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RESUMO

GOMES, Pietra Stefany da Silva. “Complexo de oxovanadio com orotato:
avaliacdo da citotoxicidade, mutagenicidade, genotoxicidade e permeabilidade
in vitro”. 2021. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia em Medicina Regenerativa
e Quimica Medicinal) Universidade de Araraquara.

Apesar de décadas de pesquisas apos a descoberta da atividade antitumoral do
complexo cisplatina, o interesse por novos metalofarmacos para o tratamento do
cancer ndo diminuiu, uma vez que 0 cancer continua sendo um dos principais
problemas de salude publica no mundo. O desafio da quimica inorganica medicinal
concentra-se na descoberta de complexos que possam ser ativos contra diferentes
tipos de tumores e que apresentem menor toxicidade em células ndo tumorais. Muitos
metais ja foram estudados, entre eles o vanadio, que quando complexado tem se
mostrado ativo contra células tumorais, levando as células a morte por distintos
mecanismos de acao, entre eles a producédo de espécies reativas de oxigénio e a
instabilidade gendmica. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a
citotoxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade do complexo de oxovanadio(lV) com
o ligante acido orético, [VO(CsHaN204)2], denominado VO (oro), bem como sua
permeabilidade in vitro, devido a importancia do conhecimento farmacocinético de
novos farmacos. Para tanto, a avaliacdo citotdxica foi realizada por meio dos ensaios
de exclusdo com azul de trypan, sobrevivéncia clonogénica e visualizacdo da
alteracdo morfologica, além da determinacédo do tipo de morte celular pelo ensaio
utilizando anexina V conjugada com o fluorocromo isiotiocianato de fluoresceina
(FITC) e do iodeto de propidio (IP). Tais ensaios foram conduzidos com a linhagem
nao tumoral de fibroblastos de pulmé&o humano (GM 07492A) e tumoral de carcinoma
hepatocelular humano (HepG2). O perfil mutagénico e genotoxico foi investigado
pelos ensaios de mutacdo génica reversa com Salmonella Typhimurium (teste de
Ames), do micronucleo (MN) e do cometa, enquanto a permeabilidade intestinal in
vitro foi avaliada utilizando a linhagem celular de adenocarcinoma colorretal humano
(Caco-2). Os resultados mostraram que o complexo VO (oro) foi mais citotdxico frente
a linhagem HepG2 do que contra as células GM 07492A. VO (oro) interferiu na
integridade das membranas celulares e na capacidade proliferativa, impedindo que as
células se dividissem e formassem colbnias, de forma dose dependente, induzindo a
morte celular por apoptose. Além disso, foi possivel observar a alteragdo na
morfologia celular das células HepG2 nas maiores concentracdes avaliadas. Sobre a
genotoxicidade/ mutagenicidade, VO (oro) ndo induziu niveis consideraveis de danos
ao DNA em células HepG2 (teste do Cometa) e mutacdes génicas (teste de Ames),
mas provocou um aumento estatisticamente significativo na frequéncia de MNs na
maior concentragdo testada, sugerindo que a citotoxicidade pode estar relacionada
em parte com a mutagenicidade. Ademais, apesar do complexo ter baixa lipofilicidade,
ele demonstrou alta capacidade de permear a membrana celular das células Caco-2.
Frente ao exposto, os dados do presente estudo fornecem informacdes sobre variados
aspectos biolégicos do complexo VO (oro), que poderdo dar subsidio na elucidacéo
mais detalhada sobre os mecanismos de acdo do complexo como possivel
guimioterapico.

Palavras-chave: complexo oxovanadio, antitumoral, toxicogenética, citotoxicidade.



ABSTRACT

GOMES, Pietra Stefany da Silva. “Oxovanadium with orotate complex: evaluation
of cytotoxicity, mutagenicity, genotoxicity and in vitro permeability”. 2021.
Dissertation (Master in Biotechnology in Regenerative Medicine and Medicinal
Chemistry) University of Araraquara.

Despite decades of research after the discovery of the antitumoral activity of the
cisplatin complex, the interest for new metalopharmaceuticals for the treatment of
cancer has not decreased, since cancer remains one of the main public health
problems in the world. The challenge of medicinal inorganic chemistry focuses on the
discovery of complexes that can be active against different types of tumors and that
present less toxicity in non-tumoral cells. Many metals have already been studied,
among them vanadium, which when complexed has been shown to be active against
tumor cells, leading cells to death by different mechanisms of action, among them the
production of reactive oxygen species and genomic instability. In this context, the
objective of this study was to evaluate the cytotoxicity, mutagenicity and genotoxicity
of the oxovanadium(IV) complex with the orotic acid ligand, [VO(CsHaN204)2], called
VO (oro), as well as its permeability in vitro, due to the importance of the
pharmacokinetic knowledge of new drugs. For this purpose, the cytotoxic evaluation
was performed by means of trypan blue exclusion tests, clonogenic survival and
visualization of the morphological alteration, in addition to the determination of the type
of cell death by the assay using annexin V conjugated with fluorescein isiotiocyanate
fluorochrome (FITC) and propidium iodide (IP). Such assays were conducted with the
non-tumoral lineage of human lung fibroblasts (GM 07492A) and tumor of human
hepatocellular carcinoma (HepG2). The mutagenic and genotoxic profile was
investigated by reverse gene mutation assays with Salmonella Typhimurium (Ames
test), micronucleus (MN) and comet, while in vitro intestinal permeability was evaluated
using the human colorectal adenocarcinoma cell lineage (Caco-2). The results showed
that the VO (oro) complex was more cytotoxic against HepG2 than against GM 07492A
cells. VO (oro) interfered with the integrity of cell membranes and proliferative capacity,
preventing cells from dividing and forming colonies, in a dose dependent manner,
inducing cell death by apoptosis. In addition, it was possible to observe the alteration
in the cellular morphology of HepG2 cells in the highest concentrations evaluated. On
genotoxicity/mutagenicity, VO (oro) did not induce considerable levels of DNA damage
in HepG2 cells (Comet test) and gene mutations (Ames test), but caused a statistically
significant increase in the frequency of MNs in the highest concentration tested,
suggesting that cytotoxicity may be related in part to mutagenicity. Furthermore,
although the complex has low lipophilicity, it has demonstrated a high capacity to
permeate the cell membrane of Caco-2 cells. In view of the above, the data of the
present study provide information on various biological aspects of the VO (oro)
complex, which may assist in the more detailed elucidation of the mechanisms of action
of the complex as possible chemotherapy.

Keywords: oxovanadium complexes, antitumoral, toxicogenetics, cytotoxicity.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Fases da carcinogénese: iniciagdo, promogao, progressao e
(L] = TS = ] TP EPEPPRRR

Figura 2. Caracteristicas das células tumorais e seus respectivos
direcionamentos terapPEULICOS. ......coiiiiiii e e e s

Figura 3. Distribuig&do proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes
estimados para 2020, por sexo, exceto o de pele ndo melanoma...................
Figura 4. Diagrama esquematico do direcionamento celular de complexos
(o [ 0) (@)Y= T g = To | o PO PPPUPPPPRPPPRPR
Figura 5. Fotomicrografia das linhagens de carcinoma hepatocelular
humano (HepG2), adenocarcinoma colorretal humano (Caco-2) e de
fibroblastos de pulm&o humano (GM 07492A). Microscopio invertido em
aumento de 10X, SEM COTANTES.......cceeeiiiiiiiiiiiiiiitrteie e e e ee e e e e e e e e e ass s e s annnes
Figura 6. Viabilidade celular (%) da linhagem tumoral HepG2 e ndo tumoral
GM 07492A apo6s o tratamento de 24 horas com o complexo VO (oro), sal
metélico (VOSOa4), ligante (&cido ordtico) e o complexo referéncia
(CISPIALINA). .....ciieee e e e e e e e e e e e e e e aaeaas

Figura 7. Fracdo de Sobrevivéncia (%) da linhagem tumoral HepG2 e néo
tumoral GM 07492A apés o tratamento de 24 horas com o complexo VO
(oro), sal metélico (VOSOa), ligante (4cido orotico) e o complexo referéncia
(o115 o] L= LA T ) R PPPPPRRRR
Figura 8. Imagens representativas da formacdo de colénias de células
HepG2 e GM 07492A coradas com cristal de violeta ap6s o tratamento de
24 horas com 0 COMPIEXO VO (OF0)....cceeeeeiiiiiiiiiiiiiiiieiee ettt e
Figura 9. Fotomicrografias das linhagens HepG2 e GM 07492A apds
tratamento com o complexo VO (0ro), por 24 hOras.........cceeeuvieeeeeeeviiiiieeeenennns
Figura 10. Determinac&o do tipo de morte celular nas linhagens HepG2 e
GM 07492A, ap6s 24 horas de tratamento com o complexo VO

Pag.

15

16

21

28

41

43

44

47



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Substancias utilizadas na curva para a determinacéo do log P.......
Tabela 2. Valores de ICso (UM) e IS do complexo VO (oro), sal metalico
(VOSO0a) e ligante (4cido orotico), além do complexo referéncia (cisplatina),
nas linhagens HepG2 e GM 07492A obtidos pelo ensaio de exclusdo com
azul de trypan e sobrevivéncia ClONOGENICA. ..........uuuuuiiieiieieee e
Tabela 3. Atividade mutagénica expressa pela média e desvio padrdo do
namero de revertentes e indice de mutagenicidade (IM) (em parénteses)
das cepas TA98, TA100, TA102 e TA97a de Salmonella Typhimurium
expostas a diferentes concentracdes do complexo metélico VO (oro), com
(+S9) e sem (-S9) ativacao metabolica..........ccccoeviiiiiiiiiie e
Tabela 4. Frequéncia de micronucleos (MNs) e indice de divisdo nuclear

(IDN) em células HepG2, apos 24 horas de tratamento com o complexo VO

Tabela 5. Migragdo de DNA no ensaio do cometa observado para culturas
de HepG2 tratadas com diferentes concentracdes dos complexos VO (oro),

[010] g2 N o] - T J

45

51

52

53



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ANOVA - Andlise de variancia

ATCC- American Type Culture
Collection

Caco-2 - Linhagem celular de
adenocarcinoma colorretal humano
CN - Controle Negativo

CO:2 - Dioxido de carbono

CP - Controle Positivo

°C - Graus Celsius

DNA - Acido Desoxirribonucleico
DMEM - Dulbecco's modification of
Eagle's medium

DP - Desvio Padréo

ERO - Espécie Reativa de Oxigénio
FDA - Food and Drug Administration
Globocan - Observatério Global do
Céancer

GM 07492A - Linhagem celular de
fibroblastos de pulméo humano

H20:2 - Perdxido de hidrogénio

HBSS - Hanks’ Balanced Salt solution
HepG2 - Linhagem celular de
carcinoma hepatocelular humano
IARC - International Agency for
Research on Cancer

ICso - Indice de citotoxicidade,
concentracéo inibitoria de 50%

IDN - indice de divisdo nuclear

IM - indice de Mutagenicidade

INCA - Instituto Nacional de Cancer
José Alencar Gomes da Silva

IP - lodeto de propidio

IS - indice de Seletividade

Log P - coeficiente de particdo
bis(4,7-dimetil-1,10-

fenantrolina) sulfatooxovanadio(lV)

Metvan -

mL - Mililitros

MMS - Metilmetanosulfonato

MN - Micronudcleo

NaVOs - Metavanadato de sodio
NH4VOs - Metavanadato de amonio
OMS - Organizacao Mundial da Saude
Papp - Permeabilidade aparente

PBS - Tampdo Fosfato-Salino
pH - Potencial hidrogeniénico

PTPs - Proteinas Tirosina Fosfatase
Rpm - Rotacdo por minuto

S9 - Fracdo microsomal de figado de
rato

SBF - Soro Bovino Fetal

VO (oro) - Complexo oxovanadio com

orotato
VOSO;s - Sulfato de Vanadil
TEER - Resisténcia elétrica

transepitelial
UL - Microlitros
UM - Micromolar



SUMARIO

1. INTRODUGAOD ..ottt eaennenis 14
3 T O I % T T PR 14
1.2 Quimioterapia como tratamento dO CANCEN ...........cvvuuiiiiieeeieeeeieie e 17
1.3 CompleX0s de VANAIO..........uuiiiii e e e e e e e e 18
1.4 Ligantes DIOAtIVOS ........ccoeeuiiiiiiii et e e e e e e e e e e 22
1.5 Desenvolvimento de novos agentes terapeutiCOS..........cceevvveevvviiiiiiieeeeeeeeiiiinnn, 23
2. OBUIETIVOS ... 26
P2 RO o] [ 11V I 1 =T - | P 26
2.2 ODbjetivos ESPeCifiCOS......ccooie e, 26
3. MATERIAL E METODOS ... ..o iiieieeieeeeeeete et ete e e ee ettt ete ettt 27
3.1 Obtencao do complexo MELAlICO...........ceiiiieeiiiie e, 27
3.2 Linhagens celulares e condi¢cdes de CUltiVO ............cceeeieeeiiiiiiiiiiie e, 27
3.2.1 Descongelamento e manutengao das linhagens celulares............................. 28
G IR T O (0] (0> { [ F= T [ PR 29
3.3.1 Ensaio de exclusdo com azul de trypan..........cccceeeeieieee e 29
3.3.2 Ensaio de sobrevivéncia CloNOgENICA ...........coeveeieiiiiiiieeeeee 30
3.3.3 INdice de SEletiVIAAUE ...........cccveeveeeeeiee ettt 30
3.3.4 Morfologia CEIUIAN ........eeeeieieeeeeeeee e e 31
3.4 Determinacao de morte Celular............ooeiiiiiiiiiiiece e 31
3.5 Mutagenicidade e GenotoXiCidade ............cceeeeiviiiiiiiiiiii e 32
3.5.1 Ensaio de mutacdo génica reversa com Salmonella Typhimurium (Teste de
N 4151 PSP PP PPPPPPPPPRPPPTN 32
3.5.2 Ensaio do micronucleo (MN) com bloqueio da citocinese................ccceeeeee. 33
GRS TRC T =1 0 ST o 2o [0 I o011 1= - LRSS 35
3.6 Permeabilidade IN VILFO.........iiii e e e e 36
3.6.1 Ensaio de permeabilidade in vitro em células Caco-2 ...........cccoeeeeeeevvvevnnnnnnnn. 36
3.6.2 Coeficiente de permeabilidade aparente ...........cccceeeeeeiiiiiiiiiiii e, 37
3.6.3 Coeficiente de partic80 (I0g P).......uuuuiiiiiiiiiiiiee e 38
3.7 ANAlISe eStatiStICA .....ccee e e 38
A, RESULTADOS ...t e e e e e e e e e e eaaes 40
g R 1 (0] o) T =T - U 40
4.2 Determinagao de morte CelUlar...........ccccvviiiiiiiiiieee 47
4.3 Mutagenicidade e GenotoXiCIdade ...........coeuuiiiiiiiiiiieeee e 50
4.4 Permeabilidade iN VILrO........oooiiiiiiiiiie e 54
5. DISCUSSAD ..ottt 55
B. CONCLUSAO. ..ottt ettt 63

