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RESUMO

INTRODUCAO: A quimioterapia ainda é uma importante forma de tratamento
de diversos tipos de canceres; entretanto, as células cancerosas podem
adquirirem resisténcia aos agentes quimioterapicos, que por sua vez, também
induzem efeitos colaterais graves. Com o intuito de novos tratamentos, se
busca nas plantas com fins medicinais novos farmacos. Uma dessas moléculas
gque vem sendo bastante estudada é a piplartina, também conhecida como
piperlongumina. Adicionalmente, com o objetivo de potencializar os efeitos
citotoxicos em células tumorais, tem sido realizado a sintese de complexos
metalicos, tais como ruténio, com diferentes bioligantes OBJETIVO: Assim, no
presente trabalho propomos a sintese e o estudo da atividade citotoxica de
novos complexos de ruténio contendo piplartina como ligante. MATERIAIS E
METODOS: Os complexos de ruténios [Ru(dppb)(bipy(piplartina)]2(PFs) e
[Ru(dppf)(bipy(piplartina)]2(PFe) foram sintetizados e testado contra diferentes
tipos de células tumorais (K562, HL-60, B16-F10, HepG2, SCC4, SCC9, HSC3
e HCT116) e nado tumorais (MRC-5 e PBMC) através do ensaio do alamar blue
apos 72 h de incubacao. Posteriormente, células HCT116 foram incubadas por
24 e 48 h com os complexos e o nimero de células viaveis foi determinado
pelo ensaio de exclusdo com o azul de tripam. A analise do ciclo celular, o
potencial transmembranico mitocondrial, marcacédo para anexina V/iodeto de
propideo e a quantificacdo de espécies reativas de oxigénio foram
determinadas por citometria de fluxo. O efeito sobre a expressdo génica foi
determinado por PCRarray. RESULTADOS: Ambos os complexos sintetizados
apresentaram potencial citotoxico superior a piplartina. Na andlise por exclusédo
com o azul de tripam, ambos os compostos reduziram o numero de células
vidveis, sem aumentar o numero de células ndo viaveis. Um aumento da
fragmentacdo do DNA internucleosomal sem afetar a permeabilidade da
membrana citoplasmatica, reducdo do potencial transmembranico mitocondrial
e um aumento da externalizacdo de fosfatidilserina foram observados,
sugerindo inducdo de morte celular apoptotica. Um aumento expressivo das
espécies reativas de oxigénio também foi observado. O nivel de expressao de
MRNA de varios genes, incluindo proliferacdo celular, ciclo celular, apoptose e
estresse oxidativo também foram alterados ap6s o tratamento. CONCLUSAO:
Os resultados demostram que apesar dos complexos de ruténio contendo
piplartina como ligante serem mais potente do que a piplartina, 0 mecanismo
de acao parece ser semelhante. Os resultados obtidos contribuem para melhor
compreensdao dos efeitos desses compostos como moléculas Uteis para o
tratamento do cancer.

Palavras - Chaves: Piplartina, Piperlongumina, Produtos Naturais,
Quimioterapicos Naturais.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Chemotherapy is still an important form of treatment for
several types of cancers. However, cancer cells may acquire resistance to
chemotherapeutic agents, which in turn, may also induce serious side effects. In
the search for new treatments, one searches in medicinal plants for new active
molecules. One of these molecules that has been well studied is piplartine, also
known as piperlongumine. Additionally, in order to increase the cytotoxic effects
in tumor cells, metal complexes of piplartina, such as with ruthenium and
different bioligands has been performed. OBJECTIVE: Thus, in the present
work we propose the synthesis and the study of the cytotoxic activity of new
ruthenium complexes containing piplartine as ligand. MATERIAL AND
METHODS: The complexes [Ru(dppb)(bipy(piplartine)]2(PFe) and
[Ru(dppf)(bipy(piplartine)]2(PFe) were synthesized and tested against different
tumor cell types (K562, 60, B16-F10, HepG2, SCC4, SCC9, HSC3 and
HCT116) and non-tumor cells (MRC-5 and PBMC) by the alamar blue assay
after 72 h of incubation. HCT116 cells were incubated for 24 and 48 h with the
complexes and the number of viable cells was determined by tripan blue
exclusion assay. Cell cycle analysis, mitochondrial transmembrane potential,
labeling for annexin V/propidium iodide and quantification of reactive oxygen
species were determined by flow cytometry. The effect on gene expression was
determined by PCR array. RESULT: Both complexes synthesized had a
cytotoxic potential higher than piplartine. In the tripan blue exclusion analysis,
both complexes reduced the number of viable cells without increasing the
number of non-viable cells. An increase in internucleosomal DNA fragmentation
without affecting the permeability of the cytoplasmic membrane, reduction of the
mitochondrial ~ transmembrane  potential and an increase in the
phosphatidylserine externalization were observed, suggesting the induction of
apoptotic cell death. An expressive increase of reactive oxygen species was
also observed. The level of MRNA expression of various genes, including cell
proliferation, cell cycle, apoptosis and oxidative stress were also altered after
the treatment. CONCLUSIONS: The results show that the novel ruthenium
complexes containing piplartine as a ligand are more potent than piplartine, and
the mechanism of action appear to be similar to piplartine. The results obtained
contribute to a better understanding of the effects of these compounds as
molecules useful for the treatment of cancer.

Key word: Piplartine, Piperlongumine, Natural Products, Natural
Chemotherapy.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ATCC Do Inglés American Type Culture Collection
CDIP Do Inglés Cell Death Involved P53-target
ConA Concanavalina A

CPR1 Complexo Pliplartina Ruténio 1

CPR2 Complexo Piplartina Ruténio 2

DNA Acido desoxirribonucleico

DMSO Dimetilsulféxido

DMF Dimetilformamida

DOX Doxorrubicina

EGF Do Inglés Epidermal Growth Factor

EGFR Do Inglés Epidermal Growth Factor Receptor
ERO Especies reativas de oxigénio

EUA Estado Unidos da América

INCA Instituto Nacional do Cancer

IGM Instituto Gongalo Moniz

OXA Oxaliplatina

OMS Organizacdo Mundial de Saude

PDGF Do Inglés Platelet-Derived Growth Factor
PBMC Do Inglés Peripheral Blood Mononuclear Cells
RPMI Do Inglés Roswell Park Memorial Institute Medium
RMN Ressonancia Magnética Nuclear

TCGA Do Inglés The Cancer Genome Atlas

VEGF Do Inglés Vascular Endothelial Growth Factor

VEGFR Do Inglés Vascular Endothelial Growth Fator Receptor



Figural
Figura 2
Figura 3
Figura 4

Figura5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 1l

Figura 12

Figura 13
Figura 14

LISTA DE FIGURAS

Desenvolvimento tumoral...........oooovi i
Dados estatisticos e tipos de cancer em ambos 0s sexos..........

Estrutura quimica da piplartina {5,6-dihidro-1-[1-ox0-3-(3,4,5-

trimetoxifenil)-2-propenil]-2 (LH)piridinona}...........ccccoveeeeevee v e,
Estruturas quimicas da cisplatina, carboplatina e oxaliplatina.....
Rota para a sintese de complexos
[Ru(piplartina)(dppf)(bipy)](PFe)2 e

[Ru(piplartina)(dppb)(bipy)[(PF6)2.....cccc e et e
Os wvoltamogramas de pulso diferencial dos complexos

(solucdo de diclorometano, eletrodos de trabalho e auxiliares
foram Pt estacionarios, e o eletrodo de referéncia foi Ag/AgCl,
0,4 M BUANCIOA)....c. vttt e et ettt e ettt e et e ae e s

Representacdo de isbmeros com o giro do ligante da piplartina.
31P {1H} espectros de RMN do CPR2 (d6-acetona), onde (A)
mostram os dupletos do fésforo de difosfina e (B) mostram o
sinal de multipleto de PF6.......cccceieeieivie e
13C RMN e espectro de 1H RMN dos complexos exibindo a
duplicacéo de sinal, indicativo de isbmeros (d6-acetona)............

Espectro de ressonancia magnética nuclear de fésforo
C!P{IH}) do composto CPR2 em acetona deuterada
Espectro de RMN 'H obtido para o CPR1 em acetona
(0 L=T0 1 (=T = o F- TR

Espectro de RMN 13C{'H} obtido para o CPR1 em acetona
(0 L=T0 1 (=T = o F- TR

Espectro de COSY-'H do CPRI.....c.cccocuvveeiieie e e e e

(A) 31P {1H} espectros de RMN do complexo
[RuCl2(dppb)(bipy)] apdés a adicdo de AgPF6, na mistura
acetona/agua (1:9). (B) 31P {1H} espectros de RMN (0 - 24 h)
do CPR2 na mistura acetona/dgua (1:9). A seta vermelha

mostra o consumo do CPR2 e a seta amarela mostra o produto

21
23

30

33

25

46
47

48

49

50

51

51
52



Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

FESUIAINTE ... ...t e ettt et e et e e e e e e e ereeeeseeee e e e
Efeito dos complexos de ruténio contendo piplartina como
ligante sobre a viabilidade de células HCT116 determinado
pelo ensaio de exclusdo de azul de tripam apés 24 (A) e 48 (B)
h de tratamentO...........ouv i e

Dot plots representativos das caracteristicas de dispersao da
luz em células HCT116 tratadas com os complexos de ruténio
contendo piplartina como ligante determinado por citometria de
fluxo usando o FSC (forward scatter — desvio de luz para
frente) e SSC (side scatter — desvio de luz para o lado) como
parametros de tamanho relativo e granulosidade ou
complexidade interna da célula, respectivamente.......................

Histogramas representativos da andlise do conteudo de DNA
de células HCT116 apés o tratamento com os complexos de
ruténio contendo piplartina como ligante determinado por

CIOMEHA @ TIUXO....e e e e e e e e e e e e et e

Dots plots representativos do efeito dos complexos de ruténio
contendo piplartina como ligante sobre a externalizacdo de
fosfatidilserina em células HCT116 determinando por citometria
de fluxo usando anexina V-FITC/IP..........c.ccccoinieieieinin e

Efeito dos complexos de ruténio contendo piplartina como
ligante sobre a externalizacdo de fosfatidilserina em células
HCT116 apds 24 (A) e 48 (B) h de incubacao determinando
por citometria de fluxo usando anexina V-FITC/IP......................

Efeito dos complexos de ruténio contendo piplartina como
ligante sobre o potencial transmembranico de células HCT116
determinado por citometria de fluxo usando rodamina 123.........
Efeito dos complexos de ruténio contendo piplartina como
ligante sobre os niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO)
em células HCT116 ap6s 1 (A) e 3 (B) h determinado por

CItOMETIA A& FIUXO . .eee e e e e e e e e e e e e e e e e

53

60

61

63

65

66

68

69



Tabela 1l

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

LISTA DETABELAS

Dados de andlise elementar e condutancia molar...............ccc........
Atribuicbes das frequéncias vibracionais (/cm) da piplartina e
seus complexos de rutenio (I)........ccooveveieieieiin e e
A atividade citotoxica dos novos complexos de ruténio contendo
piplartina como ligante............ocuvveeeiieiie e
indice de seletividade de complexos de ruténio contendo
[0110] =T 1] = VSOOI
Efeito dos complexos de ruténio contendo piplartina como ligante
sobre o contendo de DNA de células HCT116........c.ccccvvvvieieienenen.

Efeito dos complexos de ruténio contento a piplartina como

ligante sobre a expressado génica de células HCT116....................

