Nestes estudos, ambas as condi¢des
promoveram um aumento € uma diminuigdo na porcentagem de células nas fases
sub GO/G1 e S, respectivamente (DA SILVA et al., 2017; INIGUEZ et al., 2016).
Mais recentemente, parasitos da mesma espécie tratados com complexos de
vanadio (VOSalophen), também por um periodo de 24h, apresentaram o mesmo
perfil no ciclo celular (MACHADO et al., 2017, p. 201).

A fragmentacdo do DNA é considerada por alguns autores como um
marcador usado para indicar morte por apoptose (REECE et al., 2011; SHADAB et
al., 2017; SMIRLIS et al., 2010). Neste sentido, a hipotese de fragmentagdo do DNA
de promastigotas de L. (L.) amazonensis demonstradas aqui nos motivou a elucidar
o tipo de morte celular envolvido na acdo dos complexos de ruténio.

Na tentativa de esclarecer e compreender melhor o tipo de morte envolvido
na agao dos complexos de ruténio(ll) sobre o parasito do género Leishmania, outros
ensaios foram desenvolvidos. A fragmentagdo do DNA analizada através do teste

de TUNEL mostrou que tanto o precursor quanto o hmxbato causaram
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fragmentacado do DNA apds 24h de tratamento. O dano no DNA foi tdo expressivo
que, conforme dito anteriormente, ndo foi possivel realizar a quantificacdo de
células danificadas, uma vez que a maioria dos parasitos apresentou fragmentagao
do DNA. Este efeito também foi produzido por fragdo bioativa obtida do extrato da
planta Azadirachta contra promastigotas de L. donovani apos tratamento por 72h.
Em adigao, outros resultados indicaram a morte dos parasitos através do processo
de apoptose (Chouhan et al., 2015). Efeitos similares também foram observados
em L. amazonensis apos o tratamento com peroxido de hidrogénio (DA SILVA et
al., 2017)

Parasitos do género Leishmania apresentam uma grande e Unica
mitocdndria. Esta organela é responsavel pela maior parte do suprimento de
energia, desempenhando assim um papel critico na sobrevivéncia do parasito. Este
papel essencial da mitocondria torna-a um potencial alvo para o desenvolvimento
de novos agentes terapéuticos (DE SOUZA; ATTIAS; RODRIGUES, 2009; JELK et
al., 2019, 2019). Disfungdes mitocondriais produzidas devido a alteragdes no
potencial da membrana mitocondrial (AWm) podem ser vistas como uma das
consequéncias da apoptose ou ainda, como um requisito inicial para que esta
ocorra (GOTTLIEB et al., 2003; JELK et al., 2019).

Alguns tipos de drogas ou situagbes que geram estresse em
tripanosomatideos tém sido associados com a ocorréncia de alteracbes no AWYm
(ALZATE et al., 2007; RIBEIRO et al., 2013). Nossos resultados indicam que tanto
0 precursor quanto o hmxbato foram capazes de induzir alteragdes mitocondriais
no parasito, sendo observada a despolarizacdo do AWm nos tempos analisados
(24h e 48h). No entanto, alteragdes mais significativas foram observadas apés o
tratamento com os complexos de ruténio por 48h, quando ambos apresentaram
uma diminuicdo no AWm superior a 75%. Luque-Ortega e colaboradores (2010)
mostraram que formas promastigotas de L. infantum expostas a sais de fosfénio
derivados de benzofenona exibiram dissipacdo no AWm. Tal efeito foi atribuido a
agao dos compostos no complexo Il da cadeia respiratéria (LUQUE-ORTEGA et al.,
2010). Além disso, alteragdes no AWm de parasitos do género Leishmania estao
associados a geragao aumentada de espécies reativas de oxigénio (ERO's), que
podem resultar na morte do parasito (ANTINARELLI et al., 2015; SHADAB et al.,

2017). Isto poderia acontecer devido a geragdao de estresse na célula e a
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consequente formacdo de ERQO's que promoveria a peroxidagao lipidica a qual,
consequentemente, poderia influenciar na fluidez da membrana mitocondrial e a
perda do AWm (SMIRLIS et al., 2010). Além disso, foi previamente demonstrado
que inibidores da cadeia respiratéria (complexo | e Ill) estdo associados com a
ocorréncia de apoptose em promastigotas de L. donovani (MEHTA; SHAHA, 2004).
Neste trabalho ndés demonstramos que tanto o precursor quanto o hmxbato
aumentaram significativamente a geragcdo de ERQO's apds 24h de tratamento. Estes
resultados sustentam a hipotese de que os complexos de ruténio causam morte do
tipo apoptética em promastigotas de L. amazonensis.

