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RESUMO

O céancer de mama é um dos mais frequente entre as mulheres em todo o mundo. Em
busca de drogas mais eficientes para o tratamento de cancer, complexos metalicos
estdo sendo amplamente estudados. A intercalacdo destes complexos em bases de
DNA pode inibir eventos como transcrigéo e replicagdo, causando morte celular. No
entanto, a utilizacdo destes compostos é limitada devido a sua toxicidade sistémica.
Nesse contexto, 0 uso de citrato de rodio [Rh, (H.cit),] associado com nanoparticulas
magnéticas (NPs) pode reduzir a toxicidade sisttmica no tratamento do cancer.
Neste estudo, foram comparados os efeitos do citrato de rodio livre [Rh, (HaCit)4],
[Rha(H,cit)4] carreado por nanoparticulas (NPs) [Magh-Rhy(Hcit);] e NPs de
maguemita funcionalizadas com &cido-citrico (Magh-cit) em células MCF-7 de
cancer de mama e células epiteliais de mama ndo tumorais (MCF-10A). Foram
também realizados estudos para verificar a inducao de apoptose por esses farmacos,
em células MCF-7. As concentrac@es estudadas de citrato de radio livre foram menos
citotoxicas do que as outras formulagcbes do farmaco avaliadas em ambas as
linhagens celular. Além disso, os resultados obtidos por citometria de fluxo,
mostraram aumento estatisticamente significativo de fragmentacdo de DNA em 36
horas de tratamento com Magh-Rhy(H.cit); NPs (300 puM) e com a mesma
concentragdo de ferro de Magh-cit NPs. Os mesmos tratamentos analisados por
imagens confocais mostraram a fragmentacdo nuclear, em células MCF-7 depois de
(48 horas). Apds 24 horas, os tratamentos induziram translocacao de citocromo C das
mitocéndrias. Apos pelo menos 12 horas de tratamento com as nanoparticulas, foi
possivel identificar caspases efetoras ativas. Portanto, foi demonstrado que o citrato
de rédio associado com nanoparticulas de maguemita e nanoparticulas de maghemita
ligada ao citrato induziram citotoxicidade em células tumorais e podem representar
uma alternativa para o tratamento do cancer de mama. Também foi demonstrado que
as nanoparticulas podem induzir, em células MCF-7, alteracBes celulares
caracteristicas de morte celular por apoptose, mesmo na auséncia de caspases 3.

Palavras-chave: Nanoparticulas. Apoptose. MCF-7. Caspases



SUMMARY

Breast cancer is a of the most frequent cancer among women worldwide. In search of
more efficient drugs against cancer, metal complexes are being widely studied. The
intercalation of these compounds in DNA bases impairs transcription and replication
events causing cell death. Nevertheless, the use of these compounds is limited because
of their systemic toxicity. In this regard, the use of dirhodium citrate [Rha(HzCit)4]
associated with magnetic nanoparticles (NPs), should work reducing systemic toxicity
in cancer treatment. In this study, we compared the effects of Rh,(H.cit)s, Rha(H,Cit),4-
loaded maghemite NPs [Magh-Rh,(H,cit)s] and citrate-loaded maghemite NPs
(Magh-cit) on  MCF-7 Dbreast cancer cells and MCF-10A non-
tumor and nontumorigenic epithelial breast cells. Events of apoptosis stimulated by
nanoparticles were also checked. The concentrations rhodium citrate was less
cytotoxic than other forms of drugs evaluated. Moreover, the results obtained by flow
cytometry showed statistically significant increase in DNA fragmentation 36 hours of
treatment with Magh-Rh,(H.cit); NPs (300 uM) and with the same iron concentration
of Magh-cit NPs. The same treatments analyzed by confocal images showed nuclear
fragmentation in MCF-7 cells after (48 hours). Treatment with 300 uM rhodium
citrate Magh-Rh,(H.cit); NPs and Magh-cit NPs after 24 hours, caused release of
cytochrome ¢ from mitochondria, indicading alteration of mitochondrial membrane
permeability. After at least 12 hours of treatment with nanoparticles, it was possible to
identify active effector caspases. We showed that dirhodium citrate associated with
maghemite nanoparticles and citrate-loaded maghemite NPs induced cytotoxicity in
tumor cells and should represent a great alternative for breast cancer treatment. It has
been shown that nanoparticles can induce changes that characterize apoptotic cell
death in MCF-7 cells, even in the absence of caspase 3.

Keywords: Nanoparticles. Apoptose. MCF-7. Caspases.
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1. INTRODUCAO

O uso de compostos inorganicos e suas aplica¢fes bioldgicas vém sendo cada vez
mais explorados. Os compostos metalicos tém apresentado propriedades antibacterianas,
antidepressivas, anti-hipertensivas e antitumorais (Chifotides & Dunbar, 2005). O foco na
atividade antitumoral dos metais iniciou-se com os resultados de inibicdo de tumores pela
cisplatina cis-[Pt(NH3).Cjz] ou cis-DDP1-3 e compostos relacionados utilizados no
tratamento de céancer de testiculo, cabeca, pescoco, esdfago e carcinoma de pulmao.
InvestigacOes acerca desse potente agente antitumoral tém sugerido que sua atividade
intracelular esteja focada na ligagdo com o DNA, levando a uma série de eventos como

inibicdo da transcricao e reparo, causando morte celular (Zhang & Lippard, 2003).

A atividade antitumoral dos carboxilatos de rodio (1) foi descoberta em 1972 por
Hughes e colaboradores. Os carboxilatos mais estudados (acetato, propionato e butirato),
induziram reducdo tumoral in vivo em testes em células leucémicas L1210 (Hughes et al.,
1972), ascite de Ehrlich (Erck et al., 1974), sarcoma 180 e linhagem de tumor P388 (Bear et
al., 1986). Com o objetivo de conferir aos complexos de rddio maior solubilidade em 4gua e
menor toxicidade sistémica, novos complexos foram sintetizados, substituindo carboxilatos
usuais por &cidos policarboxilicos ou hidrocarbonetos. Um dos resultados dessas novas
combinacBes de compostos foi o citrato de rddio [Rhy(Hacit),]. Esse complexo aumentou a
sobrevida de camundongos portadores de ascite de Erlich para 75%, contra 21% do grupo
controle, mostrou-se ainda bastante hidrossoluvel e com menor toxicidade sistémica,

comparada a outros carboxilatos de rodio (Zyngier et al., 1989).

A sintese do citrato de rodio e sua combinacdo com nanoparticulas reduziu a

toxicidade caracteristica dos compostos de rodio (in vivo e in vitro). Nosso grupo tem
11



investigado a atividade antitumoral do citrato de rédio associado com a nanoparticula de
maghemita (Magh-Rh,(Hcit);) em células MCF-7 (Michigan Cancer Foundation — 7) de
cancer de mama (Carneiro et al., 2011). Apesar das perspectivas do citrato de rédio como
agente antitumoral, baseados nos trabalhos existentes (Zyngier et al., 1989) e em nossos
resultados (Carneiro, 2011), existem poucos trabalhos relacionados com esse composto,

principalmente em relagdo ao seu mecanismo de ag&o.

A inducdo de morte de células tumorais pelo citrato de rodio, pode estar
relacionada com alguma forma de ativacdo da apoptose. Este € um processo natural de
morte celular que é caracterizado por uma grande variedade de vias de transducdo de sinais
que leva a degradacdo de DNA e alteracdo da permeabilidade da membrana plasmatica e
mitocondrial, sendo acompanhado por Vvérias vias de degeneracdo (Ghobrial et al., 2005;

Grivicich et al., 2007).

A apoptose é um processo fundamental, essencial para a homeostase e
desenvolvimento do tecido normal e esta intimamente associada com a ativacdo de
caspases, que levam a morte da célula por meio de protedlise de uma multiplicidade de

substratos celulares (Fischer et al., 2003).

Células MCF-7 de adenocarcinoma mamario sdo amplamentes utilizadas como
modelo de estudo de cancer de mama. Estas células sdo resistentes a uma variedade de
drogas e ndo expressam caspases-3 (Simstein et al., 2003; Janicke, 2009). Caspases sdo
proteases de cisteina que formam um sistema proteolitico central para a execucdo da
maquinaria da apoptose. Estas enzimas participam de uma cascata, que é desencadeada em
resposta a sinais proapoptéticos e culmina em clivagem de um conjunto de proteinas,

resultando na desmontagem da célula (Thornberry & Lazebnik, 1998). No entanto, alguns



trabalhos demonstraram a fragmentacdo de DNA em MCF-7, que ocorreria através de
mecanismos independente de caspases ou executada por outras caspases, que podem ser as
responsaveis por essa alteracdo morfoldgica, na auséncia de caspase 3 (Mc gee et al., 2002;

Semenov, et al., 2004; Guan, et al., 2012; Ozgir et al., 2012).

Nesse contexto, a proposta desse trabalho é analisar a morte celular por apoptose
induzida pela [Magh-Rhy(H,cit)s] e nanoparticulas de maghemita funcionalizadas com
citrato (Magh-cit), estudando os eventos celulares caracteristicos desse tipo de morte, como

a fragmentacdo de DNA, em células MCF-7.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANCER DE MAMA

2.1.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

O cancer de mama destaca-se entre outros tipos de neoplasias por ser 0 mais
comum entre as mulheres e por representar o segundo mais frequente no mundo. Na

populacdo mundial, a sobrevida apos cinco anos da doenca é de 61% (WHO, 2008).