53

55

57

58

64



SUMARIO

1  INTRODUGCAO E JUSTIFICATIVA

2  REVISAO DE LITERATURA

2.1 BIOLOGIA DO CANCER

2.2 TRATAMENTO DO CANCER

2.3  PIPLARTINA

2.4 COMPLEXOS METALICOS

3  OBJETIVOS

3.1 OBJETNVO GERAL

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4  MATERIAIS E METODOS

41 OBTENCAO DOS NOVOS COMPLEXOS DE RUTENIO CONTENDO
PIPLARTINA COMO LIGANTE

4.2 OBTENCAO E MANUTENCAO DAS CELULAS EM CULTURA

4.3 SOLUBILIZACAO E DILUICAO DOS COMPOSTOS

44 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

45 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

4.6 ANALISE DO CONTEUDO DE DNA

4.7 AVALIACAO DA EXTERNALIZACAO DE FOSFATIDILSERINA

4.8 AVALIACAO DO POTENCIAL TRANSMEMBRANICO MITOCONDRIAL

4.9 QUANTIFICACAO DOS NIVEIS DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO
INTRACELULAR

410 AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA

18

21

21

27

29

32

35

35

35

36

36

39

40

40

41

41

42

43

43



411 ANALISE ESTATISTICA

5  RESULTADOS

51 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS

5.2 DETERMINACOES IN VITRO DO PERCENTUAL DE INIBICAO DE

CRESCIMENTO DE CELULAS TUMORAIS VERSUS CELULAS NAO
TUMORAIS

5.3 AVALIACOES DO PADRAO DE MORTE CELULAR/MECANISMO DE
ACAO

5.3.1 Avaliacéo da viabilidade celular — exclusdo por azul de tripam
5.3.2 Analise morfolégica
5.3.3 Andlise do conteido de DNA
5.3.4 Avaliacdo da externalizacao de fosfatidilserina
5.3.5 Determinacdo do potencial transmembréanico da mitocéndria
5.3.6 Ensaio de quantificacdo de espécies reativas de oxigénio
5.3.7 Avaliacdo da expressédo génica
6 DISCUSSAO
7  CONCLUSAO
8 REFERENCIAS
APENDICE

ANEXO

44

45

45

59

56

59

59

62

62

67

67

70

72

78

79

86

90



1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Sabe-se que o0 cancer compde um grupo de varias doencas
apresentando em comum o crescimento desordenado de células que invadem
agressivamente tecidos e Orgaos, formando tumores malignos que se
espalham para outras regides do corpo, na maioria das vezes, causadas por
uma desregulacdo de multiplas vias de sinalizacdo celular. O cancer é uma das
principais causas de morte em todo o mundo e a cada ano 8,2 milhdes de
pessoas morrem devido a doenga. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), no ano 2030 estima-se que surjam 27 milhdes de casos incidentes de
cancer, levando 17 milhdes de pessoas ao Obito. Atualmente, mais de 32
milhdes de pessoas vivem com a doenca em todo o mundo, mas o nimero de
novos casos continuard aumentando apesar do enorme investimento no
combate a doenga, sendo o maior efeito desse aumento em paises de baixa e
média renda (OMS, 2016).

Décadas de pesquisa sobre a biologia do cancer tém revelado insights
sobre os mecanismos que impulsionam a doenca, trazendo uma melhor
compreensdo sobre a genética, epigenética e outras alteragbes moleculares
que podem promover o desenvolvimento e 0 seu crescimento. Os tumores tém
a capacidade de desenvolver 0s seus proprios suprimentos de sangue,
manipular o sistema imunolégico e recrutar células normais para ajuda-los a
crescer (GALLUZI et al, 2015). Com isso, novos tratamentos estdo sendo
desenvolvidos, que visam atuar em proteinas, que estdo subjacentes ao
crescimento e desenvolvimento do tumor (ABID et al., 2016; CHAMMAS,
2013). A Rede de Pesquisa do Genoma do Cancer (TCGA) recentemente
identificou semelhancas genbmicas entre o endométrio e outros tipos de
cancer, incluindo cancer de mama, ovario e colorretal. Portanto, os tratamentos
que visam alteracBes moleculares especfificas podem funcionar ndo apenas
contra o cancer para o qual foram desenvolvidos, mas também contra tumores
de outros sitios que levam as mesmas alteragdes (KIMURA e BAIA, 2002).

Atualmente dispomos de Vvarios tratamentos na clinica para prolongar a
sobrevida do paciente, que pode ser atraves de cirurgia, radioterapia,

guimioterapia ou transplante de medula éssea, ou ainda, de uma combinacao
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de mais de uma modalidade. A quimioterapia ainda é a estratégia de primeira
linha para o tratamento de diversos tipos de canceres, entretanto, as ceélulas
cancerosas frequentemente adquirem resisténcia aos agentes quimioterapicos,
que por sua vez, também induzem efeitos colaterais graves. Mais
recentemente, surgiram alguns agentes quimioterapicos de uso oral com boa
aceitacdo pelos pacientes e oncologistas, devido a praticidade da
administracdo, bons resultados e os custos bem mais baixos (CRAGG e
PEZZUTO, 2016). Existe a perspectiva de um futuro mais promissor para o
tratamento do cancer com a medicina personalizada. Desta maneira, novos
farmacos antineoplasicos com baixa probabilidade de induzir resisténcia e
causar poucos efeitos colaterais sdo desafios atuais e constantes na pesquisa
(CALABRESI e CHABNER, 2001).

As plantas com fins medicinais, sdo estudadas frequentemente para a
busca de novos farmacos, com o intuito de encontrar tratamento, cura e até a
prevencdo na formacdo de tumores (revisado por COSTA-LOTUFO et al,
2010). Desde a década de 1990, a OMS divulgou que 65-80% da populacéo
dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais como Unica
forma de acesso aos cuidados basicos de saude (VEIGA JUNIOR et al., 2005).
E ao longo do tempo foram registrados variados procedimentos clinicos
utiizando as plantas medicinais entre outros recursos naturais como fontes
primarias de agentes antineoplasicos (CRAGG e PEZZUTO, 2016). Uma
dessas moléculas derivada de produtos naturais que vem sendo bastante
estudada é a piplartina, também conhecida como piperlongumina, a qual é
encontrada em diversas espécies do género Piper (Piperaceae) (AODAH et al.,
2016). A piplartina apresentou efeitos citotdxicos e antitumorais em diversos
modelos experimentais. Com o objetivo de potencializar os efeitos citotoxicos
em células tumorais, tem sido utilizada a associacdo com metais de transicao,
incluindo complexos de platina, tal como cisplatina e oxaliplatina; entretanto, os
seus efeitos colaterais relacionados a nefrotoxicidade e neurotoxicidade sao
elevados. Por outro lado, os complexos de coordenacdo utilizando o ruténio
sdo agentes anticancerigenos potentes e seletivos, sendo atualmente
considerados mais ativos e seletivos que os de platina (ABID et al., 2016).

Consequentemente, varias moléculas organicas estdo sendo usadas como
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ligantes para formar complexos com ruténio visando a melhoria de sua
atividade citotoxica. Todavia, esta abordagem ainda ndo foi utiizada com a
piplartina. Portanto, propomos a sintese e o estudo da atividade citotoxica de

novos complexos de ruténio contendo piplartina como ligante.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 BIOLOGIA DO CANCER

A presenca de células em crescimento continuo, com propriedades de
invasdo e destruicdo do tecido adjacente, bem como o crescimento em outros sitios
diferentes do tumor primario (metastase), faz parte das propriedades que sao
ocasionadas por um acumulo de mutacées nos oncogenes, N0S genes supressores
tumorais e nos genes reparadores de DNA, o qual caracterizam um tumor maligno
(cancer) (figura 1). Por outro lado, um tumor benigno significa simplesmente uma
massa de células que se multiplicam vagarosamente e se assemelham ao seu
tecido original, raramente constituindo um risco de vida (revisado por COSTA-
LOTUFO et al., 2010). Sabe-se que varios fatores sdo responsaveis pelo aumento
desenfreado da doenca mundialmente, nas quais, estdo associadas principalmente
ao envelhecimento (DIAS et al., 2015).

CELULAS NORMAIS DIVISAO CELULAR CELULA MUTADA

Formam tecidos e 6rgaos Células normais crescem, se Célula normal pode sofrer
reproduzem (duplicagao de DNA) alteragao no material genético
e morrem (DNA)

AGENTES
CANCERIOGENICOS

REPRODUGAO CELULAR
Célula mutada pode se dividir
de maneira desordenada e
dar origem ao tumor

Células mutadas invadem
outros tecidos e 6rgaos

Figura 1. Desenvolvimento tumoral. Fonte: OMS, 2016.

21



Embora o cancer afete pacientes individuais e suas familias de diferentes
maneiras, o estudo de seu impacto em grandes populacbes pode fornecer
informacdes importantes que influenciam praticas politicas e programas que afetem
diretamente a saude de milhdes de pessoas a cada ano (OMS, 2016). Pesquisas
vem sendo desenvolvidas, nos quais, alguns padrbes comportamentais possam
influenciar o risco de cancer ou sua recorréncia (como o uso do tabaco, dieta e
praticas de triagem), identificando como os fatores genéticos herdados e as
exposicdes ocupacionais, ambientais, médicas, entre outras uma forma de risco
para o desenvolvimento e o aumento da doenca (revisado por COSTA-LOTUFO et
al., 2010).

Estudos mostram que mulheres que praticam pelo menos quatro horas de
atividade fisica semanal durante os anos de vida reprodutiva tém risco 60% menor
de desenvolver cancer de mama. Nas que ja atingiram a menopausa, a pratica de
exercicio fisico também est4 associada a menor incidéncia, por causar diminui¢cao
dos niveis de estrogeno e da massa gordurosa (DA SILVA, 2017). Por razbes
pouco conhecidas, obesidade e vida sedentaria aumentam também a incidéncia de
outros tipos de cancer. Quando combinados, os dois fatores séo responsaveis por:
20% dos casos de cancer de mama; 50% dos carcinomas de endométrio (camada
mucosa que reveste a parte interna do Utero); 25% dos tumores malignos do coélon
(intestino grosso); 37% dos casos de adenocarcinoma de esb6fago, um tipo de
cancer cuja incidéncia tem aumentado exponencialmente nos ultimos anos (INCA,
2016).

O envelhecimento é um outro fator fundamental para o desenvolvimento do
cancer, essa incidéncia aumenta com a idade, provavelmente devido a uma
acumulacao de riscos para tipos especificos, combinada com a tendéncia que 0s
mecanismos de reparacdo celular sejam menos eficazes a medida que a pessoa
envelhece (OMS, 2016). Representando 8,8 milhdes de mortes em 2015, o cancer
pode atingir ambos o0s sexos. Alguns tipos sdo mais comuns de morte, como:
pulmdo (1,69 milhdes de o6bitos); figado (788 000 o6bitos); colorretal (774 000 de
Obitos); estbmago (754 000 de 6bitos) e mama (571 000 de ébitos), sendo o de
pele que mais acomete ambos 0s sexos, seguido por mama em mulheres e de
prostata em homens, conforme podemos observar na figura 2 (INCA, 2016).
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Figura 2. Dados estatisticos e tipos de cancer em ambos os sexos.
Fonte: (INCA,2016)

A mortalidade pode ser reduzida se os casos forem detectados e tratados
precocemente, sendo mais provavel de responder a um tratamento eficaz e
resultando em uma maior probabilidade de sobrevivéncia e melhorias significativas
ao paciente.

As células tumorais exibem uma morfologia padrdo, tais como nicleos
aberrantes, cromatina abundante e mitose atipica (CAMMAROTA e LAUKKANEN,
2016). Alteracbes do genoma ocasionadas por estimulos de infeccdes de
patégenos especificos ou condicbes inflamatérias persistentes, ressaltam a
importancia da estabilidade dos genes como chave para o desenvolvimento dos
tumores. Além das alteracdes estruturais algumas alteracdes sado dependentes do
controle de transcricdo de genes que promovem alteracdes epigenética,

proliferacdo, imortalizacdo, resisténcia a morte celular, insensibilidade a fatores de
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inibicdo, invasdo, metastase e angiogénese no contexto de origem gendmica
(HANAHAN e WEINBERG, 2011). Os genes reparadores de danos do DNA estéao
constantemente refazendo as moléculas que sofrem mutacdo e o0 mau
funcionamento dos mecanismos de regulacdo do ciclo celular permitindo a
passagem das ceélulas que sofreram mutacbes pelo ciclo e acumulando mutacdes
que contribuem para o surgimento das caracteristicas do tumor maligno. As
aquisicbes dessas propriedades bioldgicas resultam na interacdo entre a célula e
agentes carcinogénicos (tais como, virus, radiacdo, agentes quimicos, etc), ou
podem ser herdadas em células germinativas, especialmente nos genes
supressores de tumor (revisado por COSTA-LOTUFO et al., 2010; HANAHAN e
WEINBERG, 2011; CHAMMAS, 2013; DIAS et al., 2015).