Considerando que a morte celular por apoptose pode envolver alteracoes
bioquimicas e morfoldgicas, o préximo passo foi analisar se o tratamento com os
complexos de ruténio(ll) poderiam induzir a mudangas morfolégicas no parasito.
Algumas alteragdes morfolégicas incluindo arredondamento e perda no volume
celular, assim como a preservagao na integridade da membrana plasmatica s&o
descritas como marcadores do processo apoptético em metazoarios
(GANNAVARAM; DEBRABANT, 2012; KROEMER et al., 2009). Através da analise
morfolégica, nossos resultados mostraram que os complexos de ruténio(ll) em
baixas concentragdes, especialmente o hmxbato, causaram o arredondamento do
parasito, bem como perda no volume celular. Adicionalmente, a forma arredondada
apresentada pelos parasitos tratados e a intensa marcagcdao com a faloidina,
sobretudo nos parasitos tratados com o hmxbato, indicaram que a alteragao no
padrao de polimerizagao da actina pode estar relacionada ao arredondamento das
células.

A analise ultraestrutural revelou um intenso inchaco mitocondrial, além de
um aumento no numero de acidocalcisomas, vacuolos e corpos lipidicos, bem como
um padrdo alterado de condensacdo da cromatina. No entanto, a membrana
plasmatica e o cinetoplasto permaneceram intactos. Alteragdes nucleares e
mitocondriais sao provavelmente os principais fatores subjacentes ao potente efeito
antiproliferativo e a perda da viabilidade em espécies do género Leishmania
(LEDEZMA et al., 2002). Mudancas similares foram observadas em promastigotas
de L. amazonensis tratadas com 5 ou 10 uM do composto KH-TFMDI por 48h
(VERCOZA et al., 2017).
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Além da apoptose, outro tipo de morte celular encontrada é a autofagia, que
pode ser ativada principalmente em situagbes que envolvam estresse celular
(SMIRLIS et al., 2010). O processo de autofagia € marcado pela formagao de
estruturas denominadas de vacuolos autofagicos, as quais podem ser detectadas
por coloragao através do reagente MDC. Baixas concentragées dos complexos de
ruténio(ll) causaram um aumento na formag&o de vacuolos autofagicos no parasito
apos 24h de tratamento, indicando que o processo de autofagia foi estimulado pelos
complexos. Este tipo de morte celular em promastigotas do género Leishmania tem
sido observado também para outros compostos, conforme demonstrado em um
estudo utilizando uma molécula inovadora de tiosemicarbazona (BZTS) com
miltefosina, uma droga utilizada no tratamento da leishmaniose (SCARIOT et al.,
2017). Resultados similares também foram relatados para o composto C5 (n-benzyl
1-(4-methoxy)phenyl-9H-B-carboline-3-carboxamide) em promastigotas de L. (L.)
amazonensis. O C5 causou elevagado na producido de EROQO's, despolarizagao da
membrana mitocondrial, fragmentacdo no DNA e uma intensa formagao de
vacuolos autofagicos, indicando que o parasito pode morrer por meio de diferentes
vias de morte (MENDES et al., 2016).

Neste trabalho, baixas concentragdes, tanto do hmxbato quanto do
precursor, foram usadas nos ensaios para avaliar a agdo do complexo na indugéo
da morte do parasito. Assim, a citotoxicidade também foi investigada em BMDM.
Interessantemente, a toxicidade gerada por hmxbato e precursor foi muito menor
em macréfagos do que em promastigotas. Os valores de ICso definidos para o
precursor (15,48uM) e hmxbato (0,52uM) em promastigotas causaram baixa ou
mesmo nenhuma toxicidade em BMDM, respectivamente. Em adicdo, o indice de
seletividade revelou que o hmxbato é mais seletivo do que o precursor. Um estudo
recente, utilizando quatro complexos de cyclopalladated em promastigotas de L.
amazonensis € macrofagos murinos apresentou valores de ICso variando entre
13,53 — 32,12 uM, para promastigotas; valores de CCso entre 59,18 — 134,44 uM,
para macréfagos; e indice de seletividade entre 3,06 — 9,83 (VELASQUEZ et al.,
2015). O complexo de ruténio hmxbato apresentou maior seletividade quando
comparado com os compostos de cyclopalladated.