No Brasil, excluidos os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de mama é o mais
incidente em mulheres. Para o ano de 2011, foram estimados 49.240 casos novos, que
representam uma incidéncia de 49 casos para cada grupo de 100.000 mulheres, sendo o
responsavel pelo 6bito de 12 mil mulheres por ano no pais (INCA 2011). Segundo o INCA
eram esperados 52 casos para 100.000 mulheres em 2012. O cancer de mama € o tumor que

mais mata a populacdo feminina em todo o Brasil (INCA, 2012).
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2.1.2 PATOLOGIA

A maioria dos canceres de mama sdo carcinomas, o que significa que sdo derivados
de células epiteliais. Os carcinomas podem ainda ser invasivos ou in situ. Os carcinomas in
situ podem surgir tanto em ductos como em I6bulos. Porém, estes permanecem localizados
em sua regido de origem sem comprometer estruturas adjacentes, ou seja, com baixo
potencial metastatico. Ao contrario dos carcinomas malignos invasivos que tem alto

potencial metastatico (Richie & Swanson, 2003).

Um fator importante no mecanismo tumorigénico do cancer de mama ¢é a alteracao
na regulacdo de apoptose que pode ser resultante de acimulos de danos genéticos levando a
alteracbes em genes tais como ativagdo de proto-oncogénes e inativacdo de genes
supressores de tumor. Esses danos genéticos podem ser herdados como mutacdes em
células germinativas ou adquiridos como mutacdes em células somaéticas. Fatores
ambientais (fisicos, quimicos e bioldgicos) podem estar relacionados com esses danos nos

genes (Pasqualini, 2002).

2.1.3 TRATAMENTO

Um importante pardmetro utilizado para escolha do melhor tipo de tratamento é o
nivel de estadiamento do cancer de mama. Essa avaliacdo tem como objetivo proporcionar
um bom progndstico as pacientes de cancer de mama. O estadiamento clinico do cancer de
mama envolve o célculo aproximado do tamanho do tumor e a estimativa do envolvimento
dos linfonodos axilares, pelo exame fisico e a mamografia. Os tumores podem ser

classificados em: estagio I (tumores < 2 cm e confinados a mama), estagio Il (tumores <5 cm

14



com envolvimento ou ndo dos linfonodos axilares mdveis), estagio Illa (tumores > 5 cm,
acompanhados ou ndo por envolvimento de linfonodos axilares), estagio Illb (lesBes mais

avancadas) e estagio 1V (todos os tumores com metastase a distancia (Singletary et al., 2008).

As modalidades terapéuticas para o cancer de mama séo a cirurgia e a radioterapia,
para o tratamento loco-regional, e quimioterapia e hormonioterapia, para tratamento

sisttmico (Barros et al., 2001).

No céncer de mama inicial com o tumor detectado somente na mama ou no caso
de mulheres com nddulo-positivo, 0 nédulo ou mama podem ser removidos cirurgicamente.
No entanto, residuos ndo detectados de tecido tumoral podem permanecer e se nédo tratados,
podem se desenvolver. Apesar de este fato ser incomum em cénceres de mama, o risco de
recorréncia € maior durante a primeira década e pode ser substancial durante a segunda

década ap6s o diagnostico (CTSU, R, 2005).

2.1.4 LIMITACOES NO TRATAMENTO

Apenas uma pequena propor¢cdo de individuos com reincidéncia de cancer de
mama € elegivel para a intervencdo cirargica. Felizmente, a doenca, mesmo quando
metastatica, continua a responder a uma grande variedade de formulacdes paliativas. Estas
formulacbes sdo empregadas na tentativa de prolongar a sobrevida ou para aliviar os
sintomas, embora ndo induzam a reversao do processo tumoral. Isto conduziu a uma grande
quantidade de pesquisas clinicas que exploraram 0s papéis da quimioterapia e
hormonioterapia como modalidades de tratamento primario para controlar a doenca

metastatica (Fossati, 1998).
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Alguns dos mais antigos tratamentos combinados sdo seis meses de FAC
(fluorouracil, doxorrubicina e ciclofosfamida) ou FEC (fluorouracil, epirrubicina e
ciclofosfamida), ou cinco anos de tamoxifeno, como recomendado pelo instituto nacional de
salde dos EUA publicado em uma conferéncia em 2001 (NIH, 2000). Essas combinacgdes
podem reduzir pela metade, aproximadamente, a taxa de mortalidade por cancer-ER positivo
(com receptor de estrogeno). No entanto, riscos significativos de recorréncia e de morte
permanecem, principalmente se forem considerados tanto a primeira como a segunda década

apo6s o inicio da doenca (CTSU, RI, 2005).

Além disso, muitos farmacos utilizados atualmente para o tratamento de cancer de
mama néo se acumulam seletivamente no tecido tumoral, assim como a maioria dos agentes
farmacologicos administrados pela via intravenosa, que sao uniformemente distribuidos para
todos os oOrgédos e tecidos do corpo, principalmente que apresentam alta permeabilidade.
Devida & alta pressdo intersticial no ambiente tumoral, o acimulo de agentes citotdxicos nas

lesbes neoplésicas é desfavorecido (Jain, 1987; Bosslet et al., 1998).

Os tumores geralmente consistem em populacfes mistas de células malignas,
algumas das quais sdo sensiveis as drogas, enquanto outras sao resistentes. A quimioterapia
mata as células sensiveis a droga, mas uma proporcao maior de células resistentes permanece.
A medida que o tumor comeca a crescer novamente, a quimioterapia pode falhar, porque as
células tumorais remanescentes sdo agora resistentes. Resisténcia a terapia tem sido
correlacionada com a presenca de pelo menos duas "bombas” moleculares, que ativamente
expulsam as drogas quimioterapicas das células do tumor. As duas bombas comumente
encontradas para conferir quimiorresisténcia no cancer sao a P-glicoproteina e a chamada

proteina associada com a resisténcia a multidrogas (MRP). Assim, esta acdo impede 0s
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efeitos da droga nas células tumorais, que € tentar atuar no interior da célula, no ndcleo ou no

citoplasma. (Persidis, 1999).

Obstaculos adicionais associados a quimioterapia convencional com apenas uma
droga incluem a acessibilidade limitada do farmaco ao tecido tumoral, induzindo a elevagéo da

dose, que pode levar a citotoxicidade intoleravel e ndo especifica (Das et al., 2009).

Considerando tais fatores limitantes para o tratamento do cancer de mama,
observa-se a necessidade de novas formas terapéuticas que sejam mais especificas para células

tumorais e que possam assim, eliminar ou reduzir as chances de reincidéncia da doenca.

2.2 ALTERNATIVAS PARA TRATAMENTO DE CANCER

2.2.1 COMPOSTOS METALICOS

A cisplatina foi um dos primeiros complexos metalicos a ser avaliado em relagdo a
atividade antitumoral (Rosenberg & Vancamp, 1969). Baseados nas perspectivas estabelecidas
pelos resultados dos testes com a cisplatina como agente antitumoral, estudos posteriores foram
realizados com compostos metélicos analogos (Boven et al., 1985) ou outros compostos
metalicos (Keppler, 1993), para avaliacdo dessas propriedades. Estudos subsequentes visavam
identificar o mecanismo de agdo, para aprimorar as caracteristicas farmacoldgicas desses
complexos, incluindo a reducédo da toxicidade (Ries & Klastersky, 1986). Os metais pesados
foram cogitados como candidatos a novos complexos metélicos antitumorais. Porém, eles séo
geralmente tdxicos, possivelmente devido a ligaces de enxofre e nitrogénio em sitios de
proteinas, que podem interferir em reacGes metabolicas. Além disso, varios metais apresentam
acao por meio da atividade redox (reacdo de reducdo-oxidagdo). Outro metal que apresenta
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colateralidade é o gélio, que parece sequestrar o ferro do metabolismo ou dos 0ssos no seu

funcionamento (Clarke, 1996).

No grupo dos metais de transi¢cdo, o uso da cisplatina apresentou limitagOes para
seu uso no tratamento anti-tumoral (toxicidade e resisténcia ao farmaco). Assim, outros metais
desse grupo foram estudados para a busca de uma melhor alternativa para o uso na terapia do

cancer (Rafique et al., 2010).

2.2.2 COMPLEXOS DE RODIO (Il)

Baseados nos resultados que mostravam o aumentou da sobrevida de camundongos
portadores de ascite de Ehrlich e leucemia P388, ap6s o tratamento com o acetato de rédio
(Hughes et al., 1972), os carboxilatos de rédio tornaram-se mais uma op¢do de composto
metélico com potencial de atividade antitumoral. No entanto, eram necessarios estudos para
melhor compreensdo dessa propriedade. Ensaios com tal finalidade demontraram que a
maioria desses compostos apresentavam alta toxicidade e baixa solubilidade. Uma das
excec¢des foi o citrato de rodio (11) (Bear et al., 1986). Outra observagdo importante foi que a
maioria das drogas antitumorais induz dano cromossémico nas células tratadas (por exemplo,
cisplatina), resultando na formagéo de lesdes cromossomicas (Zwelling, et al., 1979). O
butirato de rodio (I1) apenas aumenta ligeiramente a incidéncia de alteracfes cromossémicas

dos tipos falhas e quebras (Rao et al., 1980).

O propianato de rddio (1) e o acetado de rddio (11) inibiram a sintese de DNA em
celulas tumorais. Acredita-se que o modo de inibicdo da sintese de DNA dos carboxilatos de

rodio (I1) pode ser por meio da inibi¢do de enzima (s) essenciais para a sintese de DNA, tal
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como DNA-polimerase I, em vez de quelacdo de DNA (Erck et al., 1974). No entanto, devido
a elevada solubilidade em agua do citrato de rddio (I1), elevadas doses sistémicas do farmaco
seriam necessarias para alcancgar as concentracOes eficazes em locais do tumor. Portanto, o
desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada, em que o rodio (I1) esteja protegido do
meio extracelular para minimizar locais de toxicidade e prolongar sua acdo € um objetivo

desejavel (Sinisterra et al., 1999).