Mutacbes em um gene altera todo o metabolismo celular, sendo suficiente
para 0 desenvolvimento do cancer. Os oncogenes sdo genes dominantes, e as
alteracbes genéticas que levam a ativacdo desses genes, incluem mutacdes
pontuais, translocacdes, amplificagcdes de genes (CROCE, 2008) e modificacdes
epigenética. Estas mutagbes levam 0S oncogenes a expressar em excesso sua
proteina estimuladora de genes relacionada com o crescimento celular. A relagédo
existente entre oncogenes e virus foi levantada em 1909, quando Peyton Rous
descobriu que um virus (conhecido como Rous sarcoma virus) causava sarcoma
em aves. Este virus usava um Unico gene, o oncogene Vv-src, que uma vez ativado,
transformava o crescimento normal das células em crescimento carcinogénico. Os
produtos de oncogenes podem ser classificados em fatores de crescimento (PDGF,
EGF, VEGF), receptores do fator de crescimento (EGFR e grupos VEGF-R),
transdutores de sinal (Ras, Abl, Raf), reguladores de apoptose (Bclx e Bcl2),
remodeladores de cromatina (ALL) e fatores de transcricdo (Fos, Jun) (RIVOIRE et
al,, 2001; CROCE, 2008; DIAS et al., 2015). De um modo geral, os oncogenes
promovem a proliferacdo celular desordenada enquanto 0s genes supressores
mantém essa proliferagdo sob controle, restringindo o crescimento celular (revisado
por COSTA-LOTUFO et al., 2010).

Estudos realizados recentemente demonstraram que a fosfatase dual-MAP
guinase desempenha um papel fundamental na regulacdo e na sinalizacao
oncogénica atraves das vias Ras/ERK e DUSP. As MKPS podem atuar como

supressor tumoral ou como reguladores pro-oncogénicos de Ras e na sinalizacéo

24



ERK, e isto, podem depender dos limiares diferentes e especificos de tecido da
atividade de ERK que s&o permissivas para promover a proliferacao celular. Por
outro lado, pode causar bloqueio no ciclo celular, senescéncia ou morte celular. No
entanto, talvez os dados mais convincentes, implicando DUSP/MKP-3 como uma
fosfatase pré-oncogénica, veio de um estudo recente da transformacéo de células
pré-B em leucemia aguda linfoblastéide (RELOGIO et al., 2014; DIAS et al., 2015).
Genes supressores de tumor representam o lado oposto da célula no controle
do crescimento, e normalmente atua para inibir a proliferacdo celular e o
desenvolvimento do tumor. Em muitos tumores, estes genes sdo perdidos ou
inativados, removendo-se assim os reguladores da proliferacéo celular. A ativacao
dos oncogenes celulares e a inativagdo de genes supressores de tumores
representam alteracfes genéticas envolvidas no desenvolvimento do tumor e como
consequéncia dessas alteracdes os oncogenes conduzem uma proliferacao celular,
um aumento de expressdao dos genes ou uma atividade descontrolada das
proteinas codificadas (DAYAL, 2017). O primeiro gene supressor de tumor foi
identificado através de estudos de retinoblastoma (tumor ocular). Estudos
demonstraram que, aproximadamente, 50% das criangas apresentavam
retinoblastoma quando herdados de um progenitor afetado, que confere
susceptibilidade ao desenvolvimento do tumor (COOPER, 2000; DIAS et al., 2015).
Estudos in vivo em camundongos geneticamente modificados permitiram a
identificacdo de genes supressores de tumor com base nos sintomas clinicos e na
caracterizacdo dos mecanismos carcinogénicos. Inativagdo dos genes supressores
de tumor podem envolver diferentes modulacdes, além de mutacdo, eliminacéo e
perda de heterozigotos, como, por exemplo, o promotor de silenciamento por
metilacdo do DNA. Uma das estratégias terapéuticas dos genes supressores de
tumor ou suas proteinas € de se comportar como um alvo molecular capaz de
suprimir a formacao de tumores, por exemplo o gene TP53 (TENG et al., 2016).

A metastase é a disseminacdo do cancer para outros 0rgdos, nas quais, as
células tumorais desprendem do tumor primario e entram na corrente sanguinea ou
no sistema linfatico com distinta localizacdo (SPANO et al.,, 2012). Os tumores
metastaticos eram considerados como a fase final da progressdo do tumor, mas,
atualmente sabe-se que a cascata metastatica pode ocorrer no inicio. Nos tumores

tradicionais, o0 modelo de evolucdo clonal tem como caracteristica principal, serem
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homogéneos e capazes de repovoar e regenerar 0S tumores por Si proprios.
Qualquer heterogeneidade € conseguida por um subconjunto de células que
adquirem mutacdes adicionais apoOs intrinseca (por exemplo, genética e
epigenética) ou extrinseca (por exemplo, microambiente) através de estimulos que
promovam a sua agressividade e potencial metastatico (MOLTZAHN e
THALMANN, 2013).

Nos Ultimos anos, a cascata metastatica continua sendo um grande desafio
na pesquisa do cancer, envolvendo uma complexa sequéncia de passos-locais de
invasdo, extravasamento, micro metastases e colonizacdo, permitindo que as
células tumorais primarias invadam tecidos adjacentes e se adaptem no
microambiente do nicho metastatico (SPANO et al., 2012). As células cancerigenas
adquirem um fendtipo invasivo num processo denominado de transicdo epitélio-
mesénquima em referéncia a passos morfogenéticos que ocorrem durante a
embriogénese. As capacidades metastaticas de células cancerosas ndo dependem
apenas das alteracBes genéticas celular-autbnoma e epigenéticas, mas também
em mudancas e adaptacdo do microambiente tumoral (KIN etal., 2017)

Um tumor é composto de uma grande variedade de outros tipos celulares,
incluindo fibroblastos, células epiteliais, pericitos, miofibroblastos, células vascular
e endotelial (linfo vascular) e células do sistema imune. No entanto, durante o inicio
da tumorigénese, as primeiras células que sao recrutadas por uma neoplasia séo
os fibroblastos que representam o principal constituinte do tecido estromal e
associados ao cancer, na qual ttm um papel fundamental na secrecdo de fatores
gue atuam sobre as células tumorais em ambas as formas, paracrinas e autocrinas
(SPANO et al., 2012). As células do estroma, especialmente macrofagos, também
sdo importantes na metastase, segregando TNF-a e EGF, o que contribui para
transicdo epitélio-mesénquima e motilidade celular, respectivamente. Em geral, a
colonizacdo metastatica é biologicamente ineficiente e o estroma precisa ser
ativado previamente no nicho metastatico. A ativacdo do estroma pode ser induzida
por células tumorais proprias através da secrecdo de CCL9 e CSF-1, o qual
estimula a diferenciacdo de macréfagos e de células progenitoras mieldides,
respectivamente. Os macréfagos tumorais, por sua vez, sao resistentes a hipéxia e

baixa tensdo de oxigénio que induz a secre¢cdo de grandes quantidades de IL-8 e
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VEGFA e do aumento da atividade antigénica que é fundamental para o sucesso
da colonizacdo metastatica (KONG, 2008; LI et al., 2015).

2.2 TRATAMENTO DO CANCER

Estudos demonstram que 1/3 dos casos de cancer sdo evitaveis ou podem
ser curados com tratamentos de alta complexidade. Cerca de 80% dos tratamentos
atuais incluem a resseccédo cirdrgica dos tumores associados a quimioterapia e/ou
radioterapia. A eficacia de cada terapia envolve uma combinacdo de diferentes
modalidades terapéuticas que variam de acordo com cada tipo de cancer (revisado
por COSTA-LOTUFO et al., 2010; GALF-MUHTASIB, et al.,2015).

Atualmente os estudos destinados as novas terapias anticancerigenas estéao
voltados a interromper os produtos ou vias de sinalizagao, induzir a morte e impedir
a progressdo das alteracfes celulares. Apesar da introducdo de novos farmacos no
arsenal terapéutico contra o cancer, varios tipos de tumores ainda ndo dispdem de
tratamento adequado (revisado por COSTA-LOTUFO et al,, 2010). Desta maneira,
0s problemas de resisténcia aos farmacos e os efeitos colaterais causados por
essas terapias vem sendo os maiores problemas enfrentados na pratica clinica
oncoldgica (NOOR et al, 2012).

O primeiro quimioterapico antineoplasico foi desenvolvido a partir de taticas
quimicas em guerra com gas de mostarda. Apds exposicdo ao agente, soldados
desenvolveram hipoplasia medular e linféide, despertando o interesse do seu uso
na clinica como tratamento em linfomas malignos. A partir de 1946, estudos
clinicos e observacdes foram realizadas em criangcas com leucemias, levando a um
avanco crescente com o tratamento. Cinquenta anos depois, mais de sessenta
farmacos foram registrados nos EUA para o tratamento do céncer em varias
classes diferentes da doenca, entretanto, diversas pesquisas, ainda sado dedicadas
a testar compostos com varias combinacdes diferentes (CONNORS, 1996;
BARRETO et al., 2014).

A quimioterapia € um dos procedimentos mais utilizados no tratamento do
cancer e tem como principal objetivo a destruicdo das células tumorais (KAPUVARI
et al., 2015). Diversas pesquisas realizadas atualmente estdo empenhadas em

diminuir os efeitos colaterais dos tratamentos, tal como nauseas, alopecia e um
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aumento da susceptibilidade a infec¢cbes. A presenca das altas taxas de toxicidade
representa um risco iminente na interrupcdo do tratamento, aumentando a
probabilidade da sua ineficicia (DIAS et al., 2015).

A maioria dos quimioterapicos antineoplasicos atuam sobre as células que
estdo nas fases do ciclo celular. H4 agentes que atuam dependentemente do ciclo
celular, necessitando da proliferacdo celular para exercer seus efeitos citotoxicos.
Alguns tém acgédo preferencial em uma fase especifica do ciclo, enquanto outros séo
citotoxicos em qualquer ponto do ciclo celular. As associacbes medicamentosas
com agentes que atuam em diferentes fases parecem ter acdo sinérgica no
combate ao crescimento e desenvolvimento do tumor (LEE et al., 2001).

Os quimioterapicos antineoplasicos sao classificados conforme a estrutura e
funcdo em nivel celular, os quais podem incluir. agentes alquilantes
(mecloretamina, ciclofosfamida, clorambucil, etilenamina e alquil sifonatos);
nitrosouréias (carmustina, lomustina e estreptomizicina); triazenos (dacarbazina e
temozolomida); agentes antimetabdlicos (metotrexato e 5-fluorouracil); produtos
naturais (alcaloides da vinca, placlitaxel, teniposideo e etoposideo); complexos
metalicos (complexos de platina, incluindo cisplatina, carboplatina e oxaliplatina);
uréia substituida (hidroxiureia); derivado de metilidrazina (procarbazina); supressor
adrenocortical (mitotano e aminoglutetimida); e inibidores da tirosina quinase
(rituximab, imatinib e trastuzumabe) (CALABRESI et al., 2001).

Alguns desses agentes antineoplasicos citados sdo bastante empregados no
tratamento do cancer, sozinhos ou associados. Por exemplo, os alquilantes sao
agentes capazes de se ligar ao DNA de modo a impedir o fenbmeno das hélices de
espiralar, fato indispensével a replicacédo, afetando as células em todas as fases do
ciclo celular; os antimetabdlitos, agentes que afetam as células inibindo a
biossintese do DNA e RNA, com isso, impedindo a multiplicagéo e fun¢éo normal
das células, alterando a fase de sintese do ciclo celular (fase S); os antibiéticos
interagem com o DNA inibindo a sua sintese, sem atuar em uma fase especifica do
ciclo celular; os inibidores sintéticos podem paralisar a mitose na metafase, devido
a sua acao sobre a tubulina, ocorrendo a interrupcéo da divisdo celular e alguns
agentes ndao podem ser agrupadas em uma determinada classe de acéao
farmacoldgica, entre eles a dacarbazina, indicada no tratamento do melanoma

avancado e sarcomas de partes moles e linfomas, cujo 0 mecanismo de agao nao
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foi ainda completamente descrito. Entretanto, todos os agentes atuam em células
normais e tumorais acarretando em uma série de efeitos colaterais nos pacientes
(ALMEIDA et al., 2005; KOBYLINSKA etal., 2017).