De fato, os complexos de ruténio hmxbato e seu precursor demostraram

citotoxicidade seletiva para promastigotas de L. (L.) amazonensis. Por este motivo
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e para investigar a efetividade de hmxbato no processo de infecgdo de macrofagos,
o ensaio de infectividade in vitro foi realizado utilizando macréfagos BMDM. Nossos
resultados demonstraram que tanto o precursor quanto o hmxbato foram capazes
de reduzir de forma expressiva o indice de infectividade em macroéfagos, uma vez
que o complexo reduziu até 82% da infectividade in vitro. Estes resultados reforgam
a hipdtese de que este complexo pode ser considerado uma potente ferramenta
para o tratamento da leishmaniose.

Varios estudos tem demonstrado que a acdo dos complexos de ruténio
contra células tumoral envolve a indugdo da morte celular por apoptose (HUANG
et al.,, 2018; JIANG et al., 2019a; PETTINARI et al., 2014; TANG et al., 2019; YU et
al., 2014). Han e colaboradores (2015) demonstraram que complexos de ruténio de
polipiridilo induziram a apoptose em células BEL-7402 (hepatocarcinoma humano)
através da dinsfungdo mitocondrial mediada via ERO's e expressdo de proteinas
da familia Bcl-2 (HAN et al., 2015). Além disso, algumas similaridades envolvendo
o metabolismo de tripanosomatideos e células tumorais tém sido observadas, ja
que ambas exibem uma alta taxa replicativa, necessitando assim de uma elevada
demanda energética (BORST, 1977).

A atividade pro-apoptética relatada por compostos organometalicos foi
previamente demonstrada para complexos de ruténio(ll) contendo clotrimazol em
promastigotas de L. amazonensis através de experimentos que demonstraram
despolarizagdo mitocondrial, fragmentagcdo no DNA, alteragcdo no perfil do ciclo
celular e externalizagdo de fosfolipideos de membrana (INIGUEZ et al., 2016).
Portanto, os resultados aqui demonstrados confirmam o envolvimento da morte do
tipo apoptética na acédo de complexos de ruténio(ll) em parasitos do género
Leishmania. Adicionalmente, n6s demonstramos que a acdo dos complexos de
ruténio(ll) sobre os parasitos também envolve a produgdo de ERO's, que
provavelmente induzem a morte por apoptose.

Considerando que existem poucos estudos na literatura os quais objetivam
elucidar os mecanismos citotoxicos envolvidos na agao antiparasitaria de
complexos de ruténio, os resultados aqui apresentados fornecerao conhecimentos
importantes sobre o0 mecanismo de acao desse tipo de droga. Nos descrevemos,
em um estudo de pesquisa original, um provavel mecanismo de morte pelo qual o

hmxbato e o precursor estariam atuando contra promastigotas de L. amazonensis.
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Além disso, deve-se enfatizar que os efeitos do hmxbato foram produzidos
utilizando-se uma baixa concentracdo (0,52uM), a qual ndo causou nenhuma
citotoxicidade em macroéfagos produzindo, desta forma, uma condicéo ideal para
tratamento. Estudos in vivo serdo necessarios para avaliar a acao anti-Leishmania
dos complexos de ruténio(ll) em modelo animal. Contudo, nossos resultados in vitro
reforgcam a hipotese de que os complexos de ruténio(ll) sdo moléculas potenciais
para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas contra a leishmaniose.