2.2.3 NANOBIOTECNOLOGIA

Nanotecnologia é o estudo de manipulacdo da matéria numa escala atbmica e
molecular. Um dos seus principais objetivos é o desenvolvimento de formas de diagndstico e
de terapia ainda mais seguros e eficazes para o cancer. Desenvolvimento tecnoldgico de
farmacos carreados por nanossistemas sdo uma promissora classe terapéutica com o
potencial de melhorar a eficicia e a seguranca dos farmacos utilizados atualmente. Ha
também a oportunidade de criar compostos terapéuticos novos, utilizando a nanotecnologia.
Cada vez mais arsenais de plataformas nanotecnoldgicas estdo sendo estudados incluindo
nanoparticulas poliméricas, lipossomos, nanocéapsulas, dendrimeros, nanoparticulas de

polinucleotideos, nanoparticulas metalicas e nanoparticulas magnéticas (Alexis et al., 2008).

2.24 NANOPARTICULAS MAGNETICAS

Nanoparticulas magnéticas oferecem algumas possibilidades atraentes na
biomedicina. Em primeiro lugar, elas tém tamanhos controlaveis que vao desde alguns

nandmetros até dezenas de nanémetros, o que as coloca em dimensfes que sdo menores ou
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comparaveis aos tamanhos de uma célula, um virus, uma proteina ou um gene. Isto significa
que elas podem interagir com um alvo bioldgico de interesse. Elas podem ser revestidas com
moléculas bioldgicas para fazer interagdo ou ligacdo especifica, assim proporcionam meios
controlaveis de “marca¢do” ou interacdo. Além disso, as nanoparticulas magnéticas
obedecem a lei de Coulomb, e assim, podem ser manipuladas por um gradiente de um
campo externo. Esta "acdo a distancia”, combinada com a penetrabilidade intrinseca de
campos magnéticos em tecido humano, possibilitam muitas aplicacfes, que envolvem
transporte e/ou imobilizacdo de nanoparticulas magnéticas, além de marcacdo magnética de
componentes bioldgicos. Dessa forma, elas podem ser sintetizadas para entrega de farmacos

como, por exemplo, um composto anticancerigeno (Arruebo et al., 2007).

As NPs magnéticas também podem conter um grupo de atomos radionuclideos
(&tomos com nucleos instaveis, que emitem radiacdo, podendo ligar-se quimicamente a
outras moléculas que apresentam uma afinidade particular para determinado processo
fisiol6gico) destinados a uma regido alvo do corpo, como por exemplo, um tumor

(Pankhurst et al., 2003).

Além disso, essas nanoparticulas podem ser utilizadas para responderem
ressonantemente a uma variacdo de campo, ou seja, com transferéncia de energia do campo
excitante para a nanoparticula. Esse processo pode ter aplicacBes Uteis. Por exemplo, as
particulas podem ser aquecidas através dessa variacdo de campo magnético, o que leva a sua
utilizacdo como agentes de hipertermia, proporcionando quantidades toxicas de energia
térmica em tecidos-alvo, tais como tumores. Estas e muitas outras potenciais aplicaces séo
disponibilizadas para a medicina, como resultado das propriedades fisicas especiais das

nanoparticulas magnéticas (Laurent et al., 2011).
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Visando a melhoria da disponibilizacdo do citrato de rédio (1), estudos foram

feitos para testar os efeitos do citrato de rddio (I1) carreados por nanoparticulas magnéticas

de maghemita (figura 1) comparando-os com o citrato de rodio (I1) livre em células de

cancer de mama (4T1 e MCF-7). Os resultados apresentaram uma a¢do mais especifica do

farmaco associado a nanoparticula em células tumorais (Carneiro et al., 2011; Carneiro,

2012). Apesar disso, ndo se tem informacdes sobre a atividade bioldgica tais como via de

morte celular induzida pelo conjunto.
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Figura 1: Representacdo da ligagdo quimica do citrato de rodio (1) com nanoparticulas de maghemita

(Adaptado de Carneiro, 2011; Peixoto, 2012).
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2.3 INDUCAO DE APOPTOSE EM CELULAS TUMORAIS

2.3.1 VIAS DA APOPTOSE

A investigacdo sobre as origens do cancer tem sido tradicionalmente centrada na
proliferagdo celular, no entanto, recentemente se tornou evidente que a morte celular
programada (denominada "apoptose"), é talvez, mais critica para a compreensdo da
tumorigénese e progressdao da doenga. A apoptose esta intimamente envolvida no

desenvolvimento e homeostasia dos tecidos normais (Rudin & Thompson, 1997).

As células malignas frequentemente portam mutacfes em componentes essenciais
da via apoptdtica que podem estar relacionadas com progndésticos ruins da doenca. Os
tumores sélidos devem contornar as vias de apoptose para formarem metastases e se
estabelecerem em locais secundarios de tumor. A quimioterapia tem sido aplicada no intuito
de eliminar células cancerigenas, pela inativacdo de vias metabdlicas importantes. No
entanto, atualmente reconhece-se que muitas vias quimioterapéuticas eficientes envolvem a
ativacdo de alguma via de apoptose. E, portanto, de primordial importancia, para o
desenvolvimento de tratamentos mais eficientes, o profundo entendimento dos fundamentos

moleculares da maquinaria da apoptose (McGill & Fisher, 1997)

A apoptose ocorre por meio de duas vias principais. A primeira é designada via
extrinseca ou citoplasmatica, a qual é acionada por meio do receptor de morte Fas (Focal
adhesions), um membro da superfamilia de receptores de fator de necrose tumoral (TNF)
(Zapata et al., 2001). O segundo caminho é a via intrinseca ou mitocondrial que, quando
estimulada, conduz a liberacdo de citocromo-c, a partir da mitocondria, e ativacdo de sinais

de morte (figura 2) (Jemmerson & Wang, 1996).
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Figura 2: Morte celular por Apoptose. A apoptose é ativada por trés formas principais. A via extrinseca € ativada por
receptores de morte Fas. A outra via é a intrinseca ou mitocondrial, que quando ativada, leva a ativagdo de citocromo ¢ da
mitocdndria e de sinais de morte. A via da granzima B via dependente de ativagdo de caspases ocorre mediante a entrega destas
proteases para a célula alvo através de granulos especializados que sdo liberados a partir dos linfocitos T citotoxicos (CTL) ou
natural killer (NK). Granulos de CTL e NK contém numerosas granzimas, bem como uma proteina de formacédo de poros,
perforina, que oligomerizam nas membranas das células alvo para permitir a entrada das granzimas. A granzima B, semelhante
aos caspases, também cliva seus substratos ap0s residuos Asp e pode processar BID, bem como a caspase-3 € -7 para iniciar a
apoptose. Ambas as vias convergem em um Unico caminho que envolve ativacéo de caspases que clivam moléculas regulatorias

e estruturais culminando em morte celular (Taylor et al., 2008).

23



Os mecanismos de apoptose sdo altamente complexos e sofisticados, envolvendo
uma cascata de eventos moleculares. Atuais evidéncias mostram que as duas principais vias
de apoptose estdo ligadas e que as moléculas de um percurso pode influenciar no outro (Igney
& Krammer, 2002). Além dessas, ha uma via suplementar que envolve citotoxicidade
mediada por células T e morte celular dependente de perforina e granzima. A via da perforina
e granzima pode ainda induzir a apoptose, quer por meio de granzima B ou granzima A
(figura 2). As vias extrinsecas, intrinseca e granzima B convergem no fim ou no caminho de
execucdo. Esta via é iniciada pela clivagem de caspase 3 e resulta na fragmentacdo do DNA,
degradacéo de proteinas do citoesqueleto e nucleares, reticulacdo de proteinas, formacéo de
corpos apoptéticos, expressdo de receptores de ligantes (ex: fosfatidilserina) para a célula
fagocitica e, finalmente, captacdo pelas células fagociticas. A via da granzima A ativa um
caminho paralelo de morte celular, independente de caspases, causada por danos no DNA de

cadeia simples (Martinvalet et al., 2008).

2.3.2 ATIVACAO DE CASPASES

As caspases possuem similaridades na sequencia de aminodacidos, estrutura e
especificidade de substrato (Nicholson & Thornberry, 1997). Elas sdo expressas como pro-
enzimas (30 a 50 kDa) que contém trés dominios: um dominio NH,-terminal, uma subunidade

grande (20 kDa), e uma subunidade pequena (10 kDa).

A ativacdo da apoptose envolve processamento proteolitico entre dominios,
seguido por associacdo das subunidades pequenas e grandes, de modo a formar um
heterodimero. Duas caracteristicas da estrutura das proenzimas sdo centrais para o0

mecanismo de ativacdo destas enzimas. Em primeiro lugar, o dominio terminal NH», que é
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altamente varidvel na sequéncia e no comprimento e esta envolvido na regulacéo de ativagéo.
Em segundo lugar, todos os dominios s&o derivados de pro-enzimas de clivagem em locais de
consenso da caspase, implicando que estas enzimas podem ser ativadas tanto
autocataliticamente como em uma cascata por enzimas com especificidade semelhante

(Thornberry & Lazebnik, 1998).