A resisténcia aos agentes utilizados como quimioterapicos ocorrem porque
as células sdo capazes de ativar vias metabdlicas alternativas, através da sintese
de novas enzimas ou desenvolvimento de uma nova codificacdo genética
(mutacio). E possivel reverter o mecanismo de resisténcia a partir de compostos
que inativem essas proteinas, principalmente, quando a populacdo tumoral é
pequena. Existem dois problemas fundamentais no desenvolvimento de farmacos:
a falta de exames laboratoriais adequados e a dificuldade de realizacdo de ensaios
clinicos iniciais. Em primeiro lugar, nenhum método de laboratorio existente pode
prever com precisdo qual produto quimico sera eficaz contra uma determinada
classe de cancer humano. Na melhor das hipoteses, os testes podem demonstrar
uma propriedade geral antitumoral, por exemplo a descoberta da cisplatina.
(CONNORS, 1996; AYYAGARI et al., 2017).

Descobertas de novos farmacos e o desenvolvimento de novas classes de
quimioterdpicos com baixa toxicidade e resisténcia sdo os desafios de grande
relevancia para as industrias farmacéuticas, com a finalidade de promover aos

pacientes maior sobrevida e melhor qualidade de vida.

2.3 PIPLARTINA

A piplartina (figura 3), também conhecida como piperlongumina, € um
alcaléide/amida encontrado em plantas do género Piper, a qual apresenta diversas
atividades farmacolégicas. Entre as atividades da piplartina, podemos citar suas
propriedades citotoxica, antitumoral, antiangiogénica, antimetastatica,
antinociceptiva, ansiolitica, antidepressiva, anti-aterosclerotica, antidiabética,
antibacteriana, antifingica, leishmanicida, tripanocida e esquistossomicida
(revisado por BEZERRA et al, 2013). Dentre essas, 0 seu potencial

anticancerigeno é amplamente estudado.
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Figura 3. Estrutura quimica da piplartina {5,6-dihidro-1-[1-oxo-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-
propenil]-2(1H)piridinonay}.

Com relacdo ao seu mecanismo de acgdo citotoxico, estudos realizados
utiizando linhagem celular de leucemia humana, demonstraram que a piplartina
causa diminuicdo do crescimento levando a morte celular tanto por apoptose
guanto necrose e em células normais polimorfonucleares de sangue periférico
humano, foi observada baixa citotoxicidade, mostrando seletividade desta amida
entre a célula tumoral e normal (BEZERRA et al., 2007; FOFARIA et al., 2016). A
piplartina induziu parada do ciclo celular na fase G2/M seguido de morte celular por
apoptose dependente de mitocondria (BEZERRA et al., 2008; WANG et al., 2014)
quando testado em linhagem celular V79, linhagem celular derivado de fibroblastos
de hamster chinés. A piplartina inibiu, preferencialmente, a proliferacdo das células
androgeno-independente do que as células andrégeno-dependentes. Também foi
relatada parada do ciclo celular na fase G2/M e diminuicdo concentracao-
dependente da expressdo de cdc-2 apOs o tratamento da piplartina na linhagem
PC-3. Nao foi observado alteracdo quando avaliada a expressao da ciclina B1,
molécula importante para a transicdo da fase G2/M. Mudanca no nivel de bax néo
foi detectada; entretanto, bcl-2, um inibidor da via intrinseca da apoptose, diminuiu
significantemente, sugerindo que a piplartina induz morte celular por apoptose
através de down-regulation de bcl-2. Foi também encontrado ativacdo de caspase
3 e poli (ADPribose) polimerase, proteinas efetoras no processo de apoptose
(BEZERRA et al., 2008; ROH et al., 2014).

30



Segundo estudos realizados por Raj e colaboradores (2011) a piplartina
induziu morte celular em células cancerosas, mas ndo em células normais. A morte
celular pela piplartina foi associada com a indugéo da expresséo de p53, possuindo
tanto efeito em linhagens tumorais selvagens quanto com mutacdes para
expressado do p53. Em adicdo, o tratamento com a piplartina reduz a expresséo de
diversas proteinas de sobrevivéncia celular como Bcl2, survinina e XIAP. O
tratamento com a piplartina também promove 0 aumento da expressao de genes
pré-apoptoticos como Bim, PUMA e Noxa. Em células tratadas com piplartina,
também foi observado ativacdo do gene CDIP (cell death involved p53-target).
Utilizando técnicas de protedmica foi identificado 12 alvos potenciais para o efeito
citotoxico da piplartina, entre eles sete vias estdo envolvidas na resposta celular ao
estresse oxidativo. Além disso, verificou-se que a piplartina € capaz de interagir
diretamente com GSTP1, inibir a atividade de glutationa S-transferase, diminuir os
niveis de glutationa reduzida e aumentar os niveis de glutationa oxidada nas
células tumorais. Também foi observado que a piplartina induz a liberacdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) nas células tumorais; entretanto, a piplartina
ndo foi capaz de aumentar os niveis de ERO em células normais (RAJ et al., 2011,
ALPAY et al., 2016).

Quando testadas em modelo pré-clinico in vivo, a piplartina reduz o
crescimento de tumores da linhagem Sarcoma 180, o que a confere um promissor
potencial antitumoral (BEZERRA et al., 2006). Utilizando modelos xenograficos, foi
observada atividade antitumoral da piplartina contra EJ (carcinoma de bexiga
humano), MDA-MB-436 (melanoma humano) e A549 (carcinoma de pulméo
humano). Também foi observada inibicdo de tumor de camundongos inoculados
com melanoma murino B16-F10 em camundongos C57BL/6, ap0s o tratamento
com a piplartina. O tratamento com a piplartina aumenta a expressao de CDKNI1A,
PUMA e caspase-3 em células tumorais EJ, o qual pode estar relacionado com o
efeito antitumoral da piplartina sobre os animais transplantados. Além desses
dados, a piplartina foi capaz de inibir a formacédo de vasos sanguineos em modelo
de tumor xenografico e a expressao de VEGF, o qual implica atividade
antiangiogénica. Também foi observado efeito antitumoral da piplartina em modelo
de cancer de mama em animais transgénicos MMTV-PyT, modelo de céancer de

mama espontaneo. Neste modelo, também foi observado a diminuicdo da formacéao
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de vasos sanguineos apos o tratamento com a piplartina e diminuicdo da
expressdo de CD31. Neste modelo, também € possivel observar a formacao de
metastase, o qual foi inibido apds o tratamento com piplartina (RAJ et al., 2011).

Em outros estudos recentes a piplartina induziu a morte celular apoptotica e
suprimiram a atividade de ligacdo ao DNA do NF-kB em células de carcinoma de
pulmdo e, em modelo xenografico, suprimiu o seu crescimento tumoral (ZHENG et
al., 2016 a). A piplartina também reduziu a viabilidade celular e a sinalizagdo JNK
foi ativada durante o tratamento nas células HCT116 (WEN et al., 2015).

2.4 COMPLEXOS METALICOS

Os complexos metélicos sdo utilizados em diagnosticos e como farmacos no
tratamento de varias doencas. Os conhecimentos do mecanismo da acéo
farmacoldgica destes compostos sdo de suma importancia no desenvolvimento de
tratamentos mais eficazes e seguros ao paciente (WEIDMANN et al., 2014).
Atualmente, o ouro, complexos de prata e os complexos de platina sdo bem
utiizados em diferentes tratamentos, e novos complexos metalicos de paladio e
ruténio tem sido pesquisado e descrito com resultados promissores, principalmente
no tratamento do cancer (SUN et al., 2015). A cisplatina foi o primeiro complexo
metalico comercializado como agente antitumoral eficaz sendo largamente utilizado
na clinica no tratamento de diferentes tipos de cancer (incluindo ovario, testiculos,
bexiga, pulmdo e cabeca e pescoc¢o). Alguns estudos tém observado o acumulo
mitocondrial de cisplatina em células cisplatina-resistente. Entretanto, diversos
efeitos colaterais sdo apresentados (nefrotoxicidade, neurotoxicidade, toxicidade
gastrointestinais e mielossupressdo) (CHEN, 2009). Em tentativas de reduzir os
efeitos colaterais, foram sintetizados milhares de analogos, contudo, destes,
apenas carboplatina e oxaliplatina (Figura 4) foram aprovadas para utilizacdo em
todo o mundo. Estes complexos exibem efeitos colaterais diferentes e superam
alguma resisténcia a cisplatina, respectivamente, embora de outro modo nao

demonstram melhorias significativas na eficacia global.
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Figura 4. Estruturas quimicas da A cisplatina, B carboplatina e C oxaliplatina.

Outro metal bastante utilizado na medicina desde os tempos antigos € o
ouro apresentando um potencial antiproliferativo e propriedades citotdéxicas através
das vias pré-apoptoticas (MARKOWSKA et al., 2015). Por exemplo, os complexos
de ouro tém sido relativamente bem-sucedidos em quimica medicinal, embora a
maioria dos complexos anticancerigenos ativos nao visam o DNA. Os complexos
de ouro macrociclico (lll) recentemente relatados que incorporaram uma porgao
quinoxalina para promover a intercalagio do DNA demonstraram atividade
citotoxica e um efeito inibidor da topoisomerase | (DEO et al., 2016). Um estudo em
camundongos transgénicos com leucemia linfocitica crénica foi realizado, no qual
observou-se uma reducdo no tamanho do tumor, estendendo a sobrevivéncia
global (MARKOWSKA et al., 2015)

Devido & sua geometria octaédrica, o que facilita a formacdo de complexos
com moléculas orgéanicas, complexos de ruténio sdo amplamente estudados como
agentes antitumorais, 0s quais tém apresentado seletividade e menos efeitos
colaterais em comparacdo aos farmacos a base de platina. Os complexos de
ruténio tém demostrado efeito inibitério sobre a enzima topoisomerase e indugéo
de espécies reativas de oxigénio (MARKOWSKA et al., 2015; ZENG et al., 2016).
Os seus analogos KP1019 e NKP-1339 foram testados apresentando atividade
citotoxica in vitro em carcinoma do célon e in vivo em diferentes tipos de tumores
(SPRECKELMEYER et al, 2014). Em outros estudos, complexos de ruténio
produziram citotoxicidade em células de carcinoma gastrico humano através da
inducdo de apoptose e autofagia através da via AKUmTOR. Ambos os compostos
apresentam notavel atividade antitumoral em carcinomas colorretais (BLAZEVIC et
al., 2017). Além disso, alguns complexos de ruténio estdo em testes clinicos de
fase | ou Il com resultados promissores (LENTZ, et al.,2009; LEWJEN, etal., 2015).
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Uma variedade de complexos baseados em metais de transicdo sao
potentemente citotoxicos e demonstraram intercalacdo de DNA. Os complexos de
cobre, niquel e zinco podem intercalar e clivar o DNA, e em estudos recentes
apresentaram compostos potentes. O aparecimento de ligantes com outros metais,
como ouro e ferro, produziram mais complexos citotoxicos com mecanismos
distintamente diferentes para “matar’ células cancerosas. A grande variedade de
propriedades de metais de transicdo e combinagbes de ligantes produziu um
espectro extremamente amplo de complexos anticancerigenos intercalares, cada
um com um mecanismo de agdo exclusivo. A expansdo continua destes complexos
tem sido um grande potencial para fornecer uma quimioterapia mais efetiva (DEO
et al.,, 2016; NAIR et al., 2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o potencial citotoxico de novos complexos de ruténio contendo

piplartina como ligante.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Avaliar o potencial citotoxico dos novos complexos de ruténio em diferentes
células tumorais e ndo tumorais;

v' Avaliar o efeito sobre o ciclo celular dos novos complexos de ruténio em
células HCT116;

v'Avaliar o padrao de morte celular induzido pelos novos complexos de ruténio
em células HCT116;

v' Avaliar a capacidade de inducdo de espécies reativas de oxigénio pelos
novos complexos de ruténio em células HCT116;

v' Avaliar o efeito dos novos complexos de ruténio sobre a expressédo génica
de células HCT116.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENCAO DOS NOVOS COMPLEXOS DE RUTENIO CONTENDO
PIPLARTINA COMO LIGANTE

Todos os procedimentos envolvendo as solu¢cdes dos complexos foram
realizados sob atmosfera inerte (argonio). Os solventes utilizados nas
manipulacdes foram purificados por métodos padrdo. O RuCl3.3H20, 1,4-bis
(difenilfosfino) butano (dppb) 1,1-bis (difenilfosfino) ferroceno (dppf), 2,2'-
bipiridina (bipy) foram adquiridos a Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Co., Saint
Louis, MO, EUA) e a piplartina foi adquirida da Cayman Chemical Company
(Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EUA) (QUEIROZ et al.,1998; GALLATTI et
al., 2007). Os compostos com férmula geral [Ru(P-P)(N-N)(piplartina)]*, onde
P-P = bis(difenilfosfina)metano (dppm); 1,2-bis(difenilfosfina)etano (dppe); 1,3-
bis(difenilfosfina)propano  (dppp); 1,4-bis(difenilfosfina)obutano (dppb); 1,1’-
bis(difenilfosfina)ferroceno (dppf), N-N = 2,2’-bipiridina (bipy) e derivados, foram
obtidos a partir da reacdo de substituicdo dos cloretos, coordenados
precursores do tipo [RuCl2(P-P)(N-N)], pela piplartina. A adicdo de um sal de
prata (AgCIlO4 ou AgPFes) foi necessaria para a retirada destes cloretos.