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......cooiiitiieieeeeetee et 64



14

1. INTRODUCAO

1.10 Cancer

O cancer aflige a humanidade desde os tempos pré-histéricos, embora sua
prevaléncia tenha aumentado acentuadamente nas ultimas décadas. O primeiro
registro escrito que relata a doenga em humanos aparece em manuscritos egipcios,
como no papiro de Edwin Smith, possivelmente escrito por Imhotep, médico-arquiteto
egipcio, entre 1500 e 1600 a.C. (FAGUET, 2015). Hipdcrates (460-360 a.C.) defendia
gue o cancer era iniciado por causas naturais, € em seus escritos, sdo retratadas
doencas produtoras de massas (“onkos”) e nodulos ulcerantes e néo cicatrizantes que
variavam de processos benignos a malignos (“karkinos”) (FAGUET, 2015; HAJDU,
2011). No inicio do século 19, haviam trés teorias fundamentais para causa do cancer:
irritacéo crénica, tecido embrionario deslocado ou agentes infecciosos. A natureza do
cancer foi discutida por geracdes. No entanto, apenas no inicio do século 20, novas
ferramentas cientificas permitiram que pesquisadores explorassem novas hipoteses,
estimulando o progresso no estudo oncolégico (BLACKADAR, 2016).

Atualmente, sabe-se que o desenvolvimento do cancer é um processo de varias
etapas (Figura 1), caracterizado pelo acumulo de alteracfes genéticas e epigenéticas
nos varios genes que regulam a proliferacéo celular (COOPER, 2000).

Figura 1. Fases da carcinogénese: iniciacdo, promocao, progressao e metastase

INICIAGAO PROMOGAO an PROGRESSAO
©ZR 0= YT

Reparo DNA
Célula Normal Célula Iniciada Células Pré-neoplasicas Células Neoplasicas Tumor Maligno
l Agentes ] [ ]
Bl ad e Agentes Supressores
[ Agentes Quimiopreventivos ] | Inibigdo de invaséo, angiogénese e
J metastase

Fonte: Adaptado de SIDDIQUI et al. (2015).

As células cancerigenas possuem caracteristicas distintas, que por sua vez,
sao responsaveis pela complexidade do tumor. Suas caracteristicas consistem em:

sustentacdo dos sinais proliferativos, resisténcia a sinais inibitorios de crescimento,
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resisténcia a morte celular, possibilitando a imortalidade replicativa, inducdo a
angiogénese, promocao da invasdo e metastase, instabilidade e mutacdo do genoma,
modulacdo do metabolismo celular e fuga a destruicdo imune. As caracteristicas sao
adquiridas através da cooperacdo entre diferentes elementos celulares e néo
celulares dos tumores que definem o microambiente do tumor (BELLI et al., 2018; XU;
MAO, 2016).

As caracteristicas tipicamente associadas as células tumorais as distinguem
das células ndo tumorais, permitindo que os tumores sejam reconhecidos como
“‘estranhos” pelo sistema imunolégico. No entanto, os tumores raramente sao
rejeitados espontaneamente, refletindo sua capacidade de manter um microambiente
imunossupressor (XU; MAO, 2016). Assim, as capacidades funcionais adquiridas
pelas células tumorais, permitem que estas células escapem dos mecanismos de
defesa anticancer existentes no interior das células e dos tecidos (Figura 2)
(HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Figura 2. Caracteristicas das células tumorais e seus respectivos direcionamentos

terapeutlcos
Inibidores nibidores de ciclin:
EGFR dependente de
uinase
Sustentagéo Evaséo dos
Inibidores da da Sinalizagéo Supressores de Ativagao do sistema
glicolise aerobica b Proliferativa Crescimento imune anti-CTLA4
Desregulacédo Evaséo do
do Metabolismo Sistema Imune
Energético
RN 8o
imati Resisténcia ol TV Desenvolvimento, i
Mlmetlco§ !3H3 S P SN Inibidores de
proapoptoticos eaitic: S 9 da Imortalidade Telomerase
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O céancer € o principal problema de saude publica no mundo e ja esta entre as
principais causas de morte prematura (antes dos 70 anos de idade) na maioria dos
paises (INCA, 2019).

Segundo a IARC (International Agency for Research on Cancer), agéncia da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) de pesquisa sobre o cancer, a mais recente
estimativa mundial, no ano 2018, aponta que ocorreram no mundo 18 milhdes de
casos novos de cancer e 9,6 milhdes de 6bitos. O cancer de pulmao é o mais incidente
no mundo (2,1 milhdes) seguido pelo cancer de mama (2,1 milhdes), cdlon e reto (1,8
milhdo) e préstata (1,3 milhdo). A incidéncia e a mortalidade por cancer vém
aumentando em todo mundo, tanto pelo envelhecimento e crescimento populacional,
como também pela mudanca na distribuicdo e na prevaléncia dos fatores de risco de
cancer, especialmente os associados ao desenvolvimento socioecondmico (BRAY et
al., 2018).

De acordo com o relatério do INCA (Instituto Nacional de Cancer José Alencar
Gomes da Silva), para o Brasil, a estimativa para cada ano do triénio 2020-2022
aponta que ocorrerdo 625 mil casos novos de cancer (Figura 3) (INCA, 2019).

Figura 3. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados

para 2020, por sexo, exceto o de pele ndo melanoma

Prostata 65.840 29,2% Homens Mulheres Mama feminina 66.280 29,7%
Cdlon e reto 20.520 9.1% Colon e reto 20.470 9,2%
Traqueia, brénquio e pulmao 17.760 7,9% Colo do ttero 16.590 7,4%
Estomago 13.360 5,9% Tragueia,brénguio e pulmao 12.440 5,6%
Cavidade oral 11.180 5,0% Glandula tireoide 11.950 5,4%
Esodfago 8.690 3,9% Estdmago 7.870 3,5%
Bexiga 7.590 3,4% Ovario 6.650 3,0%
Linfoma nao Hodgkin 6.580 2,9% Corpo do atero 6.540 2,9%
Laringe 6.470 2,9% Linfoma nao Hodgkin 5.450 2,4%
Leucemias 5.920 2,6% Sistema nervoso central 5.220 2,3%

Fonte: Adaptado de Globocan/IARC (2018).

Nas ultimas décadas, avancos notaveis na ciéncia basica levaram a novas
estratégias para o tratamento do cancer, que estéo justificadamente gerando otimismo

de que as pesquisas caminham na direcéo correta.
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1.2 Quimioterapia como tratamento do cancer

Os avancgos nas cirurgias, quimioterapias, radioterapias e novas modalidades,
como terapias com alvos moleculares e imunoterapias como tratamento para o
cancer, tem reduzido aos poucos as taxas de mortalidade e melhorado a qualidade
de vida dos pacientes. Apesar desse progresso, 0 cancer continua sendo uma das
principais causas de morte no mundo (MAHVI et al., 2018).

A quimioterapia sistémica convencional € o método mais utilizado para a terapia
do céncer (GAO et al, 2019). Os agentes quimioterdpicos possuem VAarios
mecanismos de acao e afetam as células cancerigenas de varias maneiras. Em geral,
interferem no processo de divisdo celular e induzem a apoptose (LUNDQVIST,;
FUJIWARA; SEOUD, 2015).

Os medicamentos podem atuar no DNA (&cido desoxirribonucleico) quebrando
a propria hélice, interferindo nas proteinas ou modificando a expressao de genes
especificos. A maioria dos agentes antineoplasicos classicos possui um desses
mecanismos de acdo e novos medicamentos sao incorporados a cada ano
(ESPINOSA et al., 2003). Hoje, mais de 100 medicamentos séo utilizados na
guimioterapia de tratamento do cancer, podendo ser administrado isoladamente, ou
em combinacdo com outros farmacos e/ou métodos terapéuticos, administrados
continuamente ou a intervalos regulares, variando de acordo com o0s esquemas
terapéuticos (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019).

Os antineoplasicos podem ser classificados de acordo com suas diferentes
atividades farmacoldgicas, sendo estes: (1) agentes alquilantes, que formam ligacdes
cruzadas entre cadeias alterando a estrutura ou funcdo do DNA, impedindo a
replicacdo; (2) antimetabdlitos, que atuam nas vias metabdlicas envolvidas na sintese
do DNA,; (3) antibidticos antineoplasicos, que atuam em diferentes enzimas envolvidas
na cépia do DNA durante o ciclo celular; (4) inibidores da topoisomerase, que
impedem a acgéo da enzima topoisomerase, envolvida no processo de replicacdo do
DNA; (5) inibidores mitoticos, que levam a paralisacdo da divisdo celular; (6)
imunoterapicos, que auxiliam o sistema imunoldgico a identificar e combater células
tumorais; (7) antagonistas de horménios, que inibem o crescimento de células
responsivas a esteroides; e (8) agentes alvo-dirigidos, que atuam em receptores ou
proteinas citoplasmaticas relacionadas com vias de proliferagdo ou sobrevivéncia
celular (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019; ESPINOSA et al., 2003).
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Entre os medicamentos antineoplasicos existentes, 0 composto inorganico cis-
[diaminodicloroplatina(ll)], denominado como cisplatina, € um dos agentes
quimioterapéuticos mais utilizados para o tratamento de varios tipos de cancer,
principalmente testicular, de ovario, cabeca, cervicais e pulmdo. Apds a descoberta
da cisplatina, muitas pesquisas foram desenvolvidas para a sintese de novos
complexos metdlicos a base de platina, dos quais a oxaliplatina e carboplatina foram
aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) (BARRA; NETTO, 2015; FREIRE
et al., 2017) .

As investigacbes sobre as propriedades citotoxicas da cisplatina em
guimioterapia revelaram que esta, exibe ligacéo intrinseca ao DNA nos locais N7 das
bases adenina (A) ou guanina (G), gerando, dessa forma, reticulagdes intra e inter-
filamentos e aductos de DNA monofuncionalmente ligados. Nas células malignas,
essas transformacdes podem ser mutagénicas ou letais. Nesse sentido, a interacao
entre cisplatina e DNA constitui a base de seu mecanismo quimioterapico e
desempenha o papel fundamental na administracdo clinica (LI et al., 2019; XIAO et
al., 2013).

Embora a cisplatina demonstre efeitos positivos na terapia do cancer, os efeitos
colaterais graves, como nhausea e vOmito, mielossupressao, imunossupressao,
nefrotoxicidade, neurotoxicidade e perda auditiva, limitam a dose que pode ser
administrada. Além disso, as resisténcias inatas e adquiridas a cisplatina limitam
fortemente sua aplicacdo clinica (AMABLE, 2016; MANOHAR; LEUNG, 2018;
SHAHID; FAROOQUI; KHAN, 2018).

Assim, pesquisas com outros centros metalicos, como cobre, ouro, ruténio e
vanadio, estdo sendo realizados na tentativa de substituir a cisplatina, com
propriedades farmacocinéticas melhoradas e suas atividades tumorais mais
abrangentes, com efeitos adversos reduzidos (CARVALHO et al., 2013; FREIRE et
al., 2017; FRIAS GONZALEZ et al., 2013; GAAL et al., 2018; GRAU et al., 2018;
RUBBIANI; WAHRIG; OTT, 2014; WANG; WANG; GUO, 2015) .

1.3 Complexos de vanadio

Entre os metais de transicéo, a possivel aplicagcdo dos compostos de vanadio
na medicina ganhou um crescente interesse nos ultimos anos (CRANS et al., 2019).

O vanadio € um metal de transicdo presente em toda a natureza e pode ser



19

encontrado nas formas catiénica e anidénica. Do ponto de vista biolégico, as valéncias
mais relevantes s&o Ill, IV e V (LEON et al., 2014). Além disso, é considerado
essencial para a manutencao do organismo, regulando a atividade de véarias enzimas
metabdlicas, estando presente tanto no estado de oxidacao +5 (ions vanadato) quanto
+4 (cétions vanadil) (TREVINO et al., 2019; YEH et al., 2019; ZWOLAK, 2020).

Na corrente sanguinea, a transferrina € a principal proteina sérica responsavel
pelo transporte de vanadio do sangue para os tecidos (COSTA PESSOA; TOMAZ,
2010; SANNA; MICERA; GARRIBBA, 2009). Sabe-se que a interacdo entre
metalofarmacos e proteinas séricas esta fortemente ligada a distribuicdo e
biotransformacao de substancias. O vanadil, por sua vez, é capaz de se ligar a apo-
transferrina (apo-Tf) e a albumina sérica humana (HSA), podendo este evento ser
crucial a eficacia da droga (THOMPSON; ORVIG, 2006).