As caspases 3, 6 e 7 sdo conhecidas como caspases executoras. Elas estdo
posicionadas em locais posteriores as caspase-8 ou caspase-9 na cascata de ativacdo, e
representam um ponto em que as vias de apoptose intrinseca e extrinseca convergem. Uma
vez ativadas, as caspases executoras sdo responsaveis pela clivagem proteolitica de uma

ampla gama de proteinas celulares (figura 2) (Fischer et al., 2003).
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2.3.3 VIAS DE SINALIZACAO DA APOPTOSE MEDIADA POR METAIS

Metais ou EROs (espécies reativas de oxigénio) geradas por metais iniciam
diretamente a via intrinseca de apoptose. Esses também podem iniciar esta via indiretamente,
ativando a p53 como resultado de danos no DNA. A ativacdo de p53 provoca a expressao do
Bax (Bcl-2-asscoiated X Protein) e Noxa, duas proteinas apoptéticas que induzem um
aumento na permeabilidade mitocondrial. Nessa circunstancia, citocromo c € liberado para o
citosol a partir de mitocondrias danificadas e se liga a Apafl, resultando na ativacdo da
caspase-9. A mitocondria danificada, também pode liberar AIF (Apoptosis Inducing Factor),
que induz a apoptose de uma maneira independente de caspase, e Smac (Second
Mitochondrial-derived Activator of Caspase) que antagoniza o efeito anti-apopt6tico de
proteinas IAP (inibidores de apoptose). Metais ou EROs podem também potencilizar a via
extrinseca de apoptose por meio de MAP-quinase (Mitogen Activated Protein Kinases), em
particular de Jun N-terminal kinase (JNK) mediada por indugdo de expressdo de FasL (Fas
ligand) ou Fas. O recrutamento de proteinas contendo dominio de morte, como Fas adaptord
death domain (FADD) e Tumor associated death domain (TRADD), para estes complexos de
receptores ativa a caspase-8. A ativacdo de caspase-8 e caspase-9, leva a ativacdo de caspases

efetoras, incluindo caspase-3 e caspase-7 (Chen et al., 2001).
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2.3.4 APOPTOSE E CASPASE- 3

A caspase-3 tem sido considerada criticamente importante para a execugdo da via
apoptdtica mitocondrial (Porter & Janicke, 1999; Zhivotovsky et al., 1999). Esta, encontra-se
entre as caspases (incluindo também as caspases 6 e 7) que sdo ativadas apds a ruptura da
funcédo de barreira da membrana mitocondrial (Marzo et al., 1998). Assim, séo diferente das
chamadas caspases do citoplasma, as quais desempenham um papel na permeabilizacdo da
membrana mitocondrial (Susin et al., 1997; Medema et al., 1997; Marzo et al., 1998). A
ativacdo da caspase 3 depende da anterior ruptura da membrana mitocondrial e ocorre
concomitantemente com a liberagcdo da proteina intermembranar, citocromo c (Scaffidi et al.,
1998; Susin et al., 1997). Uma vez ativadas, caspases 3 e 7 agem na mitocondria para
intensificar a perda da integridade da membrana (Chandler et al., 1998), assim, exerce um
loop de feed back auto-amplificador em que a permeabilizacdo da membrana mitocondrial
causa ativacdo de caspases e vice versa. Além disso, esta via é regulada por proteinas da
familia Bcl-2 (B cell/ lymphoma 2), incluindo proteinas anti-apoptéticas, tais como Bcl-2 e
Bel-XL (B-cell leukemia/lymphoma Xx), e proteinas pré-apoptoéticas, tais como Bax e Bak
(Bcl-2 Homologous Antagonist/killer) (Merry & Korsmeyer, 1997). Evidéncias atuais
sugerem que a Bcl-2 atua na ativacdo da caspase-3 ao nivel de liberacdo do citocromo ¢ para
prevenir a apoptose (Shimizu et al., 1996; Chinnaiyan et al., 1996; Kluck et al., 1997; Yang

etal., 1997).

Com a proteolise de substratos, a caspase-3 evoca algumas das tipicas alteraces
bioquimicas e morfoldgicas associadas com a apoptose. Por exemplo, caspase-3 medeia a
clivagem de a-fodrina, gelsolina, quinase-1 associada a rho (ROCK-1) e quinase 2 ativada

por p21(PAK2) que contribuem para blebbing da membrana, clivagem do inibidor de
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DNase ativada por caspase (ICAD) e conduz ao padrdo de fragmentacdo de DNA

tipicamente observado na apoptose (Fischer et al., 2003).

As células MCF-7 de carcinoma de mama humano ndo expressam caspase-3
(Janicke et al., 1998). Apesar disto, células MCF-7 apresentam vérias alteracOes
morfoldgicas compativeis com apoptose apds o tratamento com uma variedade de agentes e
condicOes (Oberhammer et al., 1993; Eck-Enriquez et al., 2000). Alguns dos indutores (fator
de necrose tumoral- TNF e estaurosporina) capazes de induzirem a apoptose nesse tipo
celular, a executa na auséncia de fragmentacdo de DNA ou outros marcadores morfol6gicos
desse tipo de morte (Janicke et al., 1998). No entanto, outros estudos demostraram a
possibilidade dessas células serem induzidas a apoptose acompanhada dessas alteracGes
morfoldgicas tipicas, incluindo a fragmentacdo de DNA, sugerindo assim, a possibilidade de
que a caspase-3, pode ndo ser essencial para a fragmentacdo de DNA durante a apoptose (Mc

gee et al., 2002).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os mecanismos de morte celular pela acdo do citrato de rédio associado a

nanoparticulas de maghemita em células de carcinoma mamario.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar as nanoparticulas.

Comparar o efeito citotoxico das nanoparticulas associada ao citrato de rédio, das
nanoparticulas apenas funcionalizadas com citrato, e do citrato de rédio livre em
celulas de carcinoma mamario e células normais da mama.

Avaliar a apoptose na auséncia de caspase 3, promovida pelo citrato de rddio associado
a nanoparticulas de maghemita por via mitocondrial através do processo de ativacdo de

caspases, ativacao e tranlocagéo do citocromo c e de fragmentacdo de DNA.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 CELULASUTILIZADAS

Linhagem de células tumorais mamarias, MCF-7. As células adquiridas da American
Type Culture Collection (ATCC® HTB-22TM) foram inicialmente estabelecidas na
década de 70, a partir de células tumorais provenientes de efusdo pleural séo
originadas de tumor metastatico de cancer de mama. Estas apresentam receptor para
estrégeno e sdo tumorigénicas quando implantadas em camundongos nude, porém,

pouco invasivas (Zajchowski et al., 2001).

As células epiteliais mamarias ndo tumorais e ndo tumorigénicas MCF-10A
(Michigan cancer foundation-10A) foram cedidas pela Profd. Dra. Maria Mitzi
Brentani (Departamento de Radiologia, Laboratorio de Oncologia Experimental da

Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo — Brasil (ATCC® CRL 1037TM).

4.2 FARMACO

Citrato de rdédio [Rhy(Hqcit)s] e citrato de rédio associado a nanoparticulas de
maghemita [Magh-Rh,(Hxcit)s] nas concentracdes de 50 uM, 200 uM e 300 uM de
citrato de rodio e nanoparticulas de maghemita funcionalizadas com citrato (Magh-
cit) nas concentragdes de 3 mM, 12 mM e 19 mM de Ferro (concentragGes de Ferro
nas solucdes finais de [Magh-Rh,(H.cit),] em 50 puM, 200 uM e 300 uM de citrato de
rodio, respectivamente). O complexo de Rh,(Hcit)4, 0s fluidos magneticos composto
por Magh-Rh,(Hxcits) e Magh-cit obtidos pelo processo de coprecipitacdo alcalina de

fons Fe?* e Fe** foram sintetizados e caracterizados inicialmente sob supervisdo do
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Prof. Dr. Aparecido Ribeiro de Souza. As sinteses e caracteriza¢fes foram realizadas

no Instituto de Quimica da UFG, em Goiania (GO).

4.3 CULTURA DE CELULA

As células MCF-7 foram mantidas em cultura em meio Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM), acrescido de 10% de soro fetal bovino e 1% de antibi6tico e para MCF-
10A o0 meio usado foi o HAM’S F12 suplementado com 5% de soro fetal equino, 1% de
antibiotico, hidrocortisona (0,5 pg/ml), insulina (10 ng/ml) e fator de crescimento (20 ng/ml).
Ambos os tipos celulares foram mantidos em estufa umidificada contendo 5% de CO; a

37°C.

4.4 TRATAMENTO DAS CELULAS

Uma quantidade inicial de células (4x10%/cm?) foi semeada em placas de
poliestireno de 6, 24 ou 96 pocos (TPP, EUA) e mantida sob condic¢bes de cultura celular.
Transcorridas 24 ou 48 horas, as células foram tratadas com: (1) [Rha(H.cit)s] livre e (2)
(Rhy(Hacit), associado a nanoparticulas de maghemita [Magh-Rh,(H.cit)4], nas concentracoes
de 50, 200 e 300 uM de citrato de rédio ou (3) Magh-cit (nanoparticulas de maghemita
ativadas com citrato com 2,3x10% particulas de ferro/mL), nas concentracdes de 3 mM, 12

mM e 19 mM de Ferro.
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45 CARACTERIZACAO DOS FLUIDOS MAGNETICOS

Para a caracterizagdo quanto a distribuicdo de diametro e de carga superficial das
nanoparticulas, utilizou-se o aparelho Zetasizer Nano ZS (Malvern). Este aparelho utiliza
uma tecnologia denominada Dynamic light scattering (DLS), que permite estimar o diametro
médio das particulas e a sua distribuicdo. Estas particulas suspensas no liquido estdo em
movimento browniano constante, como resultado da repulsdo das moléculas do fluido. O
movimento de particulas em concentra¢gdes muito baixas depende da viscosidade do liquido,
da temperatura e do tamanho das particulas. Conhecendo a viscosidade e a temperatura, 0
tamanho das particulas pode ser calculado a partir de uma medi¢cdo do movimento das
particulas. Ao incidir um feixe de luz monocromatica, como um laser, em uma solu¢do com
particulas esféricas em movimento browniano é provocado um deslocamento nas particulas,
quando a luz as atinge, mudando o comprimento de onda da luz recebida e a posicdo com o
tempo. A intensidade, em um determinado ponto do padréo de difracdo, varia com o tempo,
devido a mudanca de posi¢do das particulas. Deste modo, as variagdes podem ser analisadas
no dominio do tempo, através de uma funcdo de correlacdo, e, medindo o coeficiente de
difusdo das particulas, € possivel calcular a distribuicdo de tamanhos (Lucas et al., 2001).
Potencial Zeta é uma alteracio que uma particula adquire em um determinado meio. E
dependente do pH, forca ibnica e concentracdo de um determinado componente. A
mobilidade das particulas submetidas a eletroforese foi medida pela técnica de eletroforese de
laser Doppler. Esta mobilidade eletroforética é entdo medida e convertida em potencial zeta
(Zetasizer Nano ZS, Malvern, UK). O ensaio foi realizado na temperatura de 25°C. Foram
utilizadas, nas analises, solu¢bes de nanoparticulas na concentracdo de 1:1000, em &agua

ultrapura.
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A caracterizacdo morfoldgica e a mensuragdo das particulas foram obtidas a partir
de MET (Microscopia Eletrénica de Transmissdo). As amostras dos compostos foram
preparadas com a adi¢do de 10 pL de 0,2% de Magh-Rhy(Hzcit), (0,153 mol/L de ferro) sobre
telas de cobre (300 malhas), previamente recobertas com 0,7% de Formvar. As telas foram

visualizadas em MET (JEOL 1011, 100 kV).