A espectroscopia vibracional na regidao infravermelha foi registrada em
um espectrometro FT-IR Bomem Michelson 102 na regido 4000 - 350 cmt
usando pastilhas KBr. Os dados de conduta foram realizados em acetona seca,
usando um modelo Micronal B-330 conectado a um eletrodo de platina, com
célula constante de 0,089 cm, usando solugbes de 1mM dos complexos, a
temperatura ambiente. As andlises elementares foram realizadas com o
microanalisador EA 1108 CHNS (Fisons Instruments), no Laboratério de
Microandlise do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Séao
Carlos. Experimentos eletroquimicos (voltametria ciclica e de pulso) foram
realizados a 25 °C em CH2Clz contendo BUTNCIO4 0,10 M (percloreto de
tetrabutilaménio, TBAP), registrado com um analisador eletroquimico
Bioanalytical Systems Inc, modelo BAS-100B/W. Os eletrodos de trabalho e
auxiliares eram platina estacionaria; um sistema Ag/AgCl na sonda capilar

Luggin foi usado como eletrodo de referéncia. Nestas condicGes, o casal de
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ferroceno (Fc+/Fc) foi oxidado a 0,43 V. Os experimentos de RMN (1H, 13C
{1H, 31P {1H}, 1H-1H gCOSY, 1H-13C {1H} gHSQC e DEPT-135) foram
realizados em Bruker DRX 400 Ultrashield™ (400,132 MHz para a frequéncia
de hidrogénio, 100,623 MHz para a frequéncia de carbono e 161,976 MHz para
a frequéncia de fosforo), referenciado com TMS (tetrametilsilano). Nos
experimentos com 1H, 13C {1H}, 1H-1H gCOSY, 1H-13C {1H} gHSQC e
DEPT-135, foram dissolvidos 25 mg de complexos metalicos finais em acetona
deuterada (DMSO-d6, Cambridge Isotope Laboratories, Inc., EUA). Os
experimentos de estabilidade 31P {1H} foram relatados em relagédo ao H3POa4
(85% v/v), usando um capilar contendo D20.

Para o complexo [Ru(piplartina)(dppf)(bipy)](PFs)2) (CPR1) foi utilizado
um baldo de Schlenk contendo 10 mL de diclorometano e 10 mL de acetona,
adicionaram-se cis-[RuClz(dppf)(bipy)] (0,066 mmol) e piplartina (0,099 mmol).
Apos a solubilizacdo completa dos sélidos, adicionou-se 0,165 mmol de AgPFs,
formando imediatamente um precipitado branco. A solucdo foi mantida a
temperatura ambiente e a escuriddo, sob uma atmosfera inerte e sob agitacéo
durante 1 h. Em seguida, evaporou-se a solucdo até 2 mL e adicionou-se 10
mL de CH2Cl2 para formar um p6 branco (AgCl) que foi removido por filtrac&o.
A solucéo filtrada foi concentrada até 3 mL e adicionou-se hexano (10 mL) para
precipitar um po6 de laranja, que foi removido por filtracéo, lavado com hexano,
eter dietlico e seco sob vacuo. Rendimento: 70 mg (87%). Anal. Calc. Para
[Ce1Hs5FeN30sP2RuU](PFs)2: exp. (Calc) C, 51,76 (51,64); H, 3,75 (3,91); N, 2,65
(2,96)%. Condutancia molar (S.cm2.mol-1, acetona) 193,9. IR (cm-1): (nCH)
3093, (NCH2) 2942, (nCH) 2845; (NC = O) 1650; (NC = N) 1598; (NCC =C e
vCC = N) 1544, 1502, 1434, 1421, 1332, 1305; (NC-O) 1122; (NP-C) 1093;
(Nring) 1000; (NP-F) 844; (NC-H-cp) 750; (NP-CH) 636; (AP-F) 557; (NRu-P)
520 e 495; (NRu-O + nFe-cp) 474; (NRu-N) 428. 31P {1H} RMN (162 MHz, d6-
acetona, 298 K): 6 (ppm) (d, 39,1; 39,3/43,1; 45,9, 2J = 29,6/30,3 Hz); RMN de
1H (400 MHz, d6-acetona, 298 K): 6 (ppm): 9,00, 8,93 (1H, d, bipy); 8,56, 8,50
(2H, s largo, bipy); 8,30 (0,5H, s bipy) 8,14 (2H, m, bipy); 7,76-6,87 (28H, m,
Ho, Hm e Hp de dppf, 2,5H bipy, 2H, H aromético da piplartina, 3H H duplo da
piplartina); 6,74, 6,11 (1H, d, H duplo da piplartina); 5,20 - 4,42 (8H, m, cp de
ferroceno); 4,03 - 3,77 (11H, m, CHs e CHz da piplartina) e 2,55-2,44 (2H, m,
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CHz-piplartina). 13C {1H} RMN (125,74 MHz, d6-acetona, 298 K): 6 (ppm)
174,22, 172,29, 171,92, 170,38 (C = 0); 163,50-150,64 (C-Bipy, C-piplartina);
143,53 - 108,16 (C-dppb, C-Bipy, C-piplartina); 81,30 — 73,29 (C-cp ferroceno),
60,93 — 56,83 (CHs de piplartina) e 48,70 — 48,40, 25,15 — 24,95 (CH2 de
piplartina).

Para a sintese do complexo ([Ru(piplartina)(dppb)(bipy)](PFe)2) (CPR2),
utilizou-se 0 mesmo procedimento do complexo anterior. Rendimento: 75 mg
(88%). Anal. Calc. Para [CssHssN3OsP2Ru](PFs)2: exp. (Calc) C, 50,85 (51,17);
H, 4,45 (4,29); N, 2,94 (3,25)%. Condutéancia molar (S.cm2.mol-1, acetona)
193,9. IR (cm-1): (vCH) 3061, (vCH2) 2936, (vCH) 2862; (vC = 0O) 1651; (vC =
N) 1600; (vC = C e vCC = N) 1579, 1501, 1463, 1435, 1421, 1328, 1304; (vC-
0) 1122; (vP-C) 1096; (vringring) 1002; (vP-F) 842; (vC-H-cp) 743; (vP-CH2)
698; (AP-F) 557; (vRu-P) 520 e 489; (vRu-O) 491; (vRu-N) 447. 31P {1H} RMN
(162 MHz, d6-acetona, 298 K): 6 (ppm) (d, 39,4; 42,3/41,0; 41,7, 2J = 32,6/34,9
Hz); RMN de 1H (400 MHz, d6-acetona, 298 K): 6 (ppm): 8,79, 8,69 (1H, d,
bipy); 8,71, 8,60 (1H, s largo, bipy); 8,38 - 8,33 (1H, d. Bipy); 8,25 (1H, d bipy);
7,06 (1H, s, H aromético da piplartina); 6,93 (1H, s, H aromatico da piplartina);
8,22 — 6,18 (29H, m, Ho, Hm e Hp de dppf, bipy, H duplo da piplartina); 3,94 -
3,79 (9H, s, CH3 da piplartina); 4,12 — 4,01, 3,59 — 3,45, 3,18 — 2,98, 2,75 -
2,14 e 1,58 (12H, m, CH2 de dppb e CH2 da piplartina). 13C {1H} RMN (125,74
MHz, d6-acetona, 298 K): 6 (ppm) 173,76, 172,05, 171,69, 170,68 (C = O);
162,35-150,09 (C-Bipy, C-piplartina); 143,51 - 108,11, (C-dppb, C-Bipy, C-
piplartina); 60,80 - 56,77 (CHs da piplartina) e 48,52 - 48,14 (CH2 da piplartina)
e 28,90 - 23,31 (CH2 da piplartina e CH2 do dppb).

A obtencdo de caracterizacdo dos complexos de ruténio contendo
piplartina foram realizadas pelos professores Dr. Alzir Azevedo Batista e Jo&o
Honorato de Aradjo Neto no Laboratério de Estrutura e Reatividade de
Compostos Inorganicos do Departamento de Quimica da Universidade Federal

de Sao Carlos.

4.2 OBTENCAO E MANUTENCAO DAS CELULAS EM CULTURA
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Foram utilizadas as linhagens celulares K562 (leucemia eritrocitica
cronica humana), HL-60 (leucemia promielocitica aguda humana), B16-F10
(melanoma murino), HepG2 (carcinoma hepatocelular humano), SCC4
(carcinoma escamocelular oral humano), SCC9 (carcinoma escamocelular oral
humano), HSC3 (carcinoma escamocelular oral humano), HCT116 (carcinoma
de colon humano) e MRC5 (células fibroblasticas humana) obtidas da ATCC.
Todas as linhagens celulares foram testadas, mensalmente, para micoplasma
utilizando o kit Mycoplasma Stain (Sigma-Aldrich), as quais estavam isentas de
contaminagdo. As ceélulas foram cultivadas em garrafas de cultura e mantidas
com RPMI 1640, suplementados com 10% de soro bovino fetal e gentamicina a
10pg/mL, acondicionadas em incubadoras com atmosfera de 5 % de CO2 a
37°C. Para a manutencdo das células aderidas, utilizou-se tripsina (0,25%) com
a finalidade de retirar as células que permaneceram presas na superficie das

garrafas.

PBMC (peripheral blood mononuclear cells — linfécitos e mondcitos)
foram obtidas de cultura primaria coletados de voluntarios saudaveis entre 20-
45 anos de idade, ndo fumantes, que ndo tinham tomado quaisquer drogas
durante pelo menos 15 dias anteriores a amostragem. O comité de ética em
pesquisa do Instituto Gongalo Moniz (IGM-FIOCRUZ/BA, Salvador, Bahia,
Brasil) aprovou o protocolo experimental (n° 031019/2013). Todos o0s
participantes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido para
participacdo do estudo. A coleta do sangue foi realizada em frascos
heparinizados por profissionais capacitados no Laboratério de Engenharia
Tecidual e Imunofarmacologia (IGM, Fiocruz, Bahia), utilizando seringas
esterilizadas e descartaveis com volume de 10 mL. As PBMC foram isoladas
por protocolo padrdo, utilizando o gradiente com Ficoll (Ficoll-Paque Plus, GE
Helthcare Bio-Sciences AB, Suécia). O precipitado de PBMC foram lavados
duas vezes com solugdo salina e ressuspendido na concentracdo de 0,3 x 10°
células/mL em meio RPMI 1640 com 20% de soro bovino e 10 ug/mL de
gentamicina. Foi utilizado no inicio da cultura 10 pg/mL de concanavalina
A (ConA- Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA) para desencadear a divisao

celular em linfocitos T. A viabilidade celular foi examinada utilizando ensaio de
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exclusdo de azul de tripam, na qual mais de 90% das células estavam viaveis

no inicio da cultura.