Dado o seu potencial para modular uma ampla gama de redes de sinalizacéo,
0 vanadio € um candidato atraente para o tratamento de uma variedade de disturbios
humanos. Na segunda metade do século XX, a atividade mimética/ intensificadora de
insulina dos ions vanadio comecou a ser caracterizada (HEYLIGER; TAHILIANI;
MCNEILL, 1985). Hoje, estudos in vivo e in vitro confirmam as propriedades
antidiabéticas dos compostos. O bis(etilimaltolato)oxovanadio(lV) (BEOV) e
bis(maltolato)oxovanadio(IV) (BMOV) se tornaram os complexos de referéncia para
as novas moléculas com acédo antidiabética, sendo que o BEOV chegou aos ensaios
clinicos na fase lla (KORBECKI et al., 2020). Posteriormente, os complexos de
vanadio foram testados e propostos como agentes antiparasitarios, antivirais, anti-
HIV, antituberculose e na reducéo da hiperlipidemia e hipertensdo (GAMBINO, 2011,
PESSOA; ETCHEVERRY; GAMBINO, 2015; REHDER, 2016; ROZZO et al., 2017).
No entanto, a potencial aplicacdo terapéutica dos compostos de vanadio parece ser o
tratamento do cancer (ROZZO et al., 2017).

O primeiro relatério da atividade anticancer foi em 1965, e desde entéo,
esforcos consideraveis de pesquisa descrevem o potencial de compostos a base de
vanadio na prevencédo do inicio da tumorigénese e no tratamento de canceres. Os
compostos de vanadio sdo capazes de inibir a iniciacdo e a progresséo do cancer nos
sistemas modelos, agindo contra varias das caracteristicas de céancer, incluindo a
inducdo de apoptose ou outras vias de morte celular, reduzindo a proliferacéo e
inibindo a migracdo e as metastases (HANAHAN; WEINBERG, 2011; IRVING;
STOKER, 2017).
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Os compostos de vanadio promovem apoptose e levam as células a morte
principalmente devido ao aumento dos niveis de EROs (espécies reativas de oxigénio)
(LEON et al., 2014), que por sua vez podem causar instabilidade genémica. Esse
efeito é constituido por varios eventos que levam a quebra de fita do DNA, a oxidagéo
das bases e pentoses, as alteracdes na expressao génica e na sequéncia do DNA,
sendo responsavel pelo surgimento de mutacdes no genoma de uma célula (CADET;
RICHARD WAGNER, 2013; KUMARI et al., 2018). Portanto, agentes que possuam a
capacidade de induzir alteragbes no material genético podem ser explorados como
agentes anticancer, pois a inducéo da instabilidade gendmica é um efeito desejavel
contra células tumorais (ROWE; DEGTYAREVA; DOETSCH, 2008).

Irving e colaboradores (2017) destacam ainda o fato de que o vanadio é capaz
de inibir os fenétipos de células cancerigenas por meio de multiplos fatores, devido a
sua capacidade de inibir PTPs (proteinas tirosina fosfatase), seja diretamente ou pela
producdo de EROs (Figura 4), impactando em varias vias de sinaliza¢do, o que em
muitos casos, também resulta na proliferacdo reduzida e o aumento de apoptose
(IRVING; STOKER, 2017).
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do direcionamento celular de complexos de

Figura 4. Diagrama esquematico
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Fonte: Adaptado de IRVING e STOKER (2017).
Os primeiros estudos com complexos oxovanadio(lVV) com atividade antitumoral
promissora foi do [VCp2Clz], bis(ciclopentadienilo)dicloro-V(1V), [VO(oda)(bpy)]-H20 e
[VO(oda)(phen)]-1.5H20, em seguida outros complexos com atividades semelhantes

foram desenvolvidos (NI et al., 2018).
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O bis(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina) sulfatooxovanadio(lV), também conhecido
como Metvan ([VO(SOas)Me2-phen)z]), foi identificado como o complexo de vanadio
anticancer multitarefa mais promissor com atividade indutora de apoptose. Em
concentracfes nanomolares e micromolares, induz apoptose em células de leucemia
humana, células de mieloma mdultiplo e células tumorais solidas derivadas de
pacientes com cancer de mama, glioblastoma, ovario, prostata e cancer testicular.
Metvan é mais eficaz que o quimioterapico padrao vincristina na inducao de apoptose
em células de leucemia priméria (CRUZ; UCKUN, 2002; NARLA et al., 2000).

Como visto acima, a determinacédo das atividades biolégicas exercidas pelos
complexos metalicos ndo se baseia apenas pela presenca do metal, mas também nas
suas propriedades estruturais e de reatividade caracteristicas, como estado de
oxidacao, geometria do complexo, numero e tipo de ligantes aderidos, caracteristicas
termodinamicas e cinéticas, e estabilidade do complexo (BARRY; SADLER, 2013;
CHEN et al., 2009; GRAU et al., 2018). O ligante, por sua vez, influencia amplamente
a eficacia de um composto, determinando o seu transporte, estabilidade e
biodisponibilidade para diferentes tecidos, podendo ainda, em alguns casos, garantir
a protecao dos tecidos contra ions metalicos téxicos (THOMPSON; ORVIG, 2006;
TREVINO et al., 2019).

1.4 Ligantes bioativos

Quando sais ou complexos de vanadio entram no corpo, eles podem sofrer
troca de ligantes com outros pequenos ligantes biologicamente disponiveis, como 0s
aminodcidos, vitaminas e horménios, formando complexos de vanadio in situ com
esses bioligantes (LU et al., 2010). Além disso, ligantes de ocorréncia natural
representam uma poderosa fonte de recursos relativamente baratos e amplamente
disponiveis, mesmo em grande escala (HITCHINGS; ELION; VANDERWERFF, 1948;
LOFFLER; CARREY; ZAMEITAT, 2015; SILVEIRA-DORTA; MARTIN; PADRON,
2015).

O &cido ordtico, também conhecido como vitamina B13, desempenha um papel
fundamental na biossintese de &cidos nucléicos, onde atua como um precursor
essencial na via de formacao da pirimidina em todos os organismos Vvivos. Ele exibe

funcionalidade multidentada em complexos com metais de transicdo, formando
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ligacbes fortes, e desempenhando papel importante na quimica bioinorganica
(LOFFLER; CARREY; ZAMEITAT, 2015; NAGLAH et al., 2018).

Orotatos metélicos sdo penetraveis nas células, portanto, eles podem ser
favoravelmente explorados como veiculo de transporte e entrega dos ions metélicos,
por exemplo para tratar condi¢des associadas a disfuncao intracelular (deficiéncia de
calcio, zinco ou ferro). Seguindo esse mesmo principio, a constru¢cdo de compostos
de coordenacgdo de platina, paladio e estanho com &cido orético foram estudados
como potenciais agentes anticAncer (CASTAN et al., 1990; LOFFLER; CARREY;
ZAMEITAT, 2016; NATH; VATS; ROY, 2013). Além disso, um complexo de vanadio
com acido oratico ([(OAH1)(VO)(NHs)2] .3H20) também ja foi explorado e demonstrou
ser eficaz como um modelo alternativo de medicamento antidiabético (NAGLAH et al.,
2018) .

Diante do exposto acima, observa-se que assim como 0 vanadio, 0 acido
orético também ja possui sua atividade biolégica explorada, podendo ser a juncao
entre 0s mesmos um candidato promissor para 0 desenvolvimento de novos

medicamentos.

1.5 Desenvolvimento de novos agentes terapéuticos

Considerando que a quimica inorganica medicinal representa um campo de
grande promessa, com potencial de expansao devido a diversidade quimica e
reatividade dos metais, a investigacdo de novas moléculas na busca de um potencial
antitumoral € um dos principais objetivos da Quimica Medicinal envolvendo metais, ou
seja, a descoberta de complexos que possam ser ativos contra os tipos de tumores
gue nao respondem ou adquiriram resisténcia a cisplatina. Além disso, uma toxicidade
menor em células ndo tumorais € notadamente uma caracteristica fundamental para
qualquer novo complexo ativo sob desenvolvimento clinico (BRUIININCX; SADLER,
2008).

Diante dessa necessidade, recentemente Payolla e colaboradores (2020),
sintetizaram trés novos complexos com sulfato de vanadil (VOSO4) e os ligantes
acidos orotico (CsHaN204) e glutamico (CsHoNO4), [VO(CsHaN204)2], Na [VO
(OH)(CsH7NO4)] e Na [VO(OH)2(CsH7NO4)], denominados VO (oro), VO (a-glu) e VO
(y-glu) respectivamente, com a finalidade de explorar sua possivel atividade

antitumoral. Os resultados mostraram que 0s complexos foram citotoxicos contra as
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linhagens celulares tumorais HepG2 (carcinoma hepatocelular humano) e Caco-2
(adenocarcinoma colorretal humano), e seletivos quando comparado com a linhagem
nao tumoral MRC-5 (fibroblastos de pulm&o humano). Comparando os resultados com
dados da literatura, os autores mostraram que 0os complexos foram mais citotoxicos
que a cisplatina nos ensaios in vitro (PAYOLLA et al., 2020), sendo assim foram
considerados candidatos promissores a medicamentos antitumorais. Por isso, no
presente estudo, a fim de complementar os dados ja obtidos, o complexo VO (oro) foi
selecionado e avaliado quanto ao seu potencial citotdxico, genotdxico, mutagénico e
de permeacdo in vitro.

Sabe-se que os efeitos mutagénicos séo atribuidos a uma grande proporgéo
de agentes quimioterapicos. Essas drogas inibem a proliferacdo celular por meio de
uma variedade de mecanismos, incluindo o dano direto ou interferindo no metabolismo
do DNA e na maquinaria mitotica (SZIKRISZT et al., 2016).

Os agentes mutagénicos possuem a capacidade de induzir alteracdes/danos
no material genético, desencadeando instabilidade genémica, efeito desejavel contra
células que possuem mecanismos de reparo alterados e acumulo de outras mutacoées,
tais como as células tumorais. Além disso, a instabilidade gendmica promove o
aumento da expressao de proteinas pré-apoptoticas, contribuindo para a inducéo da
morte celular por apoptose (PETROS; OLEJNICZAK; FESIK, 2004). No entanto, a
guimioterapia mutagénica pode também ter consequéncias muito significativas se as
mutacBes induzidas contribuirem para a evolucéo da resisténcia ao tratamento nas
células sobreviventes, ou até mesmo favorecendo o desenvolvimento de doencas
secundarias (SZIKRISZT et al., 2016). Desse modo, a detec¢cao da mutagenicidade e
genotoxicidade de compostos que interferem na proliferacdo celular e induzem morte
celular € uma ferramenta bastante utilizada (KUMARI et al., 2018).

Outro fator importante a ser considerado quando se estuda um novo candidato
a medicamento a base de metais € que, alguns ions metalicos sédo facilmente
utilizados em mecanismos fisioldégicos, enquanto outros tendem a se acumular em
orgaos-alvos, como por exemplo pulmdes, figado, rins e baco, podendo induzir danos,
como citotoxicidade, reacdes inflamatorias e genotoxicidade, levando a uma ampla
gama de doencas secundarias a longo prazo (GOMES et al., 2011; MONTANARO et
al., 2006). Desta forma, estudar o comportamento da molécula quanto sua capacidade
de permeacdo torna-se um ponto importante no estudo de complexos metalicos com

acao terapéutica.
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Com todo o exposto, evidencia-se a importancia de uma investigacéo detalhada
sobre o perfil mutagénico e genotoxico do complexo VO (oro), além dos ensaios
complementares de citotoxicidade e permeabilidade intestinal in vitro, para

compreender melhor a acao desse novo complexo metalico.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade citotoxica, mutagénica

e genotoxica, e a permeabilidade intestinal in vitro do complexo de vanadio
[VO(CsH4N20.),], denominado VO (oro).

2.2 Objetivos Especificos

a)

b)

d)

g)

h)

Avaliar a viabilidade celular das linhagens HepG2 (tumoral) e GM 07492A
(ndo tumoral), apds o tratamento com VO (oro), por meio do ensaio por
exclusédo com azul de trypan;

Avaliar a sobrevivéncia clonogénica das linhagens HepG2 e GM 07492A,
apos o tratamento com VO (oro), a fim de investigar o efeito citotoxico a
longo prazo;

Avaliar se o tratamento com diferentes concentragdes do complexo VO (oro)
causa alteracdes morfoldgicas nas linhagens HepG2 e GM 07492A;
Avaliar o tipo de morte celular induzida por VO (oro) nas linhagens HepG2
e GM 07492A através do ensaio de determinacdo de morte por apoptose,
com marcacao de anexina V conjugada com o fluorocromo isiotiocianato de
fluoresceina (FITC) e do iodeto de propidio (IP);

Avaliar a atividade mutagénica, em nivel génico, por meio do ensaio de
mutacao génica reversa com Salmonella Typhimurium (teste de Ames);
Avaliar a atividade mutagénica, em nivel cromossémico, por meio do ensaio
do micronucleo (MN) com bloqueio da citocinese, utilizando a linhagem
HepG2;

Avaliar a atividade genotdxica, por meio do teste do cometa, utilizando a
linhagem HepGZ2;

Avaliar capacidade de permeacéo intestinal in vitro, utilizando a linhagem

Caco-2.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo do complexo metélico

O complexo VO (oro) foi preparado misturando uma solucdo de sulfato de
vanadil (VOSO4 -3H20 1 mmol) com uma solugéo de acido orético (2mmol), ambos
em 4gua. A mistura foi submetida a refluxo por 45 minutos e a agua foi evaporada até
a precipitagdo de um composto azul. O precipitado foi removido por filtragéo, lavado
com etanol e seco a vacuo. A massa molar do complexo é de 377 g.molt. Os
procedimentos de sintese e caracterizacao realizados sob a responsabilidade do Prof.
Dr. Antonio Carlos Massabni, coordenador do Laboratério de Quimica Inorganica
Medicinal da Universidade de Araraquara estédo descritos na publicacao de Payolla et
al. (2020).