4.6 ANALISE DE CITOTOXICIDADE

O método utilizado para avaliar a viabilidade celular foi o0 método colorimétrico do
brometo de 3(4,5dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazélio (MTT), que é baseado na anélise da
reducdo do reagente MTT em formazan, pela acdo de desidrogenases mitocondriais. A
presenca destas enzimas ativas é um indicativo de viabilidade celular. Os cristais roxo de
formazan, formados pela reducdo do MTT, sdo quantificados por técnicas de
espectrofotometria (Husasain et al., 1993). Apos os periodos de tratamento (24 e 48 horas)
das células, nas concentracfes de 50, 200, 300 uM de citrato de rddio, o contetdo dos pogos -
Rh,(Hacit)s) , Magh-Rh,(H,cit), e Magh-cit (3 mM, 12 mM e 19 mM de Ferro) em meio de
cultura, foi substituido por uma solucéo de meio contendo 0,5 mg/mL de MTT (5 mg/mL em
0,15 M de PBS (Phosphate buffered saline: NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO,4 10 mM;
KH,PO,4 2 mM; pH 7,4). Foram realizados tratamentos com os farmacos em pogos vazios
(sem células), seguindo as demais etapas do protocolo. Estes tratamentos em pogos sem
celulas teve como objetivo eliminar a interferéncia da coloragdo dos farmacos e meio na
reacdo colorimeétrica analisada no espectrofotémetro. Os valores destas analises foram
utilizados como os “brancos” correspondente a cada tratamento e concentracdo, para

posterior normalizacdo dos resultados. As células foram incubadas por 2,5 horas em estufa
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umidificada contendo 5% de CO, a 37°C. Em seguida, 0 meio de cultura com MTT foi
removido e, logo, adicionados 200 uL de Dimetilsulfoxido (DMSO) para solubilizar os
cristais de formazan formados. Estes cristais foram quantificados em espectrofotdmetro
(SpectraMax M2, Molecular Devices) utilizando comprimento de onda de 595 nm. Para
avaliar a viabilidade celular entre os grupos de células MCF-7 e MCF-10A tratadas
[Rha(Hcit)4) , Magh-Rhy(H,cit), e Magh-cit] em relacdo ao controle ndo tratado foi realizada
a analise de variancia simples, ANOVA one way. J& para as andlises entre as células ou entre
as concentragdes, o teste escolhido foi o two way. As diferengas significativas foram

consideradas quando a probalidade foi menor que 5% (p<0,05).

4.7 ANALISE DE CITOCROMO C

As células (1 x 10%) foram plagueadas em laminulas estéreis previamente
depositadas no fundo de cada pogo da placa de 12 pocos. Depois de receberem tratamentos
[300 uM de citrato de rédio em Magh-Rh,(H.cit); 19 mM de Ferro de Magh-cit] por 24
horas ou 2 horas de 10 nM de paclitaxel (medicamento utilizado no tratamento de cancer que
interfere no crescimento normal do microtibulo) por para o grupo controle positivo, as
celulas foram lavadas com PBS duas vezes, fixadas com paraformaldeido 4% por 20
minutos, e permeabilizadas com 1,1,3,3-tetrametilbutilfenil-polietileno glicol (Triton-X 100)
(0.1%) em PBS por 10 minutos. ReagOes inespecificas foram bloqueadas com 3% de soro
fetal bovino (SFB) em PBS por 30 minutos. Posteriormente, as células foram incubadas com
anticorpo, anti-citocromo ¢ (1:200), em 3% de SFB por 2 horas a temperatura ambiente
(TA), lavadas com PBS (3 vezes) e incubadas com 1:300 de anticorpo secundario IgG, IgA e

IgM, conjugado com alexa-fluor 488 (emissdo 488/excitagdo 535) em PBS por 40 minutos a
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temperatura ambiente. Apo6s lavagem, as células também foram incubadas com 0,5 g/ml de
4' 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) e red mitotracker (50 nm). As laminas foram entéo

montadas e visualizadas por microscopia confocal (Leica TCS SP5).

4.8 ANALISE QUANTITATIVA DO CICLO CELULAR E

FRAGMENTACAO DE DNA

A analise do ciclo celular foi realizada por marcacdo com iodeto de propidio. Essa
marcacdo permite quantificar a fluorescéncia (citometria de fluxo) emitida pela intercalacao
com o DNA, que é variavel em cada fase do ciclo celular. Esta metodologia também permite
analisar as células que perderam DNA por fragmentacdo. Apds a permeabilizacdo da
membrana, os fragmentos menores que 182 bp (pares de base) de DNA, saem da célula e o
resultado € uma populacdo de células com quantidade de DNA reduzida que é identificada no
pico denominado sub GO/G1 a esquerda deste. As células (~ 2 x 10° ) foram plaqueadas em
placas de 6 pocos (1 x 10°) e tratadas com 300 puM de citrato de rédio [Magh-Rha(H,cit).] e
19 mM de Magh-cit por 24, 36 e 48 horas. Posteriormente foram recolhidas através da
tripsinizacdo, colocadas em eppendorfs e centrifugadas (5 min a 3000 rpm) para remocao da
tripsina e meio de cultura usado para neutralizar a enzima. Posteriormente foram
resuspendidas em 1 ml de PBS gelado (pH 7,4). Foram novamente centrifugadas e incubadas
com 200 pL de RNAse (50 pg/mL em PBS) a 37°C por 30 minutos. Apos centrifugacdo as
células foram incubadas com 100 pL de tampdo de lise (10 pg/mL 0,1% de citrato, 1% de
triton X em PBS) por 10 minutos e posteriormente com 100 pL de Pl (50 pg/mL) por 30

minutos a temperatura ambiente. O contetdo de DNA (emissdo em FL2 > 600 nm) celular foi
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analisado no Windows™ Flow Max por citometro de fluxo CyFlow® space cytometer
(Partec). Para avaliar as possiveis diferencas de fragmentacdo de DNA entre 0s grupos
tratados (Magh-Rh,(Hzcit), e Magh-cit) em relacdo ao controle n&o tratado, foi realizada a
analise de variancia simples, ANOVA one way. Para a avaliar as diferengas estatistica entre
os dois grupos tratados (Magh-Rh,(H.cit), e Magh-cit) foi realizada a andlise ANOVA, two

way. Foram consideradas diferencas significativas, quando valores de p foram <0,05.

4.9 ANALISE QUALITATIVA DE FRAGMENTACAO DO DNA

TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase (TdT)-mediated dUDP-biotin
nick-end labeling) é usado em associagdo com uma enzima, para marcar DNA fragmentado.
As células MCF-7, plaqueadas (1 x 10%) em laminulas previamente depositadas no fundo de
cada poco da placa de 12 pogos, foram tratadas por 48 horas com Magh-Rh,(H.cit)4 (300 uM
de citrato de rodio) e Magh-cit (19 mM de Ferro). Posteriormente as células foram coletadas,
fixadas em paraformaldeido a 4% por 1 hora, lavadas com PBS, permeabilizadas com 0,1%
Triton X-100 em citrato de sodio a 0,1% por 2 minutos no gelo, em seguida, incubadas com
fluoresceina dUTP na presenca de terminal deoxynucleotidyl transferase (Roche). Para os
controles positivos, 0s grupos de células MCF-7 foram tratados com 10 U/mL de DNAse
(Invitrogen) em 50 mM de Tris-HCI (pH 7,5) e 1 mg/mL de albumina sérica bovina (BSA)
por 10 minutos e para o0 controle negativo as celulas foram fixadas permeabilizadas e
tratadas apenas com 50 pL por po¢o da solucdo de marcacdo TUNEL, sem a enzima
terminal tranferase. A andlise qualitativa da marcacdo do DNA fragmentado das células
(fluorescéncia verde) foi realizada por microscopia confocal (excitacdo 488 nm e deteccao

560 nm).
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4.10 ESTUDO DA ATIVIDADE DE CASPASEG6 E 7

A atividade de caspases intracelulares em células MCF-7 foi avaliada utilizando
kits de deteccdo de caspases (SR-DEVD-FMK para Caspase 3 e 7 e FAM-VEID-FMK para
Caspase 6) ap0s 24 horas de tratamento com 300 uM de Magh-Rh,(H.cit), e Magh-cit (19
mM) em células plaqueadas em laminulas previamente depositadas no fundo de cada pogo
da placa de 12 pocos. Foram removidos o meio e o farmaco das células (1x10°) plaqueadas
em placas de 12 pocos. As células aderidas foram marcadas com FLICA 30 X (caspase 6 ou
7) em meio (1:30) por 1 hora a 37°C e 5% de CO,, Posteriormente 0 meio e 0 reagente
residual foram removidos e foi feita a marcacdo do ndcleo celular com 1,5 pL Hoechst (200
pg/mL) para 300 pL de meio por 5 minutos. Em seguida, as células foram lavadas com 1:10
da solucéo de limpeza contendo PBS do proprio Kit por duas vezes e fixadas com 1:10 do
fixador a base de formaldeido e metanol, que acompanha o reagente, em solucdo de limpeza.
As laminas foram montadas e analisadas em microscopio confocal em até 24 horas, sob
excitacdo e emissdo 490 e 520 nm respectivamente para a marcagao de caspase 6 e excitacao

de 550 nm e emisséo de 580 para a marcacao de caspase 7.

5. RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

A diluicdo das solucbes de nanoparticulas em &gua deionizada para caracterizagao
das composicdes foi de 1:100 e o pH da solucdo contendo nanoparticula de maghemita foi

6,7 e da Magh-Rh,(H.cit)4, 6,0.
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O composto de nanoparticulas de maghemita funcionalizadas com &cido citrico
apresentou didmetro hidrodindmico médio de 107 nm + 0,602 (Figura 3), potencial zeta de
superficie, ZP — 48 mV (Figura 4), com caracteristica monodispersa com Pdl (indice de

Polidispersédo) 0,137 = 0,011 (Figura 3).

Size Distribution by Intensity
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Figura 3: Distribuicdo de didmetro hidrodindmico das nanoparticulas (Magh-cit) em nandmetros, por
intensidade. Os complexos apresentaram didmetro hidrodindmico médio de ~107 nm. Cada experimento da
triplicata foi identificado com uma cor (vermelho - maghemita 1, verde — maghemita 2 e azul — maghemita 3).
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Figura 4: Distribuicdo do potencial zeta das nanoparticulas (Magh-cit). A carga das superficies das
nanoparticulas é negativa com potencial zeta de -48 mV. Cada experimento da triplicata foi identificado com
uma cor (vermelho - maghemita 1, verde — maghemita 2 e azul — maghemita 3).
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O composto de nanoparticulas de maghemita associadas ao citrato de rodio
apresentou didmetro hidrodindmico médio de 160,8 nm * 0,1 (Figura 6), potencial zeta de
superficie, ZP — 57,6 mV (Figura 7), com caracteristica monodispersa com PdI (indice de
Polidispersdo) 0,118 + 0,013 (Figura 6). Agregados de nanoparticulas apresentaram diametro

modal de 9 nm, com morfologia esférica (Figura 5).

Figura 5: Micrografia de aglomerados de nanoparticulas de Magh-Rh,(H.cit), visualizados por microscopia
eletrénica de transmisséo.
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Size Distribution by Intensity
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Figura 6: Distribuicdo de didmetro hidrodindmico das nanoparticulas (Magh-Rh,(H.cit); em nandmetros. Os
complexos apresentaram didmetro hidrodindmico médio de ~160,8 nm. Cada experimento da triplicata foi
identificado com uma cor (vermelho - maghemita citrato de rodio 1, verde — maghemita citrato de rodio 2 e
azul - maghemita citrato de rddio 3).
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Figura 7: Distribuicdo do potencial zeta das nanoparticulas (Magh-Rh,(H,cit), A carga das superficies das
nanoparticulas é negativa com potencial zeta de -57,6 mV. Cada experimento da triplicata foi identificado com
uma cor (vermelho - maghemita citrato de rédio 1, verde — maghemita citrato de rédio 2 e azul - maghemita
citrato de rodio 3).
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5.2 ANALISE DE CITOTOXICIDADE PELA AVALIACAO DA

DESIDROGENASE MITOCONDRIAL

Os compostos contendo citrato de rodio nanoparticulado com maghemita
promoveram maior reducdo da viabilidade nas células avaliadas do que o citrato de rédio
livre. Também a citotoxicidade promovida pelas nanoparticulas mostrou-se mais especifica
para as células tumorais em relagdo ao controle, em algumas concentragdes, apos 24 e 48
horas de tratamento. Com 24 horas de tratamento, a menor concentracdo de Magh-
Rh,(H.cit), avaliada (50 uM de citrato de rodio) mostrou-se citotdxica tanto para células
tumorais como para células normais do epitélio mamario (figura 8). Nas concentracdes de
200 e 300 uM (24 horas), a redugdo da viabilidade foi mais intensa em células de carcinoma
mamario (figura 8). Comparadas as células MCF-10A, a reducéo da viabilidade promovida
por 300 uM de Magh-Rhy(H.cit), em 24 horas mostrou-se significativa estatisticamente nas
células MCF-7 (figura 8). Também houve reducdo da viabilidade de células tumorais
tratadas com as nanoparticulas de maghemita funcionalizadas apenas com o citrato. Este
composto reduziu a viabilidade celular significativamente em ambas as linhagens e em todas
as concentragdes avaliadas em 24 horas de tratamento. Porém, com o equivalente de ferro de
200 e 300 uM de Magh-Rh,(Hxcit)s (12 mM e 19 mM de Ferro, respectivamente), observou-
se citotoxicidade, preferencialmente maior, em células tumorais, MCF-7 (figura 8). Em 48
horas de tratamento, a maghemita associada ao citrato, promoveu reducdo da viabilidade de
células tumorais de forma significativamente estatistica (p < 0,05), na concentracdo de ferro
(3 mM) equivalente a contida na maghemita associada ao citrato de rédio (50 pM). Na
mesma concentracdo e tempo de tratamento, esse complexo ndo foi citotoxico para celulas
MCEF-10A (figura 9). Também ndo foi citotoxica para as células MCF-10A, a concentragéo
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de 12 mM de ferro de Magh-cit que reduziu a viabilidade de células tumorais, enquanto 200
MM (48 horas) de Magh-Rh,(Hzcit)4 ndo foi citotdxica nessas células. J& na concentragdo de
300 pM desse complexo foi conferida a citotoxicidade em células tumorais e normais da
mama. O tratamento de Magh-cit de concentracdo comparavel ao complexo de 300 uM
Magh-Rhy(Hycit), (19 mM de ferro) também foi citotoxico para as duas linhagens, em 48

horas de tratamento (figura 9).
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Figura 8: Viabilidade celular em células epiteliais (MCF-10A) e células tumorais (MCF-7) da mama apds 24
horas de tratamento. Os tratamentos utilizados foram: Rh,(H.cit), livre e, associado a nanoparticulas de
maghemita [Magh-Rh,(H,cit),] 0.153 mol/L de ferro nas concentrag¢fes de 50, 200 e 300 pM de citrato de rddio
ou nanoparticulas de maghemita funcionalizadas com citrato (Magh-cit) 0.173 mol/L de ferro com 2.3 x 10'°
particulas de ferro/mL) na concentragdo de 3 mM, 12 mM e 19 mM de ferro. P < 0,05: (*); P <0,01: (**) e P <
0,001: (***).
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Figura 9: Viabilidade celular em células epiteliais (MCF-10A) e células tumorais (MCF-7) da mama ap6s
48 horas de tratamento. Os tratamentos utilizados foram: Rh,(H,cit), livre e, associado a nanoparticulas de
maghemita [Magh-Rh,(H,cit),] 0.153 mol/L de ferro nas concentragdes de 50, 200 e 300 uM de citrato de
rodio ou nanoparticulas de maghemita funcionalizadas com citrato (Magh V) 0.173 mol/L de ferro com 2.3
x 10% particulas de ferro/mL) na concentragdo de 3 mM, 12 mM e 19 mM de ferro. P < 0.05: (*) ; P < 0.01:

(**) i

5.3 ANALISE DE CITOCROMO C POR

IMUNOFLUORENSCENCIA

Essa analise teve como objetivo verificar ativacdo e translocacdo do citocromo c,
em células MCF-7. No inicio do processo de apoptose quando ha alteracdo do potencial de
membrana mitocondrial, essa proteina deixa a mitocéndria deslocando-se para o citosol
onde posteriormente participara da formacdo do apoptossomo. Nas células tratadas com 10
nM de paclitaxel por 2 horas (figura 10A—D), a marcagdo do citocromo ¢, em verde,

predomina sobre a marcagdo mitocondrial (em vermelho). Essa observacdo é evidenciada
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na sobreposicdo das imagens (figura 10C e D). Esse padrdo sugere que as proteinas nao
estdo mais confinadas dentro das mitocondrias, indicando um passo essencial para o inicio
da via intrinseca da apoptose esta ativo nas células MCF-7. Nas células ndo tratadas, a
marcagéo do citocromo ¢ coincide com a marcagdo das mitocondrias, apresentando uma
composicao fluorescente em amarelo na sobreposicao das imagens (figura 10G e H). Com
esse resultado é possivel inferir que nas células ndo tratadas n&o hé liberagdo espontanea
de citocromo c. Nos grupos de células tratadas com 300 uM de citrato de rodio em Magh-
Rhy(Hqcit), (figura 101- L) ou 19 mM de ferro de Magh-cit (figura 10M—P), por 24
horas, os resultados foram similares ao do controle positivo de células tratadas com
paclitaxel. Portanto, baseado nos resultados, sugere-se que os tratamentos com 300 uM
(citrato de rodio) Magh-Rhy(Hocit); ou 19 mM de ferro de Magh-cit foram capazes de

induzir a liberagdo de citocromo c para o citoplasma em células tumorais MCF-7.
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Figura 10: Localizagdo do citocromo ¢ em células MCF-7. A identificacfo do citocromo c foi realizada através
de marcacdo com anticorpo anti citocromo ¢ e anticorpo secundario (alexa-fluor 488) em verde (A, E, | e N).
As mitocdndrias foram marcadas com Red-mitotracker em vermelho (B, F, J e N). Para visualizagdo do ndcleo,
foi feita a marcagcdo com DAPI em azul. As células MCF-7 foram tratadas com 10 nm de paclitaxel por 2 horas
(A, B, C e D), no grupo controle positivo. As células ndo tratadas formaram o grupo controle (E, F, G e H). Foi
avaliado o tratamento com 300 uM de citrato de rédio em Magh-Rhy(Hacit), (1, J, K e L) e 19 mM de ferro de

Magh-cit (M, N, O e P). A translocacdo do citocromo c é definida na sobreposi¢do das imagens (C, D, G, H, k,
L,OeP).
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54 ANALISE QUANTITATIVA E QUALITATIVA DE