4.3 SOLUBILIZACAO E DILUICAO DOS COMPOSTOS

Inicialmente a estabilidade dos novos complexos (CPR1 e CPR2) foram
testadas em diferentes solventes. Para isso, os complexos foram solubilizados
em DMSO (dimetilsulféxido), DMF (dimetilformamida), tween 80 e uma mistura
contendo 70% de sorbitol, 25% de tween 80 e 5% de 4gua e sua estabilidade
foi determinada por técnicas de RMN. Foi observada a decomposicdo dos
complexos quando solubilizados em DMSO e DMF, mas ndo com tween 80 ou
com a mistura contendo 70% de sorbitol, 25% de tween 80 e 5% de agua. Nos
testes iniciais de citotoxicidade, o tween 80 apresentou toxicidade celular, o
que inviabilizou sua utilizacdo como veiculo para solubilizar e diluir os
complexos estudados. Diante disso, a mistura contendo 70% de sorbitol, 25%
de tween 80 e 5% de agua foi utilizada como solvente para solubilizar e

dissolver os complexos.

4.4 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

A viabilidade celular foi quantificada utilizando o ensaio do alamar blue,
um indicador fluorescente/colorimétrico com propriedades redox, de acordo
com Ahmed et al. (1994). Para todos os experimentos, as células foram
inseridas em placas de 96 pocos (0,7 x 10° células/mL para células aderidas e
0,3 x 106 células/mL para células em suspensdo em 100 pL de meio). Apds 24
h, os compostos testes nas concentragcbes de 0,19 a 25 pg/mL foram
adicionados em cada poco em duplicatas e incubados por 72 h. A
doxorrubicina (pureza = 95,0%, cloridrato de doxorrubicina, Laboratério IMA
SAIC), oxaliplatina (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA) e a piplartina
(pureza > 98%, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) foram usadas como
controles positivo. O controle negativo recebeu o veiculo que foi utilizado para
diluir os compostos (0,5 % da mistura contendo 70% de sorbitol, 25% de tween

80 e 5% de &gua). Quatro (para células tumorais) ou 24 horas (para PBMC)
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antes do termino do periodo de incubacgdo, 20 uL da solucdo estoque (0,312
mg/mL) de alamar blue (resarzurina, Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA) foi
adicionado em cada poc¢o. Apds o periodo de incubacdo, as placas foram
mensuradas nas absorbancias de 570 nm e 600 nm utilizando o leitor
SpectraMax 190.

Para os ensaios de estudos do padrao de morte celular/mecanismo de
acao, células HCT116 na densidade de 0,7 x 10° células/mL foram adicionadas
a placas de 24 pocos por um periodo inicial de 24 h para aderirem. Apds este
periodo, as células foram tratadas por 24 e/ou 48 h com os complexos em duas
concentracOes diferentes (as concentragbes foram estabelecidas previamente
com base no valor de Clso). As células foram mantidas em estufa a 37°C e a
5% de CO2. Doxorrubicina (1 puM), oxaliplatina (3 uM) e a piplartina (10 pM)
foram utilizadas como controles positivos e 0 controle negativo recebeu apenas
o veiculo (0,1% da mistura contendo 70% de sorbitol, 25% de tween 80 e 5%

de agua) usado para solubilizar e diluir as substancias testadas.

4.5 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

Para avalia a viabilidade celular, a cada término do periodo de tratamento
as células foram tripsinizadas e uma aliquota de 90 pL foi acrescida a 10 pL do
corante azul de tripam. A contagem foi realizada levando em consideracdo a
exclusdo do corante por células viaveis, em camara de Neubauer, por meio de

microscopio optico (Olympus CX41).

4.6 ANALISE DO CONTEUDO DE DNA

A determinacdo do conteudo de DNA nuclear da célula, que reflete as fases
do ciclo celular, foi avaliada por citometria de fluxo utilizando o IP (iodeto de
propidio) como agente fluorégeno. Decorridos os periodos de tratamento com
0S compostos, 0 sobrenadante foi coletado, as células foram tripsinizadas e
centrifugadas (295 xG/ 5 minutos) juntamente com o sobrenadante. As células
foram diluidas com a solugédo de permeabilizacdo (200 pL) contendo 0,1 % de
triton X-100 (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA), 0,1% de citrato de sodio,
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2 yg/mL iodeto de propidio (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA) e 100
pg/mL RNase (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA) em agua destilada, na
auséncia de luz e a 37°C. Apés 30 minutos, as células foram adquiridas e
analisadas em citbmetro de fluxo BD LSRFortessa através do software BD
FACSDiva versédo 6.2 (Becton Dickinson Biosciences, San Jose€, CA, EUA). As
proporcbes de DNA fragmentado e as fases do ciclo celular foram obtidas
utiizando o software Flowjo, versdo 10 (Flowjo LCC, Ashland, OR, EUA). Os
debris celulares foram omitidos das andlises e 10.000 eventos foram

analisados por amostra.

4.7 AVALIACAO DA EXTERNALIZACAO DE FOSFATIDILSERINA

Apds o tratamento com os complexos, as células foram marcadas com
anexina V-FITC e iodeto de propidio (IP) para determinar a viabilidade celular
(viavel, apoptose inicial, apoptose tardia e necrose), de acordo com o protocolo
do fabricante (BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey, EUA). As células
foram tripsinizadas, lavadas duas vezes com solucdo salina e em seguida,
ressuspendidas numa solucdo de 100 pL do tampéo de ligacao, 5 pL de iodeto
de propidio e 5 pL de anexina V-FITC. Apds 15 minutos de incubacdo em
temperatura ambiente, na auséncia de luminosidade, 400 uL de tampéo de
ligacdo foram adicionados a cada amostra. As células foram adquiridas e

analisadas no citbmetro de fluxo, conforme descrito acima.

4.8 AVALIACAO DO POTENCIAL TRANSMEMBRANICO MITOCONDRIAL

As células foram plaqueadas na densidade de 0,7 x 10° células/mL com
diferentes concentracdes dos compostos testes. Uma aliquota de 50 pL foi
recolhida apds a incubacdo com as substancias. As células foram diluidas com
a solugdo de rodamina 123 (1 pg/mL, Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA)
na auséncia de luz e a 37 °C, e, ap6s 15 minutos. Apo6s o periodo de
incubacédo, as células foram centrifugadas e o precipitado foi ressuspendido em
salina e reincubado por 30 minutos e, entdo, analisadas por citometria de fluxo,

conforme descrito acima.
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4.9 QUANTIFICACAO DOS NIVEIS DE ESPECIES REATIVAS DE
OXIGENIO INTRACELULAR

As células foram tratadas por 1 h e 3 h com 0s complexos. ApGs esse
periodo, as células foram tripsinizadas e ressuspendidas em 1 mL de meio
fresco e 2 pL de diacetato de 2,7-diclorodihidrofluoresceina (DCF-DA), que é
convertido num produto fluorescente na presenca de espécies reativas de
oxigénio intracelular. Ap6s 30 minutos de incubagédo a 37° C, na auséncia de
luminosidade, as células foram centrifugadas (295 xG/ 5 minutos),
ressuspendidas em salina e adquiridas imediatamente em citdmetro de fluxo,

conforme descrito acima.

4.10 AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA

As células foram tratadas por 12 h com os complexos. Para o procedimento
de extracdo de RNA, foram utilizadas microcolunas de silica-Rneasy Plus Mini
Kit (QIAGEN). As amostras foram lisadas com o tampao RLT, homogeneizadas
com auxilio do vortex e atraves da passagem do lisado por agulha de 0.9mm,
acoplada a uma seringa, durante 10 vezes consecutivas. O lisado foi
transferido para a microcoluna contendo DNase, a fim de eliminar o DNA
gendbmico. Em seguida, foi adicionado 350 pL de etanol 70% e o mesmo
misturado gentilmente a amostra, com auxilio de pipeta. Ap0s a passagem por
nova microcoluna de silica, lavagens com tampdes do kit (RW1 e RPE), o RNA
foi eluido com 50 pL de agua livre de Rnase/Dnase, pH 7.4 e armazenado em
temperatura de -80°C. A quantidade e pureza do RNA extraido de cada
amostra foi analisada em aparelho de fluorimetria (QuBit™, Life Technologies,
USA). A transcricdo reversa foi realizada com a enzima transcriptase
Superscript VILO™ (Invitrogen Corporation, USA) e as amostras de cDNA
armazenadas em temperatura de -20°C. Para as reacbes de PCR quantitativo
foram utilizados TagMan Gene Expression Assays™ (Life Technologies)
inventoriados para TagMan Array Human Molecular Mechanisms of Cancer 96

plate, Fast (ID 4418806, Applied Biosystems™). As reacdes foram conduzidas
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no aparelho ABI ViiA7 (Applied Biosystems™), utilizando placa Fast de 96
pogcos e com um volume total de 20 pL. O programa de amplificacdo consistiu
de um ciclo inicial de 50°C por 2 minutos e 95°C por 10 minutos, seguido de 40
ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Todos 0s experimentos
foram realizados em condigbes livres de DNAse/RNAse.As quantidades
relativas (QR) da expressdo de mRNA foram calculadas pelo método 2-2ACT
utilizando o Software Gene Expression Suite™ (Applied Biosystems TM) e as
células tratadas com o controle negativo (0,1% de uma mistura contendo 70%
Sorbitol, 25% de tween 80 e 5% de agua) como calibrador. Os genes GAPDH,
18S e HPRT1 foram utilizados para a normalizacdo da expressdo génica.
Considerou-se gque 0s genes estavam com a expressem génica aumentada se
QR = 2, o que significa que a expressdao do gene em células tratadas com o
composto era pelo menos duas vezes maior que nas células tratadas com
controle negativo. De forma semelhante, considerou-se que 0s genes estavam
com a expressao génica reduzida se QR < 0,5, o que significa que a expressao
génica em células tratadas com o composto era metade ou menos da metade

do que em células tratadas com o controle negativo.

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como meédia £ E.P.M. ou valores de Clso e
respectivos intervalos de confianca de 95%, obtidos através de regressao nao
linear, a partir de pelo menos trés experimentos independentes realizados em
duplicata. A diferenga entre 0s grupos experimentais foi avaliada pelo teste
ANOVA (andlise de variancia) seguida do teste de Student-Newman-Keuls (P <
0,05). O programa GRAPHPAD PRISM (Intuitive Software for Science) foi

utilizado para a realizacdo de todas as andlises.
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5 RESULTADOS
5.1 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS

Os novos complexos de ruténio contendo piplartina foram obtidos
usando dois precursores diferentes do tipo [RUCI2(NN)(PP)] (NN = 2,2'-
bipiridina (bipy); PP = 1,1'-bis (difenilfosfino) ferroceno (dppf) para CPR1
(heterometalico) e 1,4-bis (difenilfosfino) butano (dppb) para CPR2
(monometélico) como indicado na figura 5. O hexafluorofosfato de prata foi
empregado para sequestrar o clorido do precursor, permitindo a coordenacao
do ligante de piplartina ao centro de metal e formagcédo do sal AgCl insolavel,
que foi facilmente removido por filtracdo. O emprego de solvente seco ndo
coordenado (acetona ou diclorometano), durante as sinteses dos complexos é
necessario para evitar a formacdo de subprodutos da reagdo. Ambos os
complexos foram preparados com bons rendimentos, superiores a 85%, como

sélidos de laranja, estaveis sob aluz e o ar.
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Figure 5. Rota para a sintese de complexos [Ru(piplartina)(dppf)(bipy)](PFs)2 (1) e
[Ru(piplartina)(dppb)(bipy)](PFe)2 (2).
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A oxidacdo DPV dos complexos e da piplartina livre estdo representados
na Figura 6. CPR1, que € um composto bimetalico, exibe trés processos de
oxidagdo: o primeiro, que € quase reversivel ((lpa/lpc = 1,2, Epa = 0,88 V)
pertence a oxidacdo de Fe (l)/Fe (I, enquanto a segunda, irreversivel, com
Epa = 1,37 V, pertence ao processo de oxidacao da piplartina. Este processo
também é observado para o ligante livre (figura 6). CPR2 exibe dois processos,
o primeiro, irreversivel A 1,48 V (Epa), pertence a oxidacdo do ligando de
piplartina e o segundo, quase reversivel, a 1,62 V (Epa), pertence ao Ru (ll)/Ru
(. O valor de Epa de Ru (I)/Ru (Il processos de oxidacdo para o precursor
cis-[RuCl2(dppb)(bipy)] é observado em cerca de 0,65 V, indicando claramente
que a substituicdo dos dois cloridos por um ch ndo carregado ligante de elato
(piplartina), estabilizando o centro de Ru (l) em aproximadamente 1,0 V. Esta
estabilizacdo é plausivel, por isso, a substituicdo de dois ligantes de clorido
doador o e 1 por uma piplartina de quelagdo ndo carregada, o0 que aumenta o
potencial de oxidacdo do centro de metal.
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Figure 6. Os voltamogramas de pulso diferencial dos complexos (solugcdo de

diclorometano, eletrodos de trabalho e auxiliares foram Pt estacionarios, e o eletrodo
de referéncia foi Ag/AgCI, 0,4 M BusNCIOa).