3.2 Linhagens celulares e condi¢des de cultivo

As linhagens celulares utilizadas neste trabalho foram de carcinoma
hepatocelular humano (HepG2 ATCC® HB-8065™), adenocarcinoma colorretal
humano (Caco-2, Banco de células do Rio de Janeiro n°® 0059) e fibroblastos de
pulmdo humano (GM 07492A, CVCL_7467 NIGMS) (Figura 5). As células foram
mantidas em monocamada em frascos de cultura de 25 ou 75 cm? (Corning) a 37 °C
em atmosfera de 5% de didxido de carbono (CO2) e 95% de ar sob umidade saturada.
GM 07492A e HepG2 foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium, Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco-
Invitrogen), enquanto que para Caco-2 foi utilizado meio DMEM com alta
concentracéo de glicose e 20% de SFB. O meio de cultura suplementado com SFB foi

nomeado de meio de cultura completo.
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Figura 5. Fotomicrografia das linhagens de carcinoma hepatocelular humano
(HepG2), adenocarcinoma colorretal humano (Caco-2) e de fibroblastos de pulméo

humano (GM 07492A). Microscépio invertido em aumento de 10x, sem corantes

HepG2 &) "‘-“.'; Carcinoma
hepatocelular
humano

(ATCC® HB-8065™)

Adenocarcinoma

Caco-2
colorretal
(BCRJ n° 0059) humano
GM 07492A Fibroblastos
de pulméo
(CVCL_7467 NIGMS) humano

Fonte: Propria autora.

3.2.1 Descongelamento e manutencao das linhagens celulares

Para o descongelamento das células, o tubo criogénico removido do freezer -
80°C permaneceu em temperatura ambiente até seu completo descongelamento.
Logo apés, as células foram transferidas para um tubo falcon estéril, contendo 2 mL
de meio de cultura completo, e centrifugadas por 4 minutos a 1500 rpm. Apés a
centrifugacéo, o sobrenadante foi desprezado, e o pellet ressuspendido em 1 mL de
meio completo. As células foram transferidas para uma garrafa de cultura de 25 cm?
ja contendo 4 mL de meio de cultura completo, e assim mantidas em estufa com
condi¢cbes padronizadas de cultivo, sendo monitoradas com o auxilio de microscépio
invertido.

Quando identificado aproximadamente 80% de confluéncia das linhagens, as
mesmas foram removidas da garrafa de cultura, para realizacdo do subcultivo, afim
de manter o seu crescimento exponencial. Para isso, as células foram lavadas com
PBS (Tampéo Fosfato-Salino) e removidas com 2 mL de Tripsina-EDTA (Gibco-
Invitrogen). Apos o desprendimento das células, a Tripsina-EDTA foi inativada com

meio de cultura completo, e uma pequena quantidade de células foi, entdo, colocada
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em cultivo em novas garrafas de 25 cm? ou 75 cm? contendo meio de cultura completo,
e submetidas as condi¢cdes padronizadas de cultivo até o proximo subcultivo.

Os experimentos foram realizados a partir da terceira passagem (subcultivo),
dando prioridade para a realizagdo dos testes em um intervalo de até 10 passagens.
Apenas as culturas com viabilidade superior ou igual a 90%, avaliadas com azul de

trypan, foram consideradas apropriadas para a utilizacdo nos experimentos.

3.3 Citotoxicidade

3.3.1 Ensaio de exclusdo com azul de trypan

O protocolo foi realizado em placas de 6 pogcos. Em cada pocgo, foram
semeadas 1,0 x 10° células em 2 mL de meio de cultura completo e incubadas sob as
condi¢cBes padronizadas de cultivo, por 24 horas para permitir a aderéncia celular a
placa, para a formacdo de uma monocamada de células semiconfluentes e para a
progressao das células para a fase de crescimento exponencial.

Foram avaliadas 6 concentracdes de VO (oro), que variaram de 3,12 a 50 uM,
por 24 horas de tratamento. O sal metélico (VOSOa) e o ligante (acido orético) nas
mesmas concentracdes do complexo também foram incluidos no tratamento. Além
disso, os controles experimentais foram constituidos por meio de cultura completo
(controle negativo, sem qualquer tratamento), metilmetanosulfonato (MMS, 50 uM,
Sigma-Aldrich) e cisplatina (complexo referéncia, 1,03 a 33,33 pM, Sigma-Aldrich).

Ao final do tratamento, as células foram lavadas com PBS, tripsinizadas e
ressuspendidas em meio de cultura. 10 yuL da suspenséo celular foi homogeneizada
com o corante azul de trypan (0,2%), e entdo quantificadas em TC20 Automated Cell
Counter (Bio-RAD). O controle negativo foi considerado como 100%, e entdo
calculada a respectiva viabilidade celular (%) de cada grupo de tratamento. Foram
realizados trés ensaios independentes.

O indice de citotoxicidade (ICso), que representa a concentragéo requerida do
farmaco capaz de inibir 50% do crescimento, foi calculado pelo programa GraphPad
Prism 7.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
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3.3.2 Ensaio de sobrevivéncia clonogénica

O protocolo foi realizado segundo Franken et al. (2006), com algumas
modificacdes.

As células HepG2 e GM 07492A foram semeadas em uma concentragdo de 1,0
x 10° células/poco em placas de 6 pocos em 2 mL de meio de cultura completo e
incubadas sob as condi¢des padronizadas de cultivo, por 24 horas.

Os grupos de tratamento, incluindo todos os controles experimentais, foram
conduzidos como descrito anteriormente para o ensaio com azul de trypan (item
3.3.1), também por 24 horas.

Ao final do tratamento, as células foram lavadas e tripsinizadas para contagem
em camara de Neubauer, afim de obter o volume que contivesse uma concentracéo
de 200 células/poco, sendo novamente semeadas em placas de 6 pocos, e incubadas
sob as condi¢des padronizadas de cultivo. Apds 7 dias de cultivo, as células foram
lavadas, fixadas com metanol: 4cido acético: agua destilada (1:1:8) por 30 minutos, e
coradas com 2 mL de corante Giemsa (Sigma-Aldrich) por 20 minutos. Depois de
coradas, as coldnias foram lavadas com agua destilada, e entdo contadas. O numero
de coldnias contadas no controle negativo foi considerado como 100%. A partir disso,

foram realizados os calculos das fracdes de sobrevivéncia (FS) para cada tratamento:

% FS = n°de colbnias contadas em cada tratamento  x 100

n° de colGnias observadas no controle negativo

O ICso também foi calculado tragando a sobrevivéncia das células em relacdo
as respectivas concentracdes do composto de teste. Foram realizados trés ensaios
indepentendes.

3.3.3 Indice de seletividade

O indice de Seletividade (IS) dos complexos foi calculado a partir da raz&o
dos valores de ICso encontrado para células ndo tumorais sobre o ICso das células
tumorais. Quanto maior o valor de IS, o agente analisado € mais ativo contra a
linhagem tumoral e menos citotéxico para a linhagem nao tumoral. Considera-se
como um promissor candidato antitumoral, a substancia que apresentar um IS > 3
(CHELOPO et al., 2013).
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3.3.4 Morfologia celular

Apos as 24 horas de tratamento, os diferentes pocos, tanto das células HepG2
quanto de GM 07492A, foram fotografados em microscopio 6ptico invertido (Nikon,
TS100) com camera acoplada, em aumento de 10x para analisar visualmente o
crescimento e a estrutura celular. A eficiéncia do tratamento nesta analise foi

comparada ao controle negativo.

3.4 Determinacao de morte celular

A deteccao do tipo de morte celular foi determinada utilizando o kit de anexina
V — FITC/ IP (Gibco-Invitrogen). As amostras foram analisadas no Laboratorio de
Cultura Celular da Faculdade de Odontologia — UNESP, Araraquara, sob supervisdo
da Profa. Dra. Paula Aboud Barbugli.

As células HepG2 e GM 07492A foram cultivadas nas mesmas condicdes
experimentais que os ensaios de citotoxicidade, ou seja, 1,0 x 10° células/poco em
placas de 6 pocos e tratadas por 24 horas com 12,5 uM de VO (oro). Também foram
avaliados os controles experimentais: meio de cultura completo (controle negativo,
sem qualquer tratamento), peréxido de hidrogénio 50 uM (controle de morte celular
por necrose) e mitomicina C 1,5 pM (controle de morte celular por apoptose) e
cisplatina na concentracao de 16,6 uM em HepG2 e 2 uM em GM 07492A (complexo
referéncia).

AplOs o periodo de tratamento, as células foram desprendidas dos pocos
utilizando Accutase (Gibco-Invitrogen) e centrifugadas durante 5 minutos. Em seguida,
foram ressuspendidas em 100 pL de tampéo de ligacdo e 5 pL de anexina V - FITC,
e incubadas em temperatura ambiente (37°C), por 15 minutos. Posteriormente,
adicionou-se 4 uL de IP e novamente incubadas por 3 minutos. Todo o ensaio foi
realizado sob o abrigo de luz.

Para andlise, 35 pL da suspenséo de células foi depositada no slide, afim de
obter aproximadamente 1 x 10° células analisadas, e realizada a leitura e
quantificacdo automatica. A intensidade de fluorescéncia (anexina V - FITC e IP) foi
avaliada pelo equipamento Countess™ |l FL Automated Cell Counter, da Life
Technologies, em 488 nm para anexina V — FITC e 610 nm para IP. A populacao de
células foi separada quanto a células totais e marcadas com anexina, IP ou com

ambos. Foram realizados trés ensaios independentes.
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3.5 Mutagenicidade e Genotoxicidade

3.5.1 Ensaio de mutagdo génica reversa com Salmonella Typhimurium
(Teste de Ames)

O teste de Ames foi realizado de acordo com o método de pré-incubacéao,
desenvolvido por Maron e Ames (1983). Para tanto, foram utilizadas as linhagens
TA98, TA100, TA102 e TA97a de S. Typhimurium, em experimentos sem (-S9) e com
(+S9) ativacdo metabdlica. As cepas foram inicialmente adquiridas por meio do Dr.
Bruce Ames da Universidade de Berkeley, Califérnia, EUA, e gentilmente cedidas ao
nosso laboratério pela Profa. Dra. Eliana Aparecida Varanda da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara (UNESP).

As concentragdes do complexo a serem testadas foram selecionadas com base
em testes preliminares de toxicidade. A toxicidade foi evidenciada pela reducéo no
namero de revertentes His+ ou como um crescimento de fundo (background) nas
placas teste de agar minimo.

Sendo assim, preparou-se o inéculo, onde uma aliquota da cultura estoque
congelada foi semeada com o auxilio de uma alca bacteriolégica em 30 mL de caldo
nutriente (Oxoid n° 2), incubada por 14-16 horas, em shaker incubador (37°C — 100
rpm), de modo a obter uma densidade de 1-2 x 10° bactérias/mL.

Terminado o periodo de incubagédo do indculo, em tubos de ensaios, foram
adicionados 0,1 mL de cultura de bactérias, a concentracdo adequada de VO (oro)
(6,25 a 50 uM) e 0,5 mL de tampéo fosfato pH 7,4 (experimentos sem ativacao
metabdlica) ou da mistura S9 (experimentos com ativacdo metabdlica). Os tubos
assim compostos foram incubados a 37°C durante 20 minutos.

A fracdo microssomal S9 homogeneizada de figado de rato Sprague Dawley
(fracédo pbés-mitocondrial, suplementada com um co-fator, preparada a partir de figado
de roedores tratados com agentes indutores de enzimas, Aroclor 1254-500 mg/kg) foi
comercialmente obtida pela Molecular Toxicology, Inc., USA e revela se a substancia
ou amostra € mutagénica em sua forma original ou necessita ser metabolizada ou
ativada para se tornar mutagénica. O sistema de ativacdo metabolica consistiu de 4%
de fracdo S9, 1% de 0,4 M de cloreto de magnésio, 1% de 1,65 M de cloreto de
potassio, 0,5% de 1 M de glicose-6-fosfato e 4% de 0,1 M de B-nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato, além de 50% de 0,2 M de tampéo fosfato pH 7,4 e 39,5% de
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agua destilada estéril (MORTELMANS; ZEIGER, 2000). Essa mistura foi mantida em
banho de gelo durante todo o ensaio. Todas as solu¢des foram preparadas sempre a
fresco e utilizadas num periodo maximo de 3 horas.

Apébs o tempo de incubacdao, foram adicionados 2 mL de agar de superficie (top-
agar), suplementado uma solucédo de L-histidina e D-biotina (0,05 mM) na proporcéo
de 10:100 mL. Os tubos foram levemente homogeneizados e vertidos em placas de
Petri contendo &gar minimo glicosado. Com a solidificagcdo do top agar, as placas
foram incubadas por 48 horas a 37°C. Transcorrido esse tempo, o niumero de colonias
revertentes por placa foram contadas manualmente.

Para confirmar as propriedades de reversdo e especificidade de cada cepa
foram utilizados controles positivos, sendo em ensaios sem ativacdo metabdlica, o 4
-nitrofenilenodiamina (24 uM) para as cepas TA98 e TA97a, azida sbdica (7 uM) para
a cepa TA100 e mitomicina C (0,53 pM) para a cepa TA102. E para 0s ensaios com
ativagdo metabdlica, foram usados 2-anthramine (2,3 uM) para cepas TA98, TA97a e
TA100 e 2-aminofluorene (20 uM) para cepas TA102. Também foi realizado um
controle onde apenas o indculo bacteriano, sem qualquer tratamento, foi plaqueado,
a fim de se determinar a taxa de reversao espontanea de cada cepa e compara-la
com os padrdes recomendados.

O indice de mutagenicidade (IM) foi calculado para cada concentracéo testada,

de acordo com a seguinte férmula:

IM = nUmero de revertentes por placa (composto-teste)

namero de revertentes por placa (controle negativo)

A amostra é considerada mutagénica quando o IM for maior ou igual a 2 em
pelo menos uma das concentracdes testadas e quando houver uma relacdo dose
resposta entre as concentracfes testadas e o numero de revertentes induzidas
(MORTELMANS; ZEIGER, 2000). Foram realizados trés ensaios indepentendes.