Os complexos de ruténio vém sendo extensivamente explorados nos ultimos
anos, sobretudo devido as suas atividades antitumorais (CARNIZELLO et al., 2016;
DE SOUZA OLIVEIRA et al., 2018; DOMOTOR et al., 2017; QIN et al., 2019; SILVA
et al., 2018) e antiparasitarias (COSTA et al., 2017, 2019; MIRANDA et al., 2018;
NASCIMENTO et al.,, 2019). Nosso grupo de pesquisa tem demonstrado o
potencial citotéxico de diferentes complexos de ruténio contra parasitos do género
Leishmania (COSTA et al.,, 2017; MIRANDA et al., 2018). Além disso,
recentemente, demonstramos o provavel mecanismo de morte celular causado
pelo complexo cis-[Ru'((n?>-02CC7H70z2)(dppm)2]PFs) — hmxbato em promastigotas
de Leishmania (Leishmania) amazonensis (COSTA et al., 2019). Assim como os
tripanossomatideos, as células tumorais também apresentam uma elevada taxa de
replicabilidade celular, associada, consequentemente, a uma maior demanda de
oxigénio e nutrientes. Dessa forma, destaca-se a existéncia de semelhancgas
quanto as caracteristicas metabdlicas de tripanossomatideos e de células tumorais
(SANCHEZ-DELGADO, 2004; WILLIAMSON; SCOTT-FINNIGAN, 1978). Nesse
sentido e, tendo em vista a excelente atividade anti-Leishmania do hmxbato, nosso
grupo prosseguiu com as investigagdes quanto ao potencial citotoxico deste
complexo também em células tumorais.

Assim, este trabalho também descreve o excelente potencial citotoxico do
hmxbato, bem como sua toxicidade seletiva para célula tumoral de pulmé&o —
linhagem celular A549. Trabalhos anteriores demostraram a atividade citotdxica de
complexos de ruténio contendo derivados de phipy (phtpy = phenylterpyridine)
contra diferentes linhagens tumorais. No caso, os complexos 1b e 2b apresentaram
maior citotoxicidade contra células A549 apds 72h de tratamento, exibindo valores
de ICso iguais a 31,7 uyM e 29,8 uM, respectivamente (DENG et al., 2017). Mais

recentemente, trés complexos de ruténio contendo o ligante salicilato
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Ru(phen)2(SA)] (phen=1,10-phenanthroline, SA=salicylate, 1), [Ru(dmb)2(SA)]
(dmb=4,4'-dimethyl-2,2"-bipyridine), 2) and [Ru(bpy)2(SA)] (bpy=2,2"-bipyridine, 3)
foram analisados quanto ao seu potencial citotdxico contra células tumoral e normal
de pulméo. Os complexos 1, 2 e 3 exibiram atividade citotéxica contra células A549
apos 48h de tratamento, apresentando valores de ICso iguais a 17,7 uM, 28,1 uyM e
40,5 uM, respectivamente. Ja o tratamento de células BEAS-2B com os mesmos
complexos revelou valores de ICso iguais a 62,5 yM (complexo 1), 50,1 uM
(complexo 2) e 64,3 uyM (hmxbato) (CHEN et al., 2019). Dessa forma, os resultados
apresentados em nosso trabalho demonstram o excelente potencial citotdéxico de
hmxbato contra células tumorais de pulmao, uma vez que o ensaio de citotoxicidade
mostrou um valor de ICso de 3,8 uM, mesmo apds somente 24h de tratamento com
0 complexo.

Uma propriedade de alta importdncia e que deve ser levada em
consideragao para o desenvolvimento de um novo farmaco antitumoral é a sua
seletividade de acgéo, ou seja, a capacidade do farmaco em promover toxicidade
preferencialmente em células tumorais. Esta propriedade pode ser avaliada através
do indice de citotoxicidade seletiva (ICS), mensurado a partir da razdo entre o 1Cso
para célula tumoral e o ICso para célula normal. Como resultado, valores de ICS <1
indicam faltam de citotoxicidade seletiva, enquanto que valores >1 indicam
citotoxicidade seletiva. O hmxbato apresentou um excelente ICS (> 10), indicando
que este complexo apresenta acao citotdxica preferencialmente em células
tumorais de pulmé&o. Visando seu potencial antitumoral, esta caracteristica torna o
complexo hmxbato ainda mais interessante.