Um aspecto importante inerente aos novos complexos de ruténio

contendo piplartina observados neste trabalho, foi a presenca de isémeros
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gerados a partir da posicao do ligando de piplartina, como mostrado na figura
7. Para um isdbmero, o oxigénio coordenado - Oa é trans para 0 nitrogénio do
ligando de bipiridina, enquanto o Ob é trans para o atomo de fésforo da
difosfina. O segundo isémero tem o0 oposto, o Oa trans para o atomo de fosforo
a partir de difofa e Ob, trans para o nitrogénio da bipiridina. A presenca dos
dois isébmeros foi observada usando a técnica de RMN multiatbmica, pela
duplicacéo de sinais nos espectros. Assim, nos espectros de RMN 31P {1H}
dos complexos, foram observados dois pares de dupletos, em que cada par €
consistente com um padrdo AB com acoplamento J especffico. Este sistema
indica a presenca de dois atomos de fosforo inequivalentes para cada isémero.
Os sinais, na regido de 39 a 45 ppm para o0 CPR1 e 39 a 41 ppm para o CPR2,
sdo consistentes com uma geometria onde um dos nitrogénio da 2,2'-bipiridina
é trans para um atomo de fosforo de dppb/dppf, para ambos os complexos, e o
segundo é trans para o oxigénio dos grupos carboxilicos, Oa ou Ob (isormers),

como é mostrado na figura 7.
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Figure 7. Representacdo de isdbmeros com o giro do ligante da piplartina.

Os espectros de 1H RMN dos complexos, em d6-acetona, exibem sinais
correspondentes aos atomos de hidrogénio dos ligandos difosfina, bipiridina e
piplartina, exibindo varios sinais duplicados, confirmando a presenca dos
isdbmeros em solucdo. O ligando livre, piplartina, exibe dois singletos largos, a
3,78 e 3,90 ppm, referente aos grupos metilo presentes na molécula. Para os
complexos, esses sinais apresentam deslocamento quimico semelhante, no
entanto, ambos 0s sinais sdo duplicados, como mostrado na Figura 8. Os
hidrogénios aroméaticos do grupo fenilo do dppf (CPR1) e dos ligandos dppb
(CPR2) estdao no intervalo tipico de 6,0-7,9 ppm. O CPR1 exibe os sinais
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aromaticos protegidos esperados correspondentes aos hidrogénios dos anéis
de ferroceno do ligando de dppf a 4,3 e 5,3 ppm. Além disso, ambos os
complexos exibiram o0os dupletos desviados duplicados esperados
correspondentes aos hidrogénios orto do ligando 2,2'-bipiridinico a 8,45 - 9,05
ppm para o CPR1 e 8,55 - 8,85 ppm para o CPR2.

J=32.6Hz 1

Figure 8. 31P {1H} espectros de RMN do CPR2 (d6-acetona), onde (A) mostram o0s
dupletos do fésforo de difosfina e (B) mostram o sinal de multipleto de PF6-.

Os espectros de RMN 13C dos complexos apresentam quatro sinais em
torno de 170-175 ppm, tipico do grupo C = O coordenado. Este sinal é
desmatado, em comparacdo com o observado para o ligando de piplartina livre,
onde ocorrem a 165 e 168 ppm, indicando que o oxigénio do grupo de
carboxilo & coordenado com o metal. Conforme demonstrado em outras
técnicas de RMN usadas anteriormente (31P {1H} e RMN de 1H), todos os
sinais também sédo duplicados, devido a presenca de isbmeros, como mostrado

aos sinais de RMN carbonil carbonados coordenados na Figura 9.
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Figure 9. *C RMN e espectro de 1H RMN dos complexos exibindo a duplicacéo de
sinal, indicativo de isémeros (d6-acetona).

Nos experimentos de RMN de 3'P{*H} dos compostos sintetizados, as
amostras foram dissolvidas em acetona deuterada ((CD3)2CO). Nos espectros
de RMN de 3'P{'H} obtidos, foi possivel observar que todos os compostos
apresentam dois conjuntos de dubletos, condizentes com um sistema AX. Os
sistemas AX classicamente correspondem a um sistema de dois spins,
caracterizados pela diferenca da frequéncia ressonante dos dois sinais, que
sdo diferentes por se tratar de dois atomos de fosforo em ambientes
magnéticos diferentes, que como esperado, condizem com 0S complexos na

forma cis, conforme apresentado na figura 10.
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Figura 10. Espectro de ressonancia magnética nuclear de fésforo (3:P{*H}) do CPR2
em acetona deuterada ((CD3)2CO).

Os dados de RMN de 'H contribuem para elucidacdo estrutural de cada
um dos compostos, onde pode-se distinguir os hidrogénios da piplartina
presentes no complexo e além disso conforme mostrado na figura 11. Em
todos o0s espectros obtidos as integrais dos sinais sdo equivalentes as

estruturas esperadas e devido a existéncia dos isbmeros, todos 0s sinais estao

duplicados.
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Figura 11. Espectro de RMN *H obtido para o CPR1 em acetona deuterada.

Nos experimentos de RMN de 13C{1H}, também foi possivel identificar os

sinais inerentes a piplartina e demais ligantes coordenados ao ruténio. Um fato
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importante que confirma a coordenacéo pelas carbonilas € o deslocamento dos
sinais referentes aos carbonos da ligacdo C=0O (5 e 6). Na piplartina ndo
coordenada, as carbonilas encontram-se em 165 ppm (5) e 168 ppm (6), porém
ap0s a coordenacdo, aléem da duplicacdo dos sinais, o0s mesmos deslocam
para campo baixo, exibindo sinais em 170, 171, 172 e 173 ppm. Deste modo,
vemos que a desblindagem observada nos carbonos das carbonilas, conforme

observado na figura 12, comprovam a coordenacao proposta para a piplartina.
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Figura 12. Espectro de RMN *C{*H} obtido para o CPR1 em acetona deuterada.

Nos experimentos de COSY-'H vemos dois tipos grupos distintos de
acoplamentos, onde o primeiro grupo (1) é caracterizado pelos acoplamentos
dos hidrogénios das ligacdes duplas (H 4 e 3, H8 e 7). O segundo grupo (2) &
caracterizado pelos acoplamentos dos hidrogénios aromaticos dos anéis da

fosfina, bipiridina e piplartina. Estes dois grupos estédo delimitados na figura 13.
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Figura 13. Espectro de COSY-'H do CPR1.

A técnica de RMN 31P {1H} também € uma ferramenta versatil para
estudar a estabilidade em diferentes solventes e foi usada para estudar a
instabilidade dos complexos. Os complexos apresentam instabilidade quando
dissolvidos em solventes de coordenacdo (DMSO, metanol ou DMF). Assim,
guando os complexos sédo dissolvidos nestes solventes, o ligando piplartina é
rapidamente e completamente labilizado a partir do centro de metal. Portanto,
em solventes ndo coordenantes (acetona, diclorometano ou cloroférmio), os
complexos apresentam boa estabilidade, durante pelo menos 72 h. Na mistura
acetona/agua (1:9), a labilizacdo da piplartina ocorre gradualmente (flecha
vermelha) e, apos 24 h, observa-se a labilizacdo completa da piplartina,
mostrando a presenca de uma Unica espécie em solugdo [provavelmente o
[Ru(H20)2(dppb)(bipy)]>* espécies (seta laranja) (figura 14)], que exibe apenas

um par de dupletos, em cerca de 37 e 48 ppm.
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Figura 14. (A) 31P {1H} espectros de RMN do complexo [RuClz(dppb)(bipy)] apds a
adicdo de AgPFs, na mistura acetona/agua (1:9). (B) 31P {1H} espectros de RMN (O -
24 h) do CPR2 na mistura acetona/agua (1:9). A seta vermelha mostra o consumo do
CPR2 e a seta amarela mostra o produto resultante.

A composic¢do quimica destes compostos foi determinada por analise
elementar, que indica férmula molecular do composto através da obtencédo dos
teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio dos compostos. Os resultados de
analise elementar revelaram a composi¢cdo quimica dos compostos (tabela 1),
resultados estes condizentes com as composi¢cées quimicas propostas e com

consideravel grau de pureza.

Tabela 1 — Dados de analise elementar* e condutancia molar**

Condutancia

Composto C (%) H (%) N (%)

(MS/cm)
CPR1 50,85 (51,17) 4,45 (4,29) 2,94 (3,25) 158,1
CPR2 51,76 (51,64) 4,75(4,91) 2,65 (4,96) 193,9

* Dados tedricos entre paréntese. ** Experimento realizado em acetona (25°C),
faixa 1:2 = 122 — 335 yS/cm
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As medidas de condutancia dos compostos (tabela 2) foram realizadas
em acetona e 0s valores encontrados para 0s compostos estdo na faixa de
eletrolito 1:1 (59 — 188 uS/cm em acetona).

A espectroscopia vibracional na regido do infravermelho foi utilizada
como uma técnica complementar na caracterizagdo dos complexos. A
comparacdao dos modos vibracionais observados dos ligantes, precursor e
complexo final, confirmam a coordenacao da piplartina ao metal.

Nos espectros de infravermelho dos complexos CPR1 e CPR2, observa-
se o deslocamento de algumas das bandas presentes nos ligantes, sendo que
a principal evidencia que confirma o modo de coordenagcdo proposto (através
das duas carbonilas da piplartina), € o deslocamento de estiramento da ligacdo
C=0 (vC=0), que com a coordenacdo passa a ter uma menor frequéncia,
passando de 1685/cm no ligante livre para 1650/cm nos complexos. Todos o0s
complexos apresentam duas bandas de vibragdo V(Ru-P), referentes as
bandas de estiramento assimétrica e simétrica dos atomos de fésforos da
bifosfina que se encontram em cis na regido de 520/cm.

Também foram observadas bandas na regido entre 490 — 470/cm,
caracteristicas das vibragbes Vv(Ru-N) da bipiridina e v(Ru-O) da piplartina.
Todos o0s complexos apresentam duas novas bandas bem caracteristicas
atribuidas vP-F e 6P-F referente ao contra-ion PF6- (842 e 557/cm). A tabela 2

apresenta as bandas caracteristicas dos complexos CPR1 e CPR2.
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Tabela 2 - Atribuicbes das frequéncias vibracionais (/cm) da piplartina e seus

complexos de ruténio

Atribuicao Piplartina CPR1 CPR2
VOHagua 3460 f 3448 m 3453 m
vCH 3070 f 3061f 3093f
vasCH2 2966 m 2936 m 2942 f
vsCH2 2830 m 2862 f 2450 f
vC=0 1685 F 1651 m 1650 m
womC 1620 F 1599 m 1598 f
1586 m 1580 m 1475f
vC=N 1425 m 1434 m 1434 m
0sC-Hs 1387 f 1388f 1385f
vP-CH - 1112 F 1122 m
vP-CH2 - 1095 F 1092 f
P_E + 5P-F ] 842F 843F
557m 558 m
y anel 595 m 698 m 699 m
vP-CH - 622 f 636 f
VRu-P - 508 f 520 f
VvRu-O - 492 f 493 f
VRu-N - 492 f 472 f

F = forte, m = médio e f = fraco
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5.2 DETERMINACOES IN VITRO DO PERCENTUAL DE INBICAO DE
CRESCIMENTO DE CELULAS TUMORAIS VERSUS CELULAS NAO
TUMORAIS