3.5.2 Ensaio do micronucleo (MN) com bloqueio da citocinese

O ensaio do MN foi realizado de acordo com o protocolo de Fenech (2007),

com algumas modificacdes.
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Neste ensaio, as células HepG2 foram cultivadas em placas de 6 pocos em
uma concentracao inicial de 1 x 10° células/poco e entéo tratadas por 24 horas com
diferentes concentrac¢des de VO (oro) (1,56, 3,12, 6,25 e 12,5 uM), além dos controles
experimentais constituidos por meio de cultura completo (controle negativo), aflatoxina
B1 (5 uM, controle positivo) e cisplatina (2 uM, complexo referéncia).

Apés o periodo de tratamento, o meio de cultura contendo a amostra foi
substituido por um novo meio de cultura (sem qualquer tratamento), e entdo
adicionado a cada pogo 20 pL de citocalasina B (6,25 pM), afim de interromper a
citocinese. As células foram incubadas por mais 28 horas nas mesmas condicdes.

ApoOs esse periodo, as células foram colhidas por meio de Tripsina-EDTA,
transferidas para um tubo falcon e centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento celular ressuspendido com 3 mL de
solucéo hipotbnica gelada (KCl 0,075M). Em seguida, a suspensédo celular foi
centrifugada e ressuspendida em 5 mL de fixador metanol: 4cido acético (3:1), por 2
vezes. Apés nova centrifugacédo, o sobrenadante foi desprezado e a suspensao celular
gotejada em laminas previamente limpas e mantidas em 4gua destilada gelada até o
momento do uso.

Quando secas, as laminas foram coradas com o kit Panético Rapido LB,
lavadas com agua destilada e secas a temperatura ambiente. Em seguida, as laminas
foram analisadas em microscopio optico, em objetiva de 40x. Foram realizados trés
ensaios independentes, onde um total de 6000 células binucleadas viaveis foram
analisadas por grupo de tratamento. Os critérios utilizados para identificacdo dos MNs
foram baseados em Fenech (2007). Além disso, foram contadas um total de 3000
células viaveis entre mononucleadas, binucleadas, trinucleadas e multinucleadas
(quatro ou mais nucleos) para calcular o indice de divisdo nuclear (IDN). O IDN foi

calculado de acordo com Eastmond e Tucker (1989), utilizando a formula:

IDN = [M1 + 2(M2) + 3(M3) + 4(Ma)]
N

Onde M1 - M4 representa o numero de células com 1 a 4 nacleos, e N o numero

total de células viaveis pontuadas.
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3.5.3 Ensaio do cometa

O ensaio do cometa foi realizado de acordo com o protocolo de Tice et al.
(2000), com algumas modificacdes.

Neste ensaio, as células HepG2 também foram cultivadas em placas de 6
pPocos em uma concentracgdo inicial de 1 x 10° células/poco e entdo tratadas por 24
horas com diferentes concentracdes nao citotéxicas do complexo (1,56, 3,12 e 6,25
KUM), além dos controles experimentais: meio de cultura completo (controle negativo),
perdxido de hidrogénio (50 uM, controle positivo) e cisplatina (2 uM, complexo
referéncia).

ApOs o periodo de tratamento, a viabilidade celular foi avaliada pela técnica de
exclusao por azul de trypan, e apenas 0s grupos que apresentaram viabilidade celular
superior a 70% foram submetidas ao ensaio do cometa.

As células foram recolhidas dos pocos e transferidas para eppendorfs de 2 mL,
centrifugadas a 2000 rpm por 3 minutos e lavadas com PBS por duas vezes. O pellet
de células foi homogeneizado com 200 pL de agarose de baixo ponto de fuséo (0,5%).
Cada 100 pL dessa suspensao foi aplicada em uma lamina pré-revestida com agarose
de ponto de fusdo normal (1,5%). As laminas foram cobertas com laminulas e
mantidas a 4°C por 10 minutos.

ApoOs a solidificacdo da agarose, as laminulas foram retiradas e as laminas
imersas em solucao de lise recém preparada (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM,
1% de Triton X-100 e 10% de DMSO, pH 10), e mantidas por 18 horas (overnight),
abrigada de luz em geladeira. Apos esse procedimento, as laminas foram lavadas em
banho de 4gua destilada gelada por duas vezes, e logo em seguida, foram imersas
em tampao de eletroforese alcalino (NaOH 300 mM e EDTA 1mM, pH 13) em banho
de gelo por 20 minutos para desnaturacéo do DNA.

A eletroforese foi conduzida nessa mesma solugéao a 4°C por 20 minutos sob
uma corrente elétrica de 25V e 300mA. Posteriormente, as laminas foram imersas em
tampao de neutralizacao (Tris 0,4 M, pH 7,5) por 15 minutos e fixadas em etanol
absoluto por 5 minutos.

No momento da andlise, as laminas foram coradas com GelRed™ (Biotium Inc.,
Fremont, CA, EUA) (GelRed/PBS; 1:10.000 uL v/v) e as amostras foram analisadas
usando um microscopio de fluorescéncia (Carl Zeiss, Axiostar Plus; Jena, Alemanha)

com filtro de excitacédo de 515-560 nm e filtro de barreira de 590 nm.
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Para cada tratamento, a extensao e a distribuicdo do dano ao DNA indicado
pelo ensaio do cometa foram avaliadas examinando um total de 300 células (em trés
ensaios independentes) selecionadas aleatoriamente e sem sobreposicdo nas
laminas. Para cada lamina, as células foram visualmente pontuadas e alocadas em
uma das cinco classes (0, 1, 2, 3 e 4) de acordo com o tamanho da cauda, sendo:
classe 0, sem danos visivel; classe 1, pouco dano; classe 2, danos médios; classe 3,
danos extensos; e classe 4, danos maximos. O score foi calculado multiplicando o
namero de células danificadas pelo valor da respectiva classe de cometa (0, 1, 2, 3

ou 4) e, em seguida, somou-se cada tratamento.

3.6 Permeabilidade in vitro
3.6.1 Ensaio de permeabilidade in vitro em células Caco-2

O protocolo experimental para a realizacdo dos ensaios de permeabilidade foi
conduzido de acordo com Hubatsch et al. (2007).

Para tanto, as células Caco-2 foram cultivadas em placas Transwell® (Corning)
contendo 12 poc¢os, com insertos de policarbonato de 0,4 um de poro e area de 1,12
cm?, em uma densidade inicial de 2 x 10° células/inserto. As culturas foram mantidas
em incubadora sob as mesmas condicdes de cultivo ja descritas, durante 21 dias para
atingir a confluéncia e a diferenciacdo espontanea das células. O meio de cultura foi
substituido a cada 2-3 dias durante o periodo de manutencado nos insertos.

ApGs o periodo de cultivo, as células foram lavadas com tampéao HBSS (Hanks’
Balanced Salt solution, Gibco-Invitrogen) pH 7,4 contendo 10 mM de acido 2-[4-(2-
hidroxietil) piperazina-I-il] etanosulfénico (HEPES) e incubadas a 37°C e 5% de CO:
por 30 minutos.

A formacgéo e integridade da monocamada celular foi examinada quanto ao
valor de resistividade elétrica transepitelial (TEER) utilizando o minivoltimetro Millicell
ERS® (Millipore). Foram consideradas integras e apropriadas para 0 ensaio, 0S
insertos que apresentaram valor de TEER maior ou igual a 200 Q cm?.

Os experimentos foram iniciados com a adi¢cao dos diferentes tratamentos nos
compartimentos apicais das placas Transwell®. VO (oro) foi solubilizado em tampéo
HBSS pH 6,5 contendo 10 mM de acido 2- (N-morfolino) etanosulfénico (MES) e
testado na concentracdo de 6,25 UM para garantir a viabilidade da monocamada, e

como marcadores padrdes de alta e baixa permeabilidade, foram utilizados cloridrato
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de verapamil (100 pM, Sigma-Aldrich) e fluoresceina (60 uM, Sigma-Aldrich),
respectivamente. Ja no compartimento basolateral (receptor) foram adicionados 1,2
mL de tampé&o HBSS 7,4.

Durante o experimento, as placas foram mantidas sob agitacao orbital (130 —
170 rpm a 37°C).

Para a quantificacédo, 600 pL do volume de HBSS do compartimento basolateral
foram coletados nos tempos de 15, 30, 60, 120 e 180 minutos e transferidos para
microtubos. ApGs cada amostragem, procedeu-se a reposi¢cdo com tampédo HBSS pH
7,4, mantido a 37°C para manter o volume no compartimento.

Ao final do ensaio, coletou-se o volume restante do compartimento apical dos
insertos. Foram realizados trés ensaios independentes.

As amostras foram analisadas no Laboratério de Toxicologia da FCF — UNESP,
Araraquara, sob supervisdo do pos-graduando Ms. Jonata Augusto de Oliveira. O
sistema cromatografico consistiu de um ACQUITY UPLC® (Waters) equipado com
detector UV/Vis, operando em 280 nm. A coluna analitica empregada foi CSH C18
(2,1 x 100 mm; 1,7 um). A fase movel foi constituida dos solventes metanol e agua
(10:90), operando em modo isocratico e sob vazao de 0,3 mL/min. As amostras foram
mantidas a 10°C até a injecdo, enquanto a coluna foi mantida a 35°C durante o

processo de separacao cromatografica. O volume de injecéo foi de 2 pL.

3.6.2 Coeficiente de permeabilidade aparente

Os coeficientes Papp (cm/s) foram calculados utilizando a seguinte equacao:

Papp = (AQ/At) x (1/ (A x C0))

Onde:

(AQ/At) = variacdo da concentracéo inicial no tempo em mol/s;

A = area do filtro em cm?;

CO0 = concentragao inicial no compartimento apical em mol/mL.

Em seguida, a permeabilidade que é baseada na deteccdo das amostras no
compartimento basolateral do sistema Transwel foi classificada de acordo com os
valores de Papp obtidos, sendo mal absorvido (0-20%) quando seu valor é inferior a

1 x 10 cm/s, moderadamente absorvido (20-70%) quando seu valor esta entre 1 a 10
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x 10 cm/s e bem absorvido (70 — 100%) quando seu valor é maior que 10 x 10 cm/s
(YEE, 1997).

3.6.3 Coeficiente de particao (log P)

A obtencéo de log P pelo método cromatografico foi realizado com base no
Guideline 117 (2004) da OECD. A partir desse guia, foram selecionadas substancias
cuja curva de log k (log do fator de capacidade) versus o log P compreendesse valores
entre 0,3 e 6,2 (Tabela 1).

Foi utilizado para esse ensaio um ACQUITY UPLC® (Waters) equipado com
detector UV/Vis, sendo a separacdo por coluna analitica BEH C18 (2,1 x 50 mm; 1,7
pum) com coluna de guarda com as mesmas caracteristicas (2,1 x 50 mm; 1,7 um) e
ambas mantidas a 30°C. A fase movel foi constituida dos solventes metanol:acido
férmico 0,1% (70:30), operando em modo isocratico e sob vazao de 0,4 mL/min. O

volume de injecéo utilizado foi de 2 L.

Tabela 1. Substancias utilizadas na curva para a determinacao do log P

Substéncia Log P
Butanona 0,3
Benzonidazol 0,77
Acetanilida 1
Nifedipino 2
Probenecida 2,3
Diazepam 2,7
Clorobenzeno 2,8
Timol 3.3
Fenantreno 45
Trifenilamina 5,7
DDT 6,2

3.7 Anédlise estatistica

Os resultados do ensaio de mutagao génica reversa com S. Typhimurium foram
analisados utilizando o programa estatistico Salanal (U.S. Environmental Protection
Agency, Monitoring Systems Laboratory, Las Vegas, NV, versdo 1.0, do Research
Triangle Institute, RTP, Carolina do Norte, EUA). Esse programa permite avaliar o

efeito dose-resposta com o calculo da analise de variancia (ANOVA) entre as medias
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do numero de revertentes nas diferentes concentracdes testadas e o controle
negativo, seguido de uma regressao linear. O modelo escolhido para a analise dos
dados foi o de Bernstein et al. (1982).

Todos os outros dados foram analisados estatisticamente pelo software Graph
Pad Prism 7.0 (Graph-Pad Software Inc., San Diego, CA, USA) utilizando analise de
variancia One way ANOVA para determinar as significancias estatisticas, seguida pelo
teste de Tukey considerando p < 0,05. Os ensaios foram feitos em triplicata e o critério
experimental foi a significancia da resposta ao tratamento em relacédo ao controle

negativo.
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4. RESULTADOS

4.1 Citotoxicidade

Os resultados obtidos pelo ensaio de exclusdo com azul de trypan estdo
representados na Figura 6 e os valores de ICso e IS na Tabela 2.

Foi possivel observar que o complexo VO (oro) induziu maior reducéo da
viabilidade celular na linhagem HepG2 (Figura 6A), de maneira dose-dependente, com
ICs0de 12,91 + 5,50 uM (Tabela 2) do que em GM 07492A (Figura 6B) que teve uma
reducdo estatisticamente significativa da viabilidade apenas na maior concentracao
testada (50 puM, ICso de 54,20 £ 6,49 uM). O IS foi de 4,19 (Tabela 2).

O sal metélico (VOSOa4) utilizado para preparar o complexo foi avaliado e
demonstrou ser mais citotoxico do que quando complexado com o acido orético em
ambas as linhagens, agindo de forma dose-dependente, com acdo mais acentuada
na linhagem tumoral. Os valores de ICso foram de 5,12 £ 1,55 pyM em HepG2 e 15,75
+ 4,85 uM em GM 07492A com IS de 3,07 (Tabela 2). Ja o ligante (4cido or6tico) ndo
apresentou atividade citotoxica, nas condi¢des utilizadas neste estudo.