Reforcando a ideia de seletividade, foi também demonstrado que o hmxbato
inibe de maneira significativa a proliferagao e a recuperagao de células A549 em
todas as concentracbes testadas, com excessdo da recuperacdo de células
tratadas com 0,95 uM do hmxbato apds 48h de incubacdo. Ao mesmo tempo, este
efeito ndo foi observado em algumas condi¢des de tratamento das células normais
BEAS-2B, visto que as concentragdes de 0,95 uM, 1,9 uM e 3,8 uM nao interferem
na proliferagdo da célula normal nos tempos iniciais. Em conjunto, estes resultados
demonstram que o hmxbato na concentracdo de 3,8uM é altamente seletivo e
citotdxico para a célula tumoral de pulmao. Ainda, o complexo hmxbato exerceu

efeito negativo na sobrevivéncia e proliferacao de células A549, conforme mostrado
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no teste clonogénio, onde nenhuma célula foi capaz de crescer e formar colbnias,
mesmo na presenca das concentragdes mais baixas do complexo. Diferentemente,
as células BEAS-2B foram capazes de sobreviver e posteriormente formar colbénias,
com excegao das células tratadas com a maior concentragéo (19 uM) do complexo.
Outros estudos utilizando complexos de ruténio e células A549 também
demonstraram a capacidade destes em interferir na habilidade de formagéo de
colénias (DIAS et al.,, 2018; SILVA et al.,, 2018), porém as concentragdes
necessarias para tal efeito foram superiores a observada para o complexo hmxbato.

O desenvolvimento de drogas antitumorais esta vinculado a compreensao
dos mecanismos de agao produzidos pelas moléculas candidatas. Neste sentido, o
conhecimento dos mecanismos moleculares e bioquimicos envolvidos em suas
acdes é de grande relevancia (BRABEC; KASPARKOVA, 2018). Os provaveis
mecanismos de acdo de muitos complexos de ruténio, descritos recentemente,
envolvem a apoptose (CHEN et al.,, 2019; DABIRI et al.,, 2018; DE SOUZA
OLIVEIRA et al., 2018; LU et al., 2016; WAN et al., 2017).

A maioria das vias apoptdticas depende da ativacdo de caspases, podendo
o citoesqueleto ser um alvo da atividade proteolitica de algumas caspases efetoras.
Desta forma, mudangas morfolégicas e na organizag&o do citoesqueleto de actina
podem ser detectadas em células que sofreram apoptose (CRAWFORD; WELLS,
2011; GREEN; LLAMBI, 2015b; REDZA-DUTORDOIR; AVERILL-BATES, 2016). O
hmxbato induziu significativas mudangas na morfologia de células A549 e também
causou danos no citoesqueleto. Por outro lado, n&do houve grandes alteragbes na
morfologia de células BEAS-2B apds o tratamento com a concentragéo de 3,8uM.
Outra alteracao, que também pode estar associada com a morte de células por
apoptose, é o arraste no ciclo celular, como uma tentativa de reparo na célula.
(ALGHAMIAN et al., 2017; JIANG et al., 2019a). N6s demonstramos que o hmxbato
foi capaz de promover um forte arraste de células A549 na fase G2/M. Chen e
colaboradores (2016) descreveram este mesmo efeito no ciclo celular de células
A549 tratadas com o complexo polypyridyl [Ru(bpy)2(pytp)] 2* (RU2) (CHEN et al.,
2016). Adicionamente, nds demonstramos também neste trabalho que o hmxbato
nao promove alteragdes significativas no ciclo celular de célula normal de pulméo.