FRAGMENTACAO DE DNA

Em analise por citometria de fluxo, observou-se que as nanoparticulas induziram
a fragmentacdo de DNA em células MCF-7. A marcagdo de DNA fragmentado ocorreu em
todos os tempos de tratamento (figura 11RN1). No entanto, o resultado da quantidade de
fragmentacdo de DNA (figura 11A), s6 foi significativamente maior em relagdo ao controle
ap6s 36 horas de tramento de 300 uM (citrato de rédio) de Magh-Rhy(H.cit), e 19 mM de
ferro de Magh-cit, porém, ndo foi observada diferenca estatisticas entre esses dois

tratamentos.
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Figura 11: Fragmentacdo de DNA por citometria de fluxo em células MCF-7. As células MCF-7 foram tratadas
com 300 UM (citrato de rédio) de Magh-Rh,(Hacit), e 19 mM de ferro de Magh-cit por 24, 36 e 48 horas. O
DNA fragmentado é identificado no pico sub GO/G1 (B: RN1) ap6s marcacdo com iodeto de propidio (FL2). B/
RN2: DNA intrego. O teste foi realizado em triplicata com 3 repeti¢cBes. O histograma representa a média
aproximada das trés repetigcdes. A: Andlise estatistica de fragmentacdo de DNA induzida por 300 uM (citrato de

rodio) de Magh-Rhy(H.cit)4, 19 mM de ferro de Magh-cit e controle (ndo tratado) por 24, 36 e 48 horas. (*):
P<0,05.

A marcacdo do TUNEL pela adicdo de dUTP catalisada pela terminal
deoxynucleotidyl transferase, foi observada nos tratamentos de 300 uM (citrato de rodio)
Magh-Rh;,(Hacit), (figura 12D — F) e 19 mM de ferro de Magh-cit (figura 12G—1) em 48
horas, com perfil de marcacdo similar ao do controle positivo (figura 12A—C), confirmando

que os complexos metélicos testados induzem a fragmentacdo de DNA.
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Figura 12: Anélise de fragmentacdo de DNA por TUNEL em células MCF-7. O grupo controle positivo (A—C)
foi tratado com 10 U/mL de DNAse (Invitrogen) em 50 mM de Tris-HCL (pH 7,5) e 1 mg/mL de BSA por 10
minutos. As células MCF-7 também foram tratadas com 300 UM (citrato de rodio) de Magh-Rhy(H.cit), (D—F)
e 19 mM de ferro de Magh-cit (G—1) por 48 horas. A, D e G: campo claro. B, E e H: Campo escuro
(fluorescéncia). C, F e |: sobreposicdo do campo claro e fluorescéncia.

5.5 ESTUDO DA ATIVIDADE DE CASPASES6 E 7

A andlise de caspases efetoras (6 e 7) apds 12 horas de tratamento com 300 uM de
citrato de rédio em Magh-Rh,(Hqcit), (figura 13C—-F) e 19 mM de ferro de Magh-cit
(figura 13G-J) identificou a presenca destas em suas formas ativas. A marcacao
fluorescente das caspases € acompanhada por outras caracteristicas de células apoptéticas

48



como nucleo picnético e difuso (figura 131). Essas caracteristicas nucleares (marcacdo com
DAPI) indicam que a apoptose esta envolvida na citotoxicidade promovida por estes
complexos metalicos em células MCF-7. As células controles (ndo tratadas) ndo
apresentaram marcacao de caspases ativadas (figura 14A e 14B) Em analise realizada com
ambas as marcagdes para 0S mesmos grupos celulares simultaneamente, submetidos aos
mesmos tratamentos de Magh-Rh,(Hqcit); (figura 14A—C) e Magh-cit (figura 14D—F),
indica-se que as caspases em questdo sdo ativadas de forma associada, ou seja, ndo foi

observado a presenca de apenas uma caspase ativada individualmente.

CONTROLE Magh-Rh,(H,cit), Magh-cit

Figura 13: Ativacdo de caspases. No grupo controle sem tratamento (A e B), a fluorescéncia azul corresponde
apenas aos nucleos das células MCF-7 marcados com DAPI. Nas células tratadas com 300 uM de Magh-
Rh,(H,cit), (C—F) e 19 mM de ferro de Magh-cit (G— J) as caspases ativas 6 (E, F, 1 e J)emverdee 7 (C, D, G
e H) em vermelho foram identificadas apds 12 horas de tratamento. A, C, E, G e I: sobreposi¢do de Campo claro
e fluorescéncia. Setas indicam nucleos picnéticos caracteristicos de apoptose. B, D, F, H, J: campo escuro
(fluorescéncia).
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Magh-Rh{Hcit),

Magh-cit

Figura 14: Identificacdo de caspases efetoras simultaneamente. As células tumorais foram tratadas por 12
horas com 300 pM de Magh-Rh,(H,cit); (A—C) e 19 mM de ferro de Magh-cit (D—F). A ativacdo das
caspases 6 é representada pela fluorescéncia vermelha (B e E) e 7 representada pela fluorescéncia verde (A e
D), imagens sobrepostas (C e E).

6. DISCUSSAO

As nanoparticulas de maghemita funcionalizadas com &cido citrico apresentaram
didametro hidrodindmico médio de 107 nm + 0,602, carga negativa média, de potencial zeta
(ZP) — 48 mV com caracteristica monodispersa apresentando Pdl (indice de Polidispersio) de
0,137 £+ 0,011. As nanoparticulas de maghemita, quando associadas ao citrato de rédio
apresentaram diametro hidrodindmico médio de 160,8 nm + 0,1, didametro modal de 9 nm,
carga média (ZP) de — 57,6 mV, com caracteristica monodispersa apresentando Pdl de

0,118+0,013.
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MedicBes de potencial zeta proporcionam um critério importante para conferir a
estabilidade de um sistema coloidal (Hunter, 1981). Os complexos metélicos analisados
mostraram-se anidnicos, semelhantes a outros resultados de maghemita funcionalizadas com
citrato (Paterno et al., 2009; Carneiro et al., 2011; Vaccari et al., 2012). A regra geral para a
estabilidade eletrostatica da solucéo € a faixa de potencial zeta de - 30 mV a + 30 mV (Bedé,
2010). Se o potencial da solucdo estiver fora dessa faixa, entdo a solucdo pode ser

considerada estavel, como no caso dos resultados dos complexos estudados.

O diametro hidrodindamico pode-se referir a aglomerados e ndo a nanoparticulas
isoladas. Vaccari e colaboradores (2012) verificaram, uma diferenca entre o diametro das
nanoparticulas isoladas mensuradas por microscopia eletronica (7,7 nm) e o diametro
hidrodindmico (62 nm), em nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com citrato, assim
como no presente trabalho que obteve resultados de 9 nm de didmetro modal e 160,8 nm de
diametro hidrodindmico para as nanoparticulas de maghemita associada ao citrato de rodio
(m.

A caracteristica de monodispersdo refere-se a uniformidade de tamanhos, formas
ou massas das particulas. Valores do indice de polidispersdo em torno de 0,1 caracterizam a
amostra como monodispersa. Esta propriedade foi igualmente encontrada em outros trabalhos
de caracterizacdo de nanoparticulas de maghemita, sem utilizacdo de qualquer ferramenta de
selecdo de tamanho (Hyeon et al., 2001; Vidal-vidal et al., 2006). Essa € uma caracteristica
fundamental para producdo de nanoparticulas em aplicacBes biomédicas. Valores de
polidispersdo como o0s encontrados nesta analise (monodispersa) refletem a estreita
distribuicdo de tamanhos e homogeneidade das nanoparticulas, indicando uniformidade e

controle do diametro do complexo.
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Baseado nos resultados da avaliagéo de citotoxicidade promovida pelo Rhy(Hacit),,
indica-se que este composto livre na concentracdo de até 200 UM ndo promove reducao da

viabilidade de forma significativamente estatistica em células de cancer de mama

Carneiro e colaboradores (2011) encontraram resultados semelhantes para essa
concentracdo em 24 e 48 horas (viabilidade de 85 e 73%, respectivamente). Associando esse
farmaco (citrato de rdédio) a nanoparticulas de maghemita, observou-se em nossos resultados
uma reducdo da viabilidade celular, sendo essa maior em células tumorais (MCF-7) do que
em células normais (MCF-10A), principalmente nas concentracdes de 200 uM (24 e 48
horas) e 300 UM (24 horas). Em outro estudo, no qual se comparava 50 UM de citrato de
rédio livre ou associado a nanoparticulas (3 x 10™ particulas de ferro/mL) observou-se que a
associacdo de nanoparticulas de maghemita potencializou a agdo citotdxica do citrato de
rodio. Nesse trabalho, para essa mesma concentracdo de ferro, ndo foi relatada reducéo da
viabilidade promovida pelas nanoparticulas de maghemita, apenas funcionalizadas com
citrato (Magh-cit) para as linhagens testadas, em 24, 48 e 72 horas (Carneiro et al., 2011). J&
no presente estudo foi identificada agdo citotoxica significativa dessa nanoparticula, sendo a
diferenca estatistica em relacdo ao controle maior em 24 horas de tratamento, na
concentracéo de 19 mM de ferro (2,4 x 10*° particulas de ferro/ml), para células MCF-7. No
entanto essa citotoxicidade néo foi estatisticamente maior que os valores encontrados para a

Magh-ha(H2Cit)4_

Os resultados de citotoxicidade em MCF-7 promovidos pela Magh-cit em nosso
trabalho pode ser explicado pelo maior nimero de particulas de ferro por ml (2,4 x 10)
presente em nosso composto comparado ao composto testado no estudo referido. Mesmo

sendo biocompativeis, 0s compostos contendo ferro, podem estar associados a citotoxicidade
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celular mediada principalmente por mecanismos redox, que causam estresse oxidativo
(Jungwirth et al., 2011). Auffan e colaboradores (2008) verificaram que nanoparticulas de
magnetita foram completamente oxidadas em maghemita, induzindo toxicidade em E. coli.
Portanto, o potencial citotoxico da nanoparticula associada ao citrato deve ser levado em
consideracdo. Os resultados dos ensaios de viabilidade em 48 horas indicam que o0s
nanocompostos estudados ndo promoveram reducdo de viabilidade intensificada quando
comparada a reducdo de viabilidade em 24 horas de tratamento nas concentracGes avaliadas.
A partir dessa observacdo é possivel inferir que a citoxicidade promovida pelas

nanoparticulas ndo é tempo-dependente.