A cisplatina (Figura 6C) também avaliada neste estudo ndo apresentou
seletividade comparando os resultados de citotoxicidade frente as células tumorais e
nao tumorais (I1S: 0,15). GM 07492A foi mais sensivel com ICso de 2,72 + 1,04 uM,
enguanto que para HepG2 foi de 18,11 + 6,08 uM (Tabela 2).
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Figura 6. Viabilidade celular (%) da linhagem tumoral HepG2 e ndo tumoral GM
07492A apods o tratamento de 24 horas com o complexo VO (oro), sal metéalico
(VOSO0a), ligante (acido orotico) e o complexo referéncia (cisplatina)
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(A) Viabilidade na linhagem HepG2. (B) Viabilidade na linhagem GM 07492A. (C) Viabilidade em ambas
as linhagens apds tratamento com cisplatina. CN: controle negativo (meio de cultura), viabilidade celular
de 100%; CP: controle positivo (MMS 50 uM), viabilidade celular de 7,5% em HepG2 e 10% em GM
04792A. Os valores sédo dados de acordo com a média e desvio padrao de trés ensaios independentes.
*p < 0,05 em relacdo ao CN.
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A Figura 7 mostra os resultados de fracdes de sobrevivéncia obtidos pela
avaliacdo do efeito citotoxico a longo prazo dos diferentes tratamentos através do
ensaio de sobrevivéncia clonogénica. As imagens representativas deste experimento
estdo na Figura 8 e os valores de ICso e IS também estdo na Tabela 2.

Os resultados revelaram que, apos 7 dias, VO (oro) inibiu a formacédo de
colonias das células HepG2 (Figuras 7A e 8), de maneira dose-depende, (ICso de 9,13
+ 0,14 pM, Tabela 2), enquanto que em GM 07492A (Figura 7B e 8) a inibicdo da
formacao de colbnias foi observada somente na maior concentracdo (50 pM, ICso de
52,83 + 4,00 uM). O IS foi 5,78.

O VOSO4 também reduziu estatisticamente a FS das células HepG2 (Figura
7A); na concentracdo 25 pM, a inibicao foi de 98,8% e em 50 uM foi completa,
apresentando ICso de 4,56 + 0,26 uM (Tabela 2). De maneira semelhante, nas células
nao tumorais GM 07492A (Figura 7B), a inibicdo foi de 94,5% em 25 uM e total em 50
UM, mas nas menores concentracdes nao houve inibicdo, sendo o ICso 15,65 + 0,57
UM (Tabela 2). O sal metalico também foi seletivo, com valor de IS de 3,43. Por outro
lado, assim como no ensaio de azul de trypan, o acido orético néo teve efeito citotoxico
nas células analisadas.

Quando avaliado o tratamento com cisplatina, a inibicdo da formacao de
colénias na maioria das concentragcfes testadas foi total, com auséncia de colbnias
(Figura 7C). Houve formacéo de colbnias apenas nas concentracdes 1,03 e 2,06 uM.
O ICso foi de 1,21 = 0,11 yuM para HepG2 e 1,06 £ 0,09 pM para GM 07492A,

confirmando a auséncia de seletividade (IS: 0,87, Tabela 2).
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Figura 7. Fracao de Sobrevivéncia (%) da linhagem tumoral HepG2 e ndo tumoral GM
07492A apoOs o tratamento de 24 horas com o complexo VO (oro), sal metalico

(VOSO0a), ligante (acido orotico) e o complexo referéncia (cisplatina)
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(A) Fracdo de sobrevivéncia na linhagem HepG2. (B) Fracdo de sobrevivéncia na linhagem GM
07492A. (C) Fracao de Sobrevivéncia em ambas as linhagens apés tratamento com cisplatina. CN:
controle negativo (meio de cultura), FS de 100%; CP: controle positivo (MMS 50 uM), auséncia de FS
em HepG2 e GM 07492A. Os valores sao dados de acordo com a média e desvio padrao de trés
ensaios independentes. * p < 0,05 em relagéo ao CN.
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Figura 8. Imagens representativas da formacédo de colonias de células HepG2 e GM

07492A coradas com cristal de violeta apds o tratamento de 24 horas com o complexo

VO (oro)

VO (oro)

HepG2

GM 07492A

6,25 uM 12,5 uM 25 uM 50 uM

50 uM
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Tabela 2. Valores de ICso (UM) e IS do complexo VO (oro), sal metalico (VOSOa4) e ligante (acido orético), além do complexo

referéncia (cisplatina), nas linhagens HepG2 e GM 07492A obtidos pelo ensaio de exclusdo com azul de trypan e sobrevivéncia

clonogénica
ICso0 (UM + DP)
Azul de trypan Sobrevivéncia Clonogénica
Tratamentos

HepG2 GM 07492A IS HepG2 GM 07492A IS
VO (oro) 12,91 + 5,50 54,20 + 6,49 4,19 9,13+0,14 52,83 +£4,00 5,78
VOSO4 5,12 + 1,55 15,75 +4,85 3,07 4,56 + 0,26 15,65 + 0,57 3,43

Acido Orético > 50 > 50 - > 50 > 50 -
Cisplatina® 18,11 + 6,08 2,72+1,04 0,15 1,21+0,11 1,06 = 0,09 0,87

ICs0: indice de citotoxicidade; a concentragdo do composto capaz de inibir 50% das células. IS: indice de seletividade; ICso (linhagem n&o tumoral)/ ICso
(linhagem tumoral). Valores obtidos pelo software GraphPad Prism 7.0 através da média de trés ensaios independente. 2 Cisplatina: complexo referéncia.
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O aspecto morfologico das células em cultura apds o periodo de tratamento foi
acompanhado por microscopia e pode ser observado na Figura 9. As imagens obtidas
mostram claramente que o aspecto morfoldgico, caracteristico da linhagem HepGz2,
foi alterado quando as células foram tratadas com 25 e 50 uM de VO (oro). Quando
utilizadas concentracées menores (3,12, 6,25 e 12,5 uM), foi observado apenas
reducdo na densidade dos aglomerados celulares em comparacdo ao controle
negativo. Na linhagem GM 07492A, houve apenas reducédo da densidade de células
na maior concentracdo (50 pM), sem alteracdo morfolégica. Os dados, portanto,

corroboram com os resultados de viabilidade celular obtidos.
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Figura 9. Fotomicrografias das linhagens HepG2 e GM 07492A apds tratamento com
o complexo VO (oro), por 24 horas

(A)

MMS Controle Negativo Cisplatina

3,12 uM 6,25 uM 12,5 uM 25 uM 50 uM

VO (oro)

(B) GM 07492A

3,12 uM 6,25 uM 12,5 uM 25 uM 50 uM

VO (oro)

(A) Fotomicrografias da linhagem HepG2. (B) Fotomicrografias da linhagem GM 07492A. Controle
negativo: meio de cultura completo; MMS: controle positivo (50 uM); Cisplatina: complexo referéncia
(16,6 uM em HepG2 e 2 pM em GM 07492A).

4.2 Determinacao de morte celular

Sobre o0 ensaio de marcagdo com Anexina V — FITC, as células marcadas com
anexina representam as células apoptoticas, as marcadas com IP representam as

células em necrose, enquanto que as marcadas com anexina + IP representam células
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em apoptose tardia. As porcentagens de células de cada classificacdo (apoptose
inicial, necrose e apoptose tardia) bem como a ilustracdo da marcacdo estao
apresentadas na Figura 10.

Os resultados mostram que as células tumorais HepG2 quando tratadas com o
complexo VO (oro) aumentou significativamente a porcentagem de células em
apoptose inicial e tardia, quando comparado ao grupo nao tratado (controle negativo).
Neste grupo de tratamento, houveram 47,5% de células em apoptose inicial, 0,5% em
necrose, e 26% em apoptose tardia, enquanto que o controle negativo, apresentou
6,5%, 1,5% e 5%, respectivamente, demonstrando dessa forma, que o complexo VO
(oro) induziu morte por apoptose nas condi¢cdes utilizadas neste ensaio. O mesmo
ocorreu quando avaliado o tratamento nas células GM 07492A; onde houve 16,5% de
células em apoptose inicial, 4% em necrose e 12,5% em apoptose tardia do grupo
tratado, enquanto o grupo nao tratado apresentou 3%, 1,5% e 6%, respectivamente,
demonstrando que a morte celular nesta linhagem também estaria associada a
apoptose. Nota-se, contudo, que o tratamento foi mais citotéxico na linhagem tumoral
HepG2, apresentando maiores taxas de células marcadas e menores taxas de células
viaveis (sem marcacao), e entdo consequentemente maior diferenca estatistica
guando comparado ao controle negativo.

Um perfil semelhante foi observado no tratamento com o complexo referéncia
(cisplatina) nos ensaios realizados com as células HepG2, onde houveram 50,5% de
células em apoptose inicial, 1,5% em necrose e 24% em apoptose tardia,
apresentando diferenca estatistica dos grupos de apoptose inicial e tardia quando
comparado ao controle negativo. Ja nas células GM 07492A, nota-se aumento
significativo apenas de células em apoptose inicial (12,5% para cisplatina e 3% para
controle negativo). Desta forma, assim como VO (oro), a cisplatina também induziu
morte por apoptose.

Dois controles positivos foram inclusos nos ensaios, afim de obter um controle
para morte por apoptose (mitomicina C) e um para necrose (peroxido de hidrogénio,
H202). A mitomicina C apresentou 41,5% de células em apoptose inicial, resultado
semelhante ao complexo. Enquanto o H202, apresentou maiores taxas de células em
necrose (29% em HepG2 e 22,5% em GM 07492A).
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Figura 10. Determinacéao do tipo de morte celular nas linhagens HepG2 e GM 07492A,

apos 24 horas de tratamento com o complexo VO (oro)

(A) HepG2
100+ Apoptose inicial
a,c a,c W= Necrose
*x

75 - e ac b.c T EEE Apoptose tardia
0 fulll * %
©
g T
S 50
(]
k=]
8

25

T
0
CN Cis MitoC H,O0, VO (oro)
GM 07492A
1007 Apoptose inicial
EmE Necrose
75 EmE Apoptose tardia

de células

%

CN Cis MitoC H,0, VO (oro)

(B)

HepG2

GM 07492A

(A) Porcentagem de células em apoptose inicial, necrose e apoptose tardia. CN: controle negativo (meio
de cultura completo); Cis: complexo referéncia (cisplatina 16,6 uM para HepG2 e 2 uM para GM
07492A); MitoC: controle positivo (Mitomicina C 1,5 uM); H202: controle positivo (perdxido de hidrogénio
50 uM). Os dados estdo expressos pela média e desvio padrdo de trés experimentos independentes.
A diferenca estatistica da substancia teste quando comparada ao controle negativo esta expressa em
(a) quando avaliado apoptose inicial, (b) necrose e (c) apoptose tardia. * p < 0,05 e ** p < 0,0001. (B)
Imagens ilustrativas de células marcadas para: apoptose inicial em verde, necrose em vermelho,
apoptose tardia em amarelo.
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4.3 Mutagenicidade e Genotoxicidade

A Tabela 3 apresenta a média do numero de revertentes/placa (M), o desvio
padréo (DP) e o indice de mutagenicidade (IM) apés o tratamento com as diferentes
concentracfes dos complexos VO (oro), frente as cepas TA98, TA100, TA102 e
TA97a de S. Typhimurium, na presenca (+S9) e na auséncia (-S9) de ativacéo
metabolica.

Os ensaios de mutagenicidade mostraram que, nas condic¢des utilizadas neste
estudo, VO (oro) ndo induziu um aumento de duas ou mais vezes no humero medio
de colbnias revertentes em comparacao ao grupo controle negativo, em nenhuma das
concentracbes e cepas de S. Typhimurium, com ou sem ativagdo metabdlica,
indicando auséncia de atividade mutagénica neste ensaio.
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Tabela 3. Atividade mutagénica expressa pela média e desvio padrdao do nimero de revertentes e indice de mutagenicidade (IM)
(em parénteses) das cepas TA98, TA100, TA102 e TA97a de Salmonella Typhimurium expostas a diferentes concentragfes do
complexo metélico VO (oro), com (+S9) e sem (-S9) ativacdo metabdlica

Numero de revertentes (M £ DP)/ placa e IM

TA 98 TA 100 TA 102 TA 97a
Tratamentos
-S9 + S9 -S9 + S9 -S9 + S9 -S9 + S9
CN 362 37+8 149 + 12 158 £ 15 393 £ 23 382 +21 176 £ 24 158 £+ 11
CP 734 + 432 1210 + 57¢ 1490 + 92° 1832 + 178¢ 1855 + 188¢ 1665 + 181° 1302 £ 912 1758 + 1234
VO (oro)

UM

6,2 39 +5(1,07) 40+11(1,08) 1677 (1,12) 147 + 11 (0,93) 408 + 36 (1,04) 427 + 28 (1,12) 177 + 14 (1,01) 168 + 12 (1,06)
12,5 41+11(1,14) 42+8(1,14) 173 +6 (1,16) 152 + 18 (0,97) 399 + 33 (1,02) 419 + 25 (1,10) 185 + 23 (1,05) 170 + 9 (1,07)
25 43 +5(1,18) 45+ 1 (1,22) 177 £ 11 (1,19) 152 + 4 (0,97) 381 + 23 (0,97) 433 £ 32 (1,13) 187 + 11 (1,07) 172 + 10 (1,09)
37,5 39+1(1,08) 41 +15(1,11) 162 +18(1,09) 151 + 17 (0,96) 346 + 19 (0,88) 378 + 18 (0,99) 173 + 18 (0,98) 175+ 19 (1,112)
50 35+ 3(0,97) 47 +7 (1,27) 155+ 6 (1,04) 143 + 4 (0,90) 342 + 22 (0,87) 347 £ 27 (0,91) 177 + 22 (1,01) 170 + 14 (1,08)

M = DP = média e desvio padrdo (com base em trés experimentos independentes); IM = indice de mutagenicidade; Controle Negativo (CN): sem tratamento, taxa de reversdo
espontanea das linhagens; Controle Positivo (CP): 2 4-nitro-O-fenilenodiamino (24 uM — TA98, TA97a); © azida sodica (7 uM — TA100); ¢ mitomicina (0,53 uM — TA102), em
auséncia de S9 e 9 2-anthramine (2,3 uM — TA98, TA100 e TA97a); ¢ 2-aminofluorene (20 uM — TA102), em presenca de S9.
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Quando avaliado pelo ensaio do MN, como pode ser observado na Tabela 4, o
complexo VO (oro) induziu um aumento estatisticamente significativo na frequéncia
de MNs apenas na maior concentragédo testada (12,5 pM) comparado ao controle
negativo. Nas demais concentracdes, nenhuma diferenca estatistica foi observada
entre os grupos tratados e o controle negativo.