Algumas quimioterapias, tais como doxorrubicina e cisplatina, utilizadas para

o tratamento de certos tipos de canceres, sdo capazes de promover um aumento
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nos niveis de ERO's, o qual contribuiria para a toxicidade nas células (CONKLIN,
2004; MARULLO et al., 2013). O hmxbato foi capaz de induzir alteragdo nos niveis
de ERO's, aumentando de forma expressiva a intensidade de fluorescéncia das
células A549 tratadas com diferentes concentracbes do complexo. Um estudo
recente, utilizando dois novos complexos de ruténio(ll) polypyridyl, denominados
de Ru(ll)-1 ([Ru(dmp)2(CAPIP)](ClO4)2) e Ru(ll)-2 ([Ru(dmp)2(CFPIP)](ClO4)2),
também demonstrou o aumento dos niveis de ERO's em células A549. Neste caso,
os complexos, em diferentes concentragdes, causaram aumento de 40,3 (4,0 uM
do Ru(ll)-1), 17,4 (2,0 uM do Ru(ll)-1), 44,7 (6,0 uM do Ru(ll)-2) e 20,3 (3,0 uM do
Ru(ll)-2) vezes a intensidade de fluorescéncia das células tumorais (JIANG et al.,
2019b). De forma complementar, demonstramos aqui que o hmxbato promove
aumento discreto nos niveis de ERO's de célula normal. Ainda, convém ressaltar
que o aumento da intensidade de fluorescéncia das células BEAS-2B tratadas com
3,8 uM do complexo foi significativamente menor quando comparado ao aumento
da intensidade de fluorescéncia detectada para a célula tumoral. Além disso, a
habilidade do hmxbato em atuar como uma molécula oxidante, induzindo a
superproducado de ERO's em célula tumoral foi confirmada através da incubagao
concomitante do complexo e inibidor NAC. Como resultado, uma expressiva
diminuicdo da formacao de ERQO's nas células foi observada.

As ERO's sdo consideradas essenciais na homeostasia da célula, podendo
desempenhar importantes fungdes, tais como: (1) regulagdo da progresséo e
proliferagdo do ciclo celular; (2) regulagdo na diferenciacdo, migracdo e morte
celular; (3) manutencdo do balangco redox e (4) interferéncia na resposta
imunoldgica. No entanto, niveis elevados podem induzir a um estresse celular,
causando efeitos nocivos que podem culminar com a morte celular
(COVARRUBIAS et al.,, 2008; REDZA-DUTORDOIR; AVERILL-BATES, 2016;
ZHANG et al., 2016). Nos demonstramos que o hmxbato induz a morte de células
A549 por apoptose, levando a morte de aproximadamente metade das células
tratadas. Mais uma vez nossos resultados corroboram com outros estudos
descritos na literatura que também demonstram morte por apoptose de células
Ab549 tratadas com diferentes complexos de ruténio (CHEN et al., 2019; DIAS et al.,
2018; MOHAMED SUBARKHAN et al., 2019; SILVA et al., 2018). Entretanto, além

disso, nés ainda demonstramos que o hmxbato na concentragao de 3,8 uM induziu
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uma porcentagem reduzida de células normais para a morte celular, mantendo mais
de 85% das células em condigbes viaveis. Esta diferenga na sobrevivéncia, entre
células tumoral e normal, promovida por hmxbato pode ser explicada pelo fato da
célula tumoral apresentar niveis basais de producdo de ERO's maiores do que os
niveis basais de célula normal. Assim, as células tumorais apresentariam um limiar
de tolerancia de homeostase redox menor do que as células ndo tumorais, ficando,
desse modo, as células tumorais, mais propicias a ocorréncia da morte celular
(TANG et al., 2019; TRACHOOTHAM; ALEXANDRE; HUANG, 2009). Este achado
justifica o resultado encontrado para hmxbato (3,8 uM) e o discreto aumento na
producao de ERO's em BEAS-2B, associado com a sobrevivéncia desta célula.

A mitocéndria é a organela que produz maior quantidade de ERO's e um
desequilibrio entre as defesas antioxidantes e a produgao de espécies reativas de
oxigénio pode causar danos celulares. Neste contexto, a mitocondria desempenha
um papel fundamental na morte celular programada (ABATE et al., 2019; OTERA,
MIHARA, 2012; RIGOULET; YOBOUE; DEVIN, 2011). Alteragdes que induzem o
aumento ou a diminuigcao do potencial mitocondrial podem provocar uma diminui¢cao
na viabilidade celular (ZOROV; JUHASZOVA; SOLLOTT, 2006; ZOROVA et al.,
2018). O hmxbato promoveu despolarizagdo no potencial da membrana
mitocondrial de células A549 tratadas com ambas as concentragbes do complexo.
Ainda, hmxbato (3,8uM) induziu uma hiperpolarizagdo mitocondrial em células
BEAS-2B. Entretanto, a hiperpolarizacdo ndo acompanhada de uma geragao
excessiva de ERO's pode apresentar uma funcao sinalizadora capaz de suavizar
os danos que poderiam ser produzidos por uma liberacdo intensa de ERO's
subsequentemente (ZOROV; JUHASZOVA; SOLLOTT, 2006; ZOROVA et al.,
2018), justificando assim, a hiperpolarizagao mitocondrial detectada em BEAS-2B,
apos tratamento com hmxbato (3,8 pM), sem promover prejuizo para a
sobrevivéncia da célula.