Os compostos Magh-Rh,(H.cit), e Magh-cit nas concentra¢des de 300 uM (citrato
de rodio) e 19 mM de ferro respectivamente em 24 horas, induziram a liberacéo de citocromo
c. Esse evento € caracteristico da morte celular por apoptose via mitocondrial. A ativacédo e a
dispersdo do citocromo ¢ é um estagio inicial desse processo, que resulta da alteracdo do
potencial de membrana da mitocondria (Slee et al., 1999). Apesar da linhagem tumoral
testada ndo expressar caspase 3, caracterizando-a como células resistentes a apoptose
(Janicke, 2009), alguns farmacos sdo capazes de induzir esse tipo de morte celular. Xue e
colaboradores (2003) concluiram que a estaurosporina induz apoptose nesse tipo celular,
acompanhada de ativacdo de citocromo c, porém ndo estdo presentes todas as alteracdes
mitocondriais inerentes desse processo, sugerindo assim que a caspase 3 pode ser essencial
para mediar as demais modificagdes (Slee et al., 2001). Nos estudos de Narvaez & Welsh
(2001), tal modificagdo mitocondrial ndo se mostrou dependente da ativacdo de caspases.
Sugerem ainda Li e colaboradores (1998) que a caspase-8 pode também clivar Bid (um

dominio BH3 contendo membros proapoptoticos da familia Bcl-2) para sua forma truncada
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(tBid). Translocacédo de tBid para a mitocéndria induz liberagdo mitocondrial de citocromo ¢
e subsequente ativacdo de caspase 9, amplificando assim o sinal de morte. Nossos resultados
corroboram a hipétese da independéncia da caspase 3 para a dispersdo de citocromo ¢ de

dentro da mitocondria para o citoplasma, induzida por Magh-Rh,(Hcit),; e Magh-cit.

Além do citocromo ¢, outro marcador apoptético, a ativacdo de caspases, foi
encontrado apds tratamento por 12 horas de 300 uM de Magh-Rh,(H.cit); e contendo 19

mM de ferro de Magh-cit.

As caspases, uma familia de proteases de cisteina, sdo parte integrante da fase de
execucdo da morte celular programada. As caspases iniciadoras 2, 8, 9 e 10 s&o
primeiramente induzidas a oligomerizacdo, levando a atividade autocatalitica e subsequente
clivagem das caspases efetoras. O estresse celular, mediado por luz ultravioleta, pode iniciar
a apoptose mitocondrial através da liberacdo do citocromo ¢ (Hakem et al., 1998). Na via
iniciada pela caspase-9, o citocromo c citoplasmatico desencadeia a formacdo do
apoptossomo, que € um complexo de multi-proteinas contendo citocromo ¢, dATP, Apaf-1
(Apoptotic protease activating factor 1) e pro-caspase-9 (Li et al.,1997; Saleh et al., 1999).
Os estudos realizados por Ferguson e colaboradores (2003) revelaram que, além da
translocacdo de citocromo c, também foi observada ativacdo de caspase efetora (caspase 7)
no tratamento com radiagdo ultravioleta em células MCF-7. O fato de células MCF-7 serem
induzidas, morfologicamente e fisiologicamente, a apoptose, sugere a presenca de uma via
alternativa para a sua iniciacdo. Foi proposto que as caspases iniciadoras com prodominios
longos, tais como caspase 8 ou 9, podem levar a ativacdo de apoptose através da ativagdo ndo

s0 de caspase 3, mas também de caspase 7 (Fraser & Evan, 1996; Cohen, 1997). Os
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resultados do nosso estudo permite inferir que esta caspase é ativada em células MCF-7

tratada com os compostos metalicos estudados.

Outra caspase importante na cascata da apoptose, que também foi identificada
nesse trabalho em sua forma ativa, é a caspase 6. Esta é a responséavel pela clivagem das
laminas nucleares, desencadeando assim, a morte celular (Orth et al., 1996). A inibicdo de
caspase 6, protegeu da apoptose células MCF-7 tratadas com neocarzinostatina (NCS), um

agente anti-mitotico (Liang et al., 2001).

Baseado nessas informagdes, a identificacdo da ativacdo das caspases efetoras 6 e 7
em nossos estudos permite considera-las candidatas a mediadoras importantes de alteracbes
apoptéticas decorrente do tratamento com Magh-Rhy(H.cit); e Magh-cit. Porém, necessita-
se de testes confirmatdrios para confirmacdo dessa hipétese, como a analise desses eventos

apos a inibigdo dessas caspases.

As células de carcinoma mamario da linhagem MCF-7 ndo expressam caspase 3
como resultado de uma delecdo do par de bases 47 dentro do exon 3 do gene casp-3. A
delecdo resulta no salto do exon 3 durante o splicing pré-mRNA e, assim, bloqueia a

traducdo do mRNA casp-3 (Janicke et al., 1998).

A degradacdo do DNA nuclear em unidades nucleosomais € uma das
caracteristicas da morte celular por apoptose. Este processo ocorre em resposta a Varios
estimulos apoptoticos em uma ampla variedade de tipos de células. A caracterizagdo
molecular do processo identificou uma DNase especifica (CAD, caspase-activated DNase),
que cliva o DNA cromossémico de um modo dependente de caspase. CAD ¢ sintetizada com
a ajuda de ICAD (inibidor da CAD), que funciona como um acompanhante especifico para

CAD. CAD é encontrado complexado com ICAD na proliferacdo das células. Quando as
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células sdo induzidas a apoptose, as caspases, em particular caspase 3, cliva ICAD
desassociando o complexo CAD-ICAD, liberando CAD para clivar o DNA cromossdmico

(Nagata, 2000).

Além de UV, estaurosporina, fator de necrose tumoral (TNF) e véarios outros
agentes que danificam o DNA, sdo listados como indutores de apoptose em células MCF-7
(Janicke, 1998; Janicke et al., 2001 ). No entanto essa morte ocorre na auséncia de
fragmentacdo de DNA. Segundo Janicke (2009), para ocorréncia desse evento especifico, €
essencial a ativacao da caspase 3. Os resultados de nossos estudos mostram que o citrato de
rodio associado a nanoparticulas de maghemita e a nanoparticulas de maghemita
funcionalizadas com citrato induzem a fragmentacdo de DNA em células MCF-7, ap6s
analise das marcacOes de DNA com PI por citdmetro de fluxo complementada por imagens
de microscopia confocal da marcacdo por TUNEL. Mc Gee e colaboradores (2002) também
demonstraram a ocorréncia de fragmentacdo de DNA pelo método de marcacdo por TUNEL
nesse tipo celular, ap6s tratamento com um membro de pyrrolo-1,5-benzoxazepines, PBOX-
6. Nesse estudo, a ocorréncia de fragmentacéo era suprimida com a inibicdo de caspase 7,
sugerindo que na auséncia da caspase 3, outra caspase efetora pode ser a principal mediadora
da fragmentacdo de DNA. Essa pode ser também a explicacdo para 0 mecanismo de
ocorréncia de fragmentacdo de DNA na auséncia de caspase 3, induzida por Magh-
Rhy(HJcit); e Magh-cit em células MCF-7. Liang e colaboradores (2001) também
verificaram a ocorréncia de fragmentacdo de DNA em células MCF-7 ap6s tratamento com
neocarzinostatina. Usando uma série de inibidores de caspases com especificidades

sobrepostas, enzimas especificas de substratos cromogénicos e um anticorpo especifico para
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a caspase 7 ativada, este grupo concluiu que, no tratamento testado nessa linhagem, a

ocorréncia da apoptose depende das caspases 9, 7 e 6.

Além da hipGtese que cogita outras caspases efetoras como mediadoras de
fragmentacdo de DNA, ha estudos que sustentam a inducdo de apoptose na auséncia de
caspases (Fehsel et al., 1995; Pozo-Guisado et al., 2005). Em testes com resveratrol (RES),
uma molécula quimiopreventiva, foi observada a fragmentacdo de DNA em células MCF-7
mesmo com inibicdo de caspases, sugerindo assim, um mecanismo de apoptose
independente de caspase mediado por Bcl-2 levando a perda de potencial de membrana
mitocondrial e aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs)

(Pozo-Guisado et al., 2005).

7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Com base nos principais resultados, conclui-se que:

1) Magh-Rh,(Hcit)4 e Magh-cit, foram citotdxicas para células tumorais.

2) Os compostos metalicos utilizados [Magh-Rh,(H.cit), e Magh-cit] sdo capazes de
induzir alteracbes morfoldgicas carateristicas da apoptose na auséncia de caspase 3
como: ativacao e translocacdo do citocromo c, ativacdo de caspases e fragmentacao
de DNA.

A ocorréncia do conjunto de eventos apoptoticos encontrado sugere uma ativagao
atipica da inducdo do processo de apoptose em células MCF-7, pois, esses eventos acontecem

na auséncia da caspase 3.
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Portanto, os mecanismos de ocorréncia de fragmentacdo de DNA, assim como de
outros eventos sinalizadores de apoptose que ocorrem na auséncia de caspase 3 induzida por
Magh-Rh,(H.cit), e Magh-cit, devem ser investigados, a fim de se mapear a a¢o citotoxica
do farmaco em questdo e possibilitar a sua sintese cada vez mais eficaz para o tratamento de

cancer de mama.
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