Outro parametro avaliado neste ensaio foi o indice de divisdo nuclear (IDN),
onde nota-se uma reducgéo dos valores de IDN dos grupos tratadas com o complexo,
de maneira dose-dependente, sugerindo que VO (oro) possa interferir no estado
proliferativo das células, resultado este que corrobora com os dados apresentados
nos ensaios de citotoxicidade. O IDN do controle negativo foi 1,93 + 0,05 e dos grupos
tratados com o complexo variaram de 1,35 a 1,94.

Sobre o complexo referéncia, a cisplatina foi mutagénica no ensaio do MN,
provocando um aumento estatisticamente significativo na frequéncia de MNs (22,6 +
3,05) nas células HepG2, mas nao induziu diferenca estatistica quando comparado

ao controle negativo com relagao ao valor de IDN.

Tabela 4. Frequéncia de micronucleos (MNs) e indice de divisdo nuclear (IDN) em

células HepG2, apés 24 horas de tratamento com o complexo VO (oro)

Tratamentos MNs? IDNP
Controle negativo 4,3 +0,57 1,93 +0,05
Controle positivo 33 +4,24* 1,65 £ 0,04*

Cisplatina 22,6 £ 3,05* 1,84 £ 0,02
VO (oro)
1,56 uM 3,3+0,57 1,94 + 0,01
3,12 uM 3,0+£1,00 1,85+ 0,01
6,25 UM 4,6 +1,52 1,68 + 0,05*
12,5 uM 10,6 + 2,08* 1,35 £+ 0,06*

Os valores sé@o apresentados como média + DP do nuimero de micronicleos (MNs) e indice de divisdo nuclear
(IDN) em células HepG2. O controle negativo recebeu apenas meio de cultura completo, o controle positivo foi
Aflatoxina B1 (5 pM), e a cisplatina (2 pM) foi utilizada como complexo referéncia. 2 Um total de 6.000 células
binucleadas foram analisadas por grupo de tratamento. ® Um total de 3.000 células foram analisadas por grupo de
tratamento. * p < 0,05 estatisticamente diferente do controle negativo.
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Na Tabela 5 estdo detalhados os dados obtidos pelo ensaio do cometa, onde
observa-se que VO (oro), nas concentracoes testadas por um periodo de 24 horas em
células HepG2, ndo apresenta potencial genotoxico, pois ndo induziu diferenca
estatisticamente significativa de dano ao DNA quando comparado ao controle
negativo, nas condicdes utilizadas neste estudo.

Mesmo na maior concentracdo testada (6,25 pM), a maioria das células
analisadas encontram-se nas classes 0 e 1. Os valores calculados de score variaram
de 42,3 a 63,0 para os grupos tratados com VO (oro) e 48,3 + 9,4 para 0 controle
negativo, enquanto no controle positivo este valor foi de 185 + 4,2.

A cisplatina (2 uM) também apresentou o valor de score maior (83,3 + 10,0) e
diferente estatisticamente do controle negativo, demonstrando assim potencial

genotdxico.

Tabela 5. Migracdo de DNA no ensaio do cometa observado para culturas de HepG2

tratadas com diferentes concentragdes dos complexos VO (oro), por 24 horas

Tratamentos Classes Score

0 1 2 3 4

Controle negativo 63,0 + 8,7 28,0+9,8 6,7+0,5 2,3+0,5 0 48,3+9,4

Controle positivo  215+2,1* 205+21 275+35* 125+0,7* 18+2,8* 185 +4,2*

Cisplatina 493+10,0 27,3+11,2 153+8,3 6,7 +4,0 13+15 83,3 + 10,0*
VO (oro)
1,56 uM 72,3+6,0 15,7+ 3,0 7,320 40+2,6 0 42,3+11,6
3,12 yM 64,7+9,2 21,7+10,0 10,3x4,0 2,3+20 0,3+0,5 50,7+ 12,4
6,25 uM 56,0+2,0 29,0+1,7 11,0+ 3,6 40+3 0 63,0+ 4,3

Os valores séo apresentados como média + DP, com base em trés experimentos independentes. Um total de 300
células foram examinadas por grupo de tratamento e a pontuacao total foi calculada multiplicando o niumero de
células pontuadas pelo valor da respectiva classe de cometa (0, 1, 2, 3 ou 4) e, em seguida, calculando a soma de
cada tratamentos. O controle negativo recebeu apenas meio de cultura completo, o controle positivo foi peréxido
de hidrogénio (H202, 50 pM) e a cisplatina (2 pM) foi utilizada como complexo referéncia. * p < 0,05 estatisticamente
diferente do controle negativo.
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4.4 Permeabilidade in vitro

Os valores de Papp do complexo VO (oro), fluoresceina e verapamil foram
determinados a partir da fracdo permeada no sentido apical — basolateral empregando
membranas de células Caco-2.

A partir dos dados da fracdo permeada de VO (oro), foi calculada sua
permeabilidade aparente, que por sua vez apresentou Papp de 45,79 + 11,9 x 10°
cm/s, demonstrando, dessa maneira, boa permeabilidade pela membranca celular.

O mesmo calculo foi realizado para verapamil e fluoresceina, onde foram
obtidos os seguintes valores de Papp: 67,06 + 7,51 x 10° cm/s e 0,73 + 0,06 x 10°
cm/s, respectivamente, o que indica que as membranas das células Caco-2 apés 21
dias estavam integras e adequadas para o experimento, pois os padrées de alta
(verapamil) e baixa (fluoresceina) permeabilidade responderam como o esperado.

Previamente ao ensaio de permeabilidade in vitro, foi determinado o log P. A
curva de linearidade curva de log k versus log P dos padrdes utilizados permitiu o
calculo da equacéo y=0,304x — 0,3339 e coeficiente de correlacéo, r = 0,981. O log P
alcancado foi de -0,57, com tempo de corrida de 0,314 min, o que indica baixa

lipofilicidade.
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5. DISCUSSAO

Desde a introducéo da cisplatina na quimioterapia, muitos complexos metalicos
foram sintetizados com o objetivo de exercer maior toxicidade contra as células
tumorais, com efeitos colaterais minimos. Com este objetivo, a conjugacao de varios
metais, incluindo platina, com diferentes ligantes foram avaliadas atuando contra
modelos de cancer in vivo e in vitro (BRUIININCX; SADLER, 2008; HADJIADAMOU
et al., 2020).

O uso do vanadio como composto de coordenacgdo tem demonstrado inUmeras
atividades bioldgicas, incluindo propriedades anticancer, que se faz uma alternativa
eficaz e com baixa toxicidade em comparacao a outros metais. Estudos baseados em
complexos de vanadio foram desenvolvidos durante anos, possibilitando a descoberta
de uma série de complexos com atividade antitumoral. Estudos apontam que, 0s
complexos de vanadio exercem potentes efeitos antitumorais por meio da ativacao de
vias apoptoticas, parada do ciclo celular e geracdo de EROs, induzindo menor
toxicidade em comparacdo com os complexos a base de platina (HADJIADAMOU et
al., 2020; KOWALSKI et al., 2017).

Assim, na intencao de investigar novas moléculas, além da busca de potenciais
agentes antitumorais, a sintese, caracterizacéo e atividade citoxica de complexos de
vanadio foi avaliada e os resultados descritos por Payolla et al. (2020). A fim de
complementar os dados ja obtidos, no presente estudo, o complexo VO (oro) foi
selecionado e investigado por meio de outras analises toxicogenéticas buscando um
possivel mecanismo de acdo, bem como fornecer dados confiaveis que subsidiem
futuras pesquisas clinicas.

De acordo com 0s nossos resultados, o ligante acido orético néo foi citotoxico
nas condi¢cOes de avaliacdo deste estudo, demonstrando que o perfil de citotoxicidade
de VO (oro) esta relacionado com o sal metalico, VOSOas. No entanto, VOSOa4 foi mais
citotoxico que o complexo em ambas linhagens celulares e com menor IS,
independente do sistema-teste usado. Esses resultados mostram que o vanadio,
guando complexado com um ligante biologicamente relevante, apesar de reduzir sua
capacidade citotoxica, torna-se mais seletivo para as células tumorais, causando
menores danos em células ndo tumorais, efeito este desejavel para que os efeitos

adversos sejam reduzidos quando pensamos em sua possivel aplicacao terapéutica.
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Os ligantes sao importantes na modificacdo dos efeitos bioldgicos de drogas
baseadas em metais, podendo garantir a protecdo de alguns tecidos contra ions
metélicos toxicos e, em uma estratégia de contraste, aumentar a absorcédo de ions
metélicos farmacologicamente ativos em outros (THOMPSON; ORVIG, 2006).

Sobre os sistemas-teste, 0 ensaio de exclusdo com azul de trypan é uma
técnica simples e rapida para medir a viabilidade celular a partir da integridade da
membrana celular. Entretanto, € possivel que a viabilidade de uma célula possa ter
sido comprometida mesmo com a integridade de membrana mantida, pelo menos
temporariamente (STROBER, 2015). Por isso, a necessidade de complementar a
avaliacdo com outros ensaios. O ensaio de eficiéncia clonogénica ¢ um método
considerado padréo-ouro para estudar o efeito citotdéxico a longo prazo na proliferacéo
celular (FRANKEN et al., 2006).

A combinacdo dos ensaios de viabilidade celular e citotoxicidade in vitro
fornecem informacdes que colaboram no entendimento dos mecanismos pelos quais
um xenobidtico atua a nivel celular, podendo assim relacioni-los com os processos
fisiologicos in vivo (MENYHART et al., 2016).

Payolla et al. (2020) ja haviam demonstrado que VO (oro) causa citotoxicidade
por interferéncia no perfil metabdlico celular evidenciado pelo método da resazurina.

Os resultados do presente estudo complementam sugerindo entdo que VO
(oro) altera a integridade da membrana e interfere na capacidade de clonogenicidade,
de maneira dependente da célula usada, o que pode ser acompanhado visualmente
pelas imagens de microscopia (Figura 8), que demonstraram a alteracdo morfologica
das células em cultura com crescimento em monocamada.

As alteracGes morfoldgicas foram notadas nas células HepG2 apéds tratamentos
por 24 horas com 25 e 50 uM de VO (oro), enquanto que em GM 07492A, as diferentes
doses testadas ndo induziram essa alteracdo. Owusu-Yaw et al. (1990) também
mostraram de forma semelhante os efeitos dos compostos metavanadato de aménio
(NHsVOs3), 6xido de vanadio(lll) (V203) e VOSO4 (sal metalico também avaliado neste
estudo), que desencadearam alteracbes de morfologia, com o arredondamento das
células e perda da definicdo nucleolar, que por sua vez foram atribuidas as alteracdes
na topologia e funcéo dos microtubulos e microfilamentos.

Wang et al. (2010) descreveram a atividade biologica de trés compostos de
vanadio, denominados metavanadato de sodio (NaVOs), bis(maltolato)oxovanadio(1V)

(VO(ma)2) e bis(acetilacetonato)-oxovanadio(lV) (VO(acac)2). Dentre os resultados
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obtidos, os autores mostraram que 0s compostos inibem significativamente a
proliferacdo de células HepG2 e exibem apenas um discreto efeito nas células L02
hepéticas imortalizadas, indicando também possuirem seletividade para células
tumorais.

Lu et al. (2019) avaliaram a relacéo estrutura-atividade de diferentes complexos
de vanadio, tendo como centro metélico o cloreto de vanadio (VCI3) e diferentes
ligantes frente ao potencial antitumoral. Os complexos revelaram valores de I1Cso que
variaram de 5 a 17,96 pM contra varias linhagens tumorais, inclusive em HepG2. Além
disso, os autores evidenciaram a capacidade dos complexos de vanadio em inibir
notavelmente a clonogenicidade celular e relataram alteracbes morfolégicas
caracteristicas do processo apoptético em células MGC803 (linhagem celular de
cancer gastrico humano), de maneira dose-dependente, apos 24 horas de tratamento,
guando avaliado pelo ensaio com Anexina V-FITC/ IP.

Narla et al. (2000) descreveram a sintese e a caracterizacdo de 15 novos
complexos de oxovanadio(lV), e examinaram a atividade citotoxica contra 14
diferentes linhagens de células tumorais humanas. Os resultados mostraram que 0s
compostos de oxovanadio induzem apoptose em células tumorais e que
principalmente o composto nomeado [VO(Me2-fen)2] (bis-quelatado-fen) pode ser util
no tratamento do cancer.

VO (oro) também mostrou ser um efetivo indutor de apoptose em células
HepG2 apés a andlise da marcacdo com anexina V conjugada com o fluorocromo
FITC e com IP. O complexo levou a 47,5% de morte celular por apotose inicial e 26%
por apoptose tardia. Nas células GM 07492A, a morte provocadas por VO (oro)
também foi pela via apoptética, porém em taxas menores, com 16,5% por apoptose
inicial e 12,5% por apoptose tardia, resultado este ja esperado, visto que na intencao
de comparar os efeitos sobre as duas linhagens com a mesma concentragdo, a
escolha da dose partiu da citotoxicidade em HepG2. Desta forma, a concentragcéo
testada em GM 07492A seria menos citotdxica, o que ja teria sido evidenciado nos
ensaios de citotoxicidade, e que explica a menor quantidade de células marcadas.

Em um contexto geral, a citotoxicidade dos quimioterapicos esta relacionada
principalmente com a inducéo de apoptose (AUBRECHT et al., 1999). A apoptose é
uma forma de morte celular e um mecanismo fisiolégico altamente organizado para
destruir células danificadas. Este processo é caracterizado por alteragdes bioquimicas

e morfolégicas que incluem encolhimento celular e nuclear, condensacdo da
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cromatina, formacédo de corpos apoptoticos e fragmentacdo do DNA (EVANGELOU,
2002).