Estudos tém demonstrado que a despolarizacdo mitocondrial pode levar a
liberagdo do citocromo C, ativando algumas caspases e induzindo o processo de
apoptose (RIGOULET; YOBOUE; DEVIN, 2011; ZOROVA et al., 2018). O hmxbato
foi capaz de promover, em células A549, o aumento da atividade da caspase-9.
Esta caspase iniciadora esta envolvida no processo de ativagdo da apoptose

intrinseca que ocorre via mitocondrial. Além disso, demonstramos também que o
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hmxbato foi capaz de aumentar a expressdo da caspase executora 3 em célula
tumoral. Em conjunto, estes resultados sugerem que o hmxbato induz uma
superproducao de ERQO's, gerando um desequilibro na homeostasia redox da célula
e consequente alteracdo no potencial da membrana mitocondrial. Uma vez lesada,
a membrana mitocondrial promove a ativagado da caspase iniciadora 9 e esta por
sua vez ativa a caspase executora 3, promovendo assim a morte celular
programada por apotose.

O estresse celular pode promover a ativacdo de moléculas reguladoras
como uma tentativa de reparo. Dentre elas podemos destacar a enzima nuclear
PARP-1 que desempenha papel central no reparo do DNA, através da transferéncia
de grupo ADP (ribose) por meio da ligagdo com o DNA. Esta enzima nuclear pode
ser ativada por algumas caspases executoras tais como caspase-3 e caspase-7
(BOICE; BOUCHIER-HAYES, 2020; CHAITANYA; ALEXANDER; BABU, 2010;
GERMAIN et al., 1999; NING; WAKIMOTO, 2020). O complexo hmxbato foi capaz
de aumentar a expressao da enzima PARP-1 em células A549, indicando sua
possivel interferéncia no DNA da célula. Ainda, conforme demonstrado pelo ensaio
de cometa, o hmxbato causou danos no DNA de células A549 apds 4 h de
tratamento. Entretanto, nenhum efeito genotdxico foi detectado para células
normais BEAS-2B, reforgando a seletividade do hmxbato para a célula tumoral.

Finalmente, a interagdo do complexo com o DNA foi vista através dos
estudos de docking molecular os quais revelaram que o modo de interacdo do
complexo com o DNA pode ocorrer por meio de uma ligagao de hidrogénio existente
entre o atomo de hidrogénio do grupo -OH (hmxbato) e o atomo de oxigénio do
grupo fosfato da guanina DG10 presente na estrutura de DNA analisada (CARUSO
etal., 2012; K.S. et al., 2019). Essa interagédo pode ser responsavel pela sinalizagao
do dano no DNA, o qual provocaria um estresse oxidativo na célula e posterior
aumento significativo nos niveis de ERQO's levando a danos como alteragdo do
potencial mitocondrial arraste no ciclo celular, alteragdes morfoldgicas, inibigao da
proliferacdo celular, dano no DNA e por fim a consumacgao da apoptose. Diante
desses fatos, propomos que o complexo hmxbato atua de modo similar a um gatilho
para dar inicio ao processo apoptético, como um “efeito domind” (Figura 31).
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Figura 31: Mecanismo de ag¢ao proposto para a atividade antitumoral do hmxbato contra
células tumoral — A549 de pulmao. A interagdo do hmxbato com o DNA da célula causa um
estresse oxidativo o qual culmina com o aumento da produgéo de ERO's. A superprodug¢ao de ERO's
induzem a ativagao da apoptose intrinseca por meio da alteragado no potencial mitocondrial da célula.
Uma vez lesada, a mitocdndria induz a liberagédo do citocromo C no citosol, com posterior ativagéo
da caspase-9. Esta por sua vez promove a ativagao da caspase-3 a qual ira ativar a enzima PARP-
1 e finalmente induzir a morte celular programada por apoptose, justificando as alteragbes celulares
vistas: (1) alteragbes no potencial mitocondrial; (2) arraste no ciclo celular; (3) alteragbes
morfolégicas; (4) inibicdo da proliferagéo celular e (5) danos no DNA.