Como a morte celular desregulada € uma caracteristica comum de muitas
doengas, incluindo o cancer (ARIAS-GONZALEZ et al., 2018), a apoptose € o tipo de
morte celular mais desejada pelos tratamentos anticancer, pois seus processos nao
envolvem extravasamento de conteludos celulares, o que evita uma resposta
inflamatdria local e, portanto, danos teciduais (SU et al., 2015). A vista disso, 0 uso de
farmacos que induzem apoptose em células tumorais € uma estratégia bastante
explorada.

A inducdo da morte celular apoptética por compostos a base de vanadio esta
bem estabelecida, e muitos registros com diferentes complexos ja foram efetivados
(KOWALSKI; WYRZYKOWSKI; INKIELEWICZ-STEPNIAK, 2020). Tanto o vanadio
inorganico quanto alguns dos complexos levam a apoptose celular por meio de
eventos intracelulares classicos, como parada do ciclo celular, dissipacéo do potencial
da membrana mitocondrial, indugcdo do poro de transicdo da permeabilidade
mitocondrial, liberacdo do citocromo c, ativacao da proteina pré-apoptoética, ativacao
das caspases, fragmentacdo de DNA e formacé&o de corpos apoptéticos, o que leva a
morte celular. Tudo isso € mediado pela ativacdo de varias moléculas de sinalizacao,
como MAPK, NF-kB e EROs (DEL CARPIO et al., 2018; EVANGELOU, 2002).

Recentemente, Bakhshi Aliabad et al. (2019) demonstraram a inducao de
apoptose em células HepG2 pelo complexo de vanadio(IV) com 4-bromo-2-(((5-cloro-
2-hidroxifenil) imino) metil) fenol, denominado [IV(L)], dependente da via p53-p21.

Lu et al. (2019) observaram que ap6s o0 tratamento com o complexo
[C33H30NO2SVClI2], identificado como 19, a expresséo da proteina anti-apoptética Bcl-
2 diminuiu de maneira dose-dependente, enquanto a expressao da proteina pro-
apoptotica BAX elevou. Além disso, o acumulo de BAX estava envolvido na ativagéo
das caspases, posteriormente promovendo a liberagéo de citocromo e outros fatores
pré-apoptoéticos da mitocdndria, concluindo ao final que a apoptose ocorria atraves da
via mediada por caspase.

Em contraposicéo aos resultados do nosso estudo e aos demais citados acima,
Kowalski et al. (2017) demonstraram que o composto de vanadio ligado
covalentemente com ligante organico fenantrolina ([VO(oda)(fen)](H20)15) e o
conectado como contra-ions também com fenantrolina ([fenH][VO(nta)(H20)](H20)o,5),

desencadeiam morte por necrose, 0 que ressalta a importancia dessa avaliagéo.
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O potencial citotdxico, antiproliferativo e indutor de apoptose em linhagens
tumorais pode estar relacionado direta ou indiretamente ao DNA. Na quimioterapia
classica, os compostos anticancer tém como alvo direto o DNA, causando leses e,
por fim, desencadeando a morte celular. Isso estd de acordo com o paradigma da
cisplatina, no qual uma das principais vias terapéuticas é baseada na interacdo com
o DNA para gerar reticulagdes inter e intra-fitas (KOWALSKI; WYRZYKOWSKI;
INKIELEWICZ-STEPNIAK, 2020).

No entanto, sabe-se que a morte celular pode resultar, em parte, da interacéo
da droga com componentes celulares diferentes do DNA, e essas interacbes nao
necessariamente contribui para a inducado de mutacdes. Outra possibilidade é que a
morte celular e a inducdo de mutacdo possam resultar de aductos de DNA
quimicamente distintos. Alternativamente, lesbes de DNA quimicamente idénticas
podem resultar em morte celular ou mutagcéo, dependendo do resultado da tentativa
de reparo do DNA (SANDERSON; JOHNSON; HENNER, 1991).

VO (oro) ndo induziu um aumento na extensdo de danos ao DNA detectaveis
pelo ensaio do cometa, nem efeitos mutagénicos nas cepas bacterianas de S.
Typhimurium no teste de Ames, porém, na maior concentracao avaliada, foi capaz de
provocar um aumento estatisticamente significativo da frequéncia de MNs comparado
ao controle negativo. Esses resultados sugerem que VO (oro) ndo causa quebras de
fita de DNA e nao afeta diretamente a estrutura do DNA induzindo mutacgdes génicas,
mas sim, altera a distribuicdo cromossémica durante a divisao celular. Além disso,
ainda dentro dos parametros avaliados no ensaio do MN, € necessario ressaltar a
diminuicao do valor de IDN comparando com o controle negativo (IDN: 1,93 + 0,05)
na concentracdo proxima ao valor de ICso (12,5 pM, IDN: 1,35 + 0,06), confirmando
qgue VO (oro) interfere no estado proliferativo das células.

O ensaio do Cometa detecta lesdes no DNA antes do mecanismo de reparo. O
principio basico deste teste é a migracdo do DNA em uma matriz de agarose sob
condi¢cbes eletroforéticas. Quando observadas em microscépio, as ceélulas tém a
aparéncia de um cometa, com cabeca (a regido nuclear) e uma cauda contendo 0s
fragmentos de DNA que migram em dire¢do ao pélo positivo (LU; LIU; YANG, 2017;
SINGH et al., 1988; TICE et al., 2000). O teste de Ames avalia a indugcéo de mutagdes
génicas, por meio de linhagens de Salmonella Typhimurium derivadas da parental
LT2, auxotroficas para histidina (His-), com gendtipos que as tornaram sensiveis a

diferentes eventos mutacionais, sendo entdo considerado um teste padrdo ouro no
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estudo de mutagenicidade (MARON; AMES, 1983; MORTELMANS; ZEIGER, 2000) e
o teste do MN, mutacdes cromossO6micas, sendo hoje um dos testes citogenéticos
mais bem estabelecidos no campo da genética toxicologica, com validacédo
internacional e aplicavel a qualquer populacdo celular nucleada (FENECH, 2007;
KIRSCH-VOLDERS et al., 2014).

Os compostos de vanadio ja sdo conhecidos por afetar o processo normal de
sintese de DNA, bem como influenciar em seu mecanismo de reparo (MIGLIORE et
al., 1993).

Ha relatos de que, em geral, os compostos de vanadio ndo sdo mutagénicos
para as bactérias, mas produzem danos clastogénicos e aneugénicos (quebras de
DNA e mé& segregagdo cromossOmica, respectivamente) em algumas células
(ASSEM; LEVY, 2009).

No presente estudo, a escolha da linhagem tumoral HepG2 para os ensaios de
citotoxicidade, MN e Cometa, ndo se deu somente pela maior sensibilidade ao
vanadio, mas também por apresentarem perfil de metabolizacdo (KNASMULLER et
al., 1998), pois muitas vezes a toxicidade néo esta relacionada ao complexo por si so,
mas sim aos seus metabalitos. As células HepG2 possuem a capacidade de manter
a atividade de enzimas da fase | e Il, além de muitas funcBes especializadas
normalmente perdidas pelos hepatdcitos primarios em cultura, como por exemplo a
secrec¢dao de proteinas do plasma (GARCIA-CANTON et al., 2013; HEWITT; HEWITT,
2004).

Galli et al. (1991) confirmaram que os compostos de vanadio avaliados, dentre
eles VOSO4, sal metalico usado neste estudo, s&o potencialmente agentes
antitubulinicos em células eucariéticas e embora sejam muito toxicos nas células V79,
nenhum efeito mutagénico foi observado na presenca ou na auséncia da fracao S9.

Migliore et al. (1993) confirmaram o potencial aneuploidogénico de quatro
compostos de vanadio, sendo eles NaVOs, NH4VOs, ortovanadato de sédio (NasVOa)
e VOSOs4. Uma consideravel inducdo de MNs foi encontrada em todas as
concentracOes testadas dos diferentes compostos.

Rodriguez-Mercado et al. (2011) demonstraram o potencial genotéxico do
vanadio em seus estudos, testando o metal em trés estados de oxidacao (Ill, IV e V).
Os resultados mostraram que tratamentos com tetradxido de vanadio (IV) aumentou
significativamente os danos ao DNA em todas as concentracdes por 4 ou 6 horas de

tratamento. Mas com relagéo as células expostas ao vanadio Il e V por 4 h, a cinética
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de reparo do DNA indicou que a maioria delas se recuperaram dentro do tempo de
incubacédo de reparo de 90 min.

A mutagenicidade de VO (oro) evidenciada somente na maxima concentracao
possivel de testagem pelo ensaio do MN sugere que a citotoxicidade do complexo
esta relacionada a instabilidade génomica, porém ndo exclusivamente, podendo agir
também por outros mecanismos de acao.

A auséncia ou baixa mutagenicidade e genotoxicidade de complexos
candidatos a farmacos quimioterdpicos € um aspecto importante, pois alguns
tratamentos, como os utilizando a cisplatina, podem ter consequéncias negativas de
longo prazo por meio da inducdo de alteragcdes gendmicas. Em células somaticas
normais, as mutacoes induzidas pela quimioterapia podem acelerar os processos
tumorigénicos. Além disso, as muta¢Bes induzidas pelo tratamento em células
cancerosas sobreviventes aumentam a heterogeneidade genética do tumor e podem
contribuir para o desenvolvimento de resisténcia ao tratamento posterior (NATH;
VATS; ROY, 2013).

Sobre a capacidade de permeacdo na membrana celular, seguindo a
classificacdo de Yee (1997), VO (oro) pode ser classificado como farmaco de alta
absorcdo, mesmo demonstrando baixa lipofilicidade, ou seja, com baixo valor de Log
P.

Alguns estudos em monocamadas de Caco-2 mostram que a permeabilidade
de alguns farmacos tende ser proporcional ao aumento de sua lipoficilidade (NATH;
VATS; ROY, 2013). De acordo com as regras propostas por Nath et al. (2013),
aproximadamente 90% dos farmacos seguem que o aumento da absorcéo através de
membranas celulares estéa relacionado com o aumento da lipofilia, com log P dentro
dafaixa<5e=0.

No entanto, de acordo com a literatura, os compostos de vanadio podem
atravessar a membrana celular através dos canais de fosfato ou sulfato,
transportadores de citrato de membrana, transportadores de lactato (transportador de
monocarboxilato, MCT1) e transportador de anion organico (OCT), o que pode
justificar, em parte, os resultados obtidos neste trabalho (YANG et al., 2003; TREVINO
et al., 2019).

Segundo Artursson et al. (2012), drogas hidrofilicas s&o transportadas

parcialmente através dos poros de agua da via paracelular através do epitélio
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intestinal, ou também pela via transcelular através do transporte mediado por
proteinas carreadoras e canais, 0 que corrobora com nossa hipétese.

Outro aspecto importante é que, apesar da lipofilicidade auxiliar na permeacéo
da molécula, altos valores de log P, ou seja, compostos muito lipofilicos, tendem a se
acumular no interior das células (FOSSATI et al., 2008; KRISHNA et al., 2001), logo,
a baixa lipofilicidade de VO (oro) € um ponto positivo, pois impede ou ao menos reduz
a quantidade de complexo retido nas células, podendo consequentemente gerar
menor toxicidade.

Vale ressaltar que a escolha da linhagem Caco-2 para a realizacao do ensaio
de permeabilidade in vitro se da por sua capacidade de diferenciacdo espontanea,
expressando caracteristicas morfologicas e bioquimicas presentes no intestino
delgado humano, como as microvilosidades na posicao apical, além de juncdes
estreitas entre as células adjacentes, expressdo de proteinas de transporte,
conjugacéao de proteinas de efluxo e enzimas de fase Il (FERNANDES et al., 2015).

Zhang et al. (2006) avaliaram a permeabilidade de trés complexos de vanadio
(1, 1v, V)-dipicolinato em monocamada de células Caco-2. Todos os complexos
exibiram a permeabilidade de membrana intermediaria (Papp variando de 1,4 a 3,0 x

10% cm/s), com baixo nivel de acumulacéo celular (<1%) em 60 minutos de incubacéo.
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6. CONCLUSAO

De acordo com as condi¢cdes experimentais utilizadas no presente estudo, 0s

dados obtidos permitem concluir que:

v O complexo VO (oro) é citotdxico interferindo na integridade da membrana
celular e na capacidade de clonogenicidade, além de apresentar seletividade
para as células HepG2 comparando com a linhagem ndo tumoral GM 07492A,
tanto pelo ensaio de exclusdo com azul de trypan quanto pelo ensaio de
sobrevivéncia clonogénica;

v" Nas concentracdes de 25 e 50 uM, o complexo altera a morfologia celular das
células HepG2, enquanto nenhum efeito é observado para a linhagem GM
07492A, a nao ser a reducdo de densidade dos aglomerados de células;

v" A morte celular induzida por via apoptética em ambas as linhagens, é de forma
mais acentuada nas células HepG2;

v' O complexo ndo apresenta potencial genotéxico pelo ensaio do cometa, nem
potencial mutagénico quando avaliado pelo teste de Ames, mostrando que nao
induz mutacdo génica. No entanto, demonstra efeito em nivel cromossdmico,
dependente da concentracdo quando avaliado pelo ensaio do MN;

v" O complexo VO (oro) apresenta baixa lipofilicidade, mas uma alta capacidade

de permeabilidade celular quando avaliado na linhagem tumoral Caco-2;

De uma maneira geral, VO (oro) possui capacidade de permear a membrana
celular, é citotéxico, danifica o0 DNA, podendo levar ao bloqueio do ciclo de diviséo
celular e a indugcé@o de morte pela via apoptotica.

Em suma, este trabalho permitiu explorar variados aspectos biologicos do
complexo de oxovanadio VO (oro), sendo que os resultados aqui presentes poderdo
dar subsidio para a continuidade da pesquisa com o complexo como um possivel

farmaco antitumoral.
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