Nosso estudo descreve, em uma pesquisa original, o excelente potencial
citotoxico de um complexo de ruténio (hmxbato), bem como sua seletividade de
acgao para células tumorais de pulm&o. Adicionalmente, verificamos que o complexo
na concentracao de 3,8 uM é capaz de induzir de maneira expressiva os niveis de
ERO's em células tumorais, gerando um estresse oxidativo que pode culminar com:
(1) alteragdes no potencial mitocondrial; (2) arraste no ciclo celular; (3) alteragdes
morfologicas; (4) inibicao da proliferagéo celular; (5) danos no DNA e finalmente (5)
apoptose. Além disso, demonstramos que o hmxbato, nesta mesma concentracao,
garante a sobrevivéncia da maioria das células normais de pulmdo. Ainda,
demonstramos que a ativagdo da morte celular programada por apoptose pode
ocorrer por meio da ativacdo das caspases através da via intrinseca. E necessario
destacar que a predilecdo de agao do hmxbato na célula tumoral € uma propriedade

pouco comum para a maioria dos quimioterapicos existentes, uma vez que a
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maioria deles apresenta elevada toxicidade também para células normais. Esta

importante caracteristica torna este complexo de ruténio um interessante candidato

para o design de novos farmacos contra o cancer de pulmao. O estudo detalhado

dos genes envolvidos na via apoptética, além das propriedades farmacocinéticas

de hmxbato, serédo alvos de investigagao futura por nosso grupo de pesquisa.

5.0 Conclusao

O hmxbato e seu precursor foram capazes de induzir a formagao de ERO's,
provocando a despolarizagdo do potencial mitocondrial, significativas
alteracdes no ciclo celular, danos no DNA, expressivas alteracbes na
morfologia do parasito e aumento da formagédo de vacuolos autofagicos,
induzindo a morte de promastigotas de L. (L.) amazonensis através da
apoptose e autofagia, contemplando assim o provavel mecanismo de morte

induzido pelos complexos de ruténio hmxbato e seu precursor.

Os efeitos do hmxbato em promastigotas de L. (L.) amazonensis foram
produzidos por baixa concentragdo do complexo (0,52uM), a qual néao
causou nenhuma citotoxicidade em macrofagos BMDM e ainda reduziu em

82% da infectividade in vitro.

O hmxbato foi capaz de induzir a citotoxicidade seletiva em células tumoral
de pulmé&o, apresentando um baixo valor de ICso (3,8uM).

Hmxbato foi capaz de interagir com o DNA por meio de uma ligagdo de
hidrogénio existente entre o atomo de hidrogénio do grupo -OH (hmxbato) e
o atomo de oxigénio do grupo fosfato da guanina DG10 presente na estrutura

de DNA analisada, promovendo um estresse celular.

O estresse celular promovido pela interacdo do hmxbato com o DNA da
célula promoveu aumento na producédo de EROQ's, causando alteracdes no
potencial mitocondrial e consequente ativagado da caspase-9, caspase-3 e
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PARP-1. Em conjunto, essas alteragbes culminaram com a morte celular

programada por apoptose da célula tumoral de pulm&o (A549).

A apoptose causada pelo hmxbato em células A549 promoveu alteragdes no
potencial mitocondrial; arraste no ciclo celular; alteragdes morfologicas;

inibicao da proliferagao celular e danos ao DNA .

Além dos mecanismos de morte envolvidos na atividade do hmxbato, ainda
demonstramos a predilecdo de acdo do complexo para célula tumoral,

propriedade pouco comum para a maioria dos quimioterapicos existentes.

Por fim, demonstramos os provaveis mecanismos de morte envolvidos na
atividade anti-Leishmania e antitumoral do complexo de ruténio hmxbato os
quais tornam esta molécula uma interessante candidata para o design de

novos farmacos contra as leishmanioses e o cancer de pulmao.
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