A citotoxicidade dos compostos foi avaliada contra oito linhagens de
células tumorais e contra duas células ndo tumoral, apds 72 h de incubacao
utilizando o ensaio de alamar blue. Os resultados encontram-se na tabela 3.
Ambos o0s novos complexos de ruténio contento piplartina como ligante,
apresentaram atividade citotoxica superior a piplartina. A piplartina apresentou
valores de Clso variando de 6,31 a 18,63 puM para HepG2 e K562,
respectivamente. O CPR1 apresentou valores de Clso variando de 0,63 a 4,43
UM para HSC3 e SCC9, respectivamente. O CPR2 apresentou valores de Clso
variando de 1,34 a 6,79 uM para HSC3 e SCC9, respectivamente. O CPR1 foi
aproximadamente 4, 4, 12, 5, 4, 4, 5 e 4 vezes mais potente que a piplartina
para as linhagens HCT116, HepG2, HSC3, SCC4, SCC9, HL-60, K562 e B16-
F10, respectivamente. Ja o CPR2 foi aproximadamente 1, 3, 6, 3,2, 3,3 e 3
vezes mais potente que a piplartina para as mesmas linhagens,
respectivamente. O valor de Clso para as células ndo tumorais foram de 17,34 e
34,22 uM para piplartina, 3,35 e 1,82 uM para CPR1 e 6,33 e 3,24 uM para
CPR2 para as células MRC5 e PBMC, respectivamente. A tabela 4 apresenta o
indice de seletividade calculado. A doxorrubicina e a oxaliplatina, usadas como
controles positivos, apresentaram valores de Clso variando de 0,02 a 2,59 uM
para B16-F10 e SCC9, e 060 a 4,08 pM para HL-60 e HCT116,
respectivamente. O valor de Clso para as células ndo tumorais foram de 1,27 e
5,43 UM doxorrubicina e 1,25 e 9,43 uM para oxaliplatina para as células MRC5

e PBMC, respectivamente.
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Tabela 3 — A atividade citotoxica dos novos complexos de ruténio contendo

piplartina como ligante

Células Clso em pM
CPR1 CPR2 PL DOX OXA
Células tumorais
HCT116 1,73 5,49 6,43 0,18 4,08
151-2,00 4,70-6,41 3,21 -9,47 0,12 -0,28 2,33 -5,45
HepG2 1,73 1,90 6,31 0,20 2,18
135-2,22 1,38-3,50 4,43 —8,78 0,15 -0,29 1,34 -3,78
HSC-3 0,63 1,34 7,44 0,53 3,34
0,46-086 0,77-230 3,13-11,32 0,47 - 0,60 141 — 7,83
SCC-4 3,23 5,36 15,46 2,09 2,10
216 -482 393-731 1132-1983 168-261 170 — 2,61
SCC-9 4,43 6,79 16,46 2,59 N.d.
334-589 525-8,78 14,23-19,03 2,00-3,34
HL-60 3,36 4,49 13,34 0,20 0,60
180-6,27 291-695 4,14-18,74 0,20-0,30 0,10 - 0,80
K-562 3,54 5,75 18,63 1,01 0,99
287 -436 494-668 1155-2389 0,57-1,80 0,11 -1,26
B16-F10 2,76 4,06 10,57 0,02 2,22
2,02-3,76 3,04-541 6,90-16,11 0,01 - 0,07 1,18 -4,13
Células ndo tumorais
MRC-5 3,35 6,33 17,34 1,27 1,25
283-396 434-923 1128-2553 1,03-154 0,96 — 2,22
PBMC 1,82 3,24 34,22 543 9,43
1,05-3,16 1,77-594 28,04-4388 3,13-9/42 6,48 — 11,37

A tabela apresenta os valores de Clso (concentracdo inibitéria média) e o
intervalo de confianca de 95% de trés experimentos independentes realizados
em duplicata pelo método do alamar blue apdés 72 horas de exposi¢do com as

células B16-F10 (melanoma murino),

humano),

HepG2 (carcinoma hepatocelular
HSC3, SCC4 e SCC9 (carcinoma escamocelular oral humano),

HCT116 (carcinoma de coélon humano) e MRC5 (fibroblastos de pulméo
humano) e PBMC (peripheral blood mononuclear cell
linfoblastos normais). Piplartina (PL), doxorrubicina (DOX) e a oxaliplatina
(OXA) foram usadas como controles positivo. N.d. Nao determinado.

ativados com ConA —
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Tabela 4. indice de seletividade de complexos de ruténio contendo piplartina

Células Células nao tumorais

tumorais MRC PBMC

DOX OXA PL CPR1 CPR2 DOX OXA PL CPR1 CPR2

HCT116 6,5 0,3 2,7 20 11 27,0 2,3 53 11 0,6
HepG2 6,5 0,6 2,7 20 3,3 27,0 4,3 54 11 1,7
HSC-3 2,6 0,4 23 57 4,8 10,8 2,8 46 3,0 2,5
SCC-4 0,6 0,2 11 11 1,2 2,6 1,2 22 06 0,6
SCC-9 0,5 N.d 10 038 0,9 2,1 N.d 21 04 0,5
HL-60 6,5 2,2 13 10 14 27,0 157 26 05 0,7
K-562 13 13 09 10 11 5,4 9,4 18 05 0,6

B16-F10 65,0 0,6 16 12 15 270,0 4,3 32 0,6 0,8

Os dados representam o indice de seletividade (IS) calculado usando a
seguinte formula: IS = Clo [células ndo tumorais]/Clso [células tumorais].
Células tumorais: HCT116 (carcinoma do célon humano); HepG2 (carcinoma
hepatocelular humano); HSC-3 (carcinoma escamocelular oral humano); SCC-
4 (carcinoma escamocelular oral humano); SCC-9 (carcinoma escamocelular
oral humano); HL-60 (leucemia promielocitica humana); K-562 (leucemia
mieléide cronica humana); e B16-F10 (melanoma murino). Células nédo
tumorais: MRC-5 (fibroblasto pulmonar humano) e PBMC (células
mononucleares de sangue periférico humano). Doxorrubicina (DOX),
oxaliplatina (OXA) e piplartina (PL) foram utilizados como controles positivos.
N.d. N&o determinado.
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5.3 AVALIACAO DO PADRAO DE MORTE CELULAR/MECANISMO DE ACAO

Para os ensaios de padrdo de morte celular/mecanismo de acao, células
da linhagem HCT116 foram usadas como modelo celular, uma vez que estava
entre as linhagens mais sensiveis aos compostos testados. As concentracfes
testadas foram 1,25 e 2,5 uM para CPR1 e 2,5 e 5 uM para CPR2, definidas de

acordo com os valores de Clso esses compostos nessa linhagem.

5.3.1 Avaliacao da viabilidade celular — exclusdo por azul de tripam

A figura 15 apresenta os resultados do ensaio de viabilidade celular por
exclusdo com o corante azul de tripam em células da linhagem HCT116
tratadas com os complexos. Os resultados demonstraram que o0s tratamentos
com os complexos reduziram significativamente o nimero de células viaveis
quando comparado com o controle negativo em 24 e 48 h de incubacao. Nao
houve aumento do ndmero de células ndo viaveis. A piplartina, doxorrubicina e
oxaliplatina, utilizadas como controles positivo, também reduziram o nimero de

células viaveis.

5.3.2 Analise morfolégica

A figura 16 mostra as alteracdes morfoldgicas das células HCT116
tratadas com os compostos. Os complexos causaram encolhimento celular
observado pelo decréscimo da dispersdo luminosa para a frente (FSC) e
condensacdo nuclear, como observado por um aumento na dispersao lateral
(SSC), alteragcbes consistentes com morte apoptética. A piplartina,
doxorrubicina e oxaliplatina também apresentaram alteracdes condizentes com

mecanismos apoptéticos de morte celular.
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Figura 15. Efeito dos complexos de ruténio contendo piplartina como ligante sobre a
viabilidade de células HCT116 determinado pelo ensaio de exclusdo de azul de tripam
apos 24 (A) e 48 (B) h de tratamento. O controle negativo foi tratado o veiculo (mistura
contendo 70% de sorbitol, 25% de tween 80 e 5% de agua) utilizado para solubilizar e
diluir as substancias teste. A piplartina (PL, 10 uM), doxorrubicina (DOX, 1 uM) e
oxaliplatina (OXA, 3 uM) foram utlizadas como controles positivo. Os valores
respondem a média + E.P.M. de trés experimentos independentes realizados em
duplicata. * P < 0,05 quando comparado com o controle negativo por ANOVA (analise
de variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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Figura 16. Dot plots representativos das caracteristicas de dispersdo da luz em células HCT116 tratadas com os complexos de ruténio
contendo piplartina como ligante determinado por citometria de fluxo usando o FSC (forward scatter — desvio de luz para frente) e SSC (side
scatter — desvio de luz para o lado) como pardmetros de tamanho relativo e granulosidade ou complexidade interna da célula,
respectivamente. O controle negativo foi tratado com o veiculo (mistura contendo 70% de sorbitol, 25% de tween 80 e 5% de agua) utilizado
para solubilizar e diluir as substancias teste. A piplartina (PL, 10 uM), doxorrubicina (DOX, 1 uM) e oxaliplatina (OXA, 3 uM) foram utilizadas
como controles positivo. Dez mil eventos foram analisados em cada experimento e os debris celulares foram excluidos das andlises.
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5.3.3 Andlise do conteido de DNA

A distribuicdo do conteddo de DNA foi analisada por citometria de fluxo
com o intuito de diferenciar as fases do ciclo celular. A figura 17 e a tabela 5
mostram os resultados encontrados. Os complexos induziram fragmentagéo do
DNA internucleosomal de modo tempo e concentracdo dependente, como
observado pelo aumento do nimero de células em sub-Go/G1. A doxorrubicina,
utilizadas como controle positivo, induziu parada do ciclo celular na fase G2/M
de modo tempo dependente. A parada do ciclo celular foi seguida do aumento
da fragmentacdo do DNA internucleosomal, como observado pelo aumento do
nimero de células em sub-Go/Gi. A oxaliplartina e a piplartina também

induziram fragmentacdo do DNA internucleosomal.

5.3.4 Avaliacao da externalizagao de fosfatidilserina

A avaliacdo do perfil de morte celular foi verificada a partir da
externalizacdo da fosfatidilserina (figura 18 e 19), através da ligacdo de anexina
V a esse fosfolipidio de membrana celular. Os resultados obtidos demonstram
uma exposicao significativa de fosfatidilserina em células HCT116 tratadas com
0S complexos em ambas as concentragoes e tempos testados. A piplartina,
doxorrubicina e oxaliplatina também apresentaram uma exposicao significativa

de fosfatidilserina em células HCT116.
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Figura 17. Histogramas representativos da andlise do contetido de DNA de células HCT116 apos o tratamento com os complexos de ruténio
contendo piplartina como ligante determinado por citometria de fluxo. O controle negativo foi tratado o veiculo (mistura contendo 70% de
sorbitol, 25% de tween 80 e 5% de agua) utilizado para solubilizar e diluir as substancias teste. A piplartina (PL, 10 uM), doxorrubicina (DOX, 1

pHM) e oxaliplatina (OXA, 3 pM) foram utilizadas como controles positivo. Dez mil eventos foram analisados em cada experimento e os debris
celulares foram excluidos das anélises.
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Tabela 5. Efeito dos complexos de ruténio contendo piplartina como ligante
sobre o contendo de DNA de células HCT116

Tratamento Concentragao Conteudo de DNA (%)
(LM) Sub-Go/G1 Go/G1 S G2/M
24h de tratamento
CTL - 5,01 +0,89 46,62 +180 18,68+155 27,95+156
DOX 1 5,22 £1,44 22,14 +£235 9,79 £0,84* 58,95 +2,82*
OXA 3 1431 +356 3839+539 16,93+2,02 25371214
PL 10 20,30 £1,76* 22,70+£056 21,39+2,32 2154+287
CPR1 1,25 9,12 + 2,39 4248 +1,71 2191+248 2236+1,13
2,5 31,83+1,40* 2855+589 1148+245 1266 +1,72*
CPR2 2,5 8,82 +1,44 4508+1,34 18,74+1,75 2290+1,85
5 2359 +7,86* 4100+459 1563+1,75 1897 +2,93
48h de tratamento
CTL - 3,85 +0,83* 4745 +3,34 20,05+258 2291+1,12
DOX 21,76 £535* 1579 +1,96* 10,43 +1,05* 48,99 +5,88*
OXA 1481 +1,28* 4419+219 17,39+1,93 21,22+0,98
PL 10 33,90 +5,84* 27,02+290* 16,40+2,19 21,89+0,91
CPR1 1,25 13,47 £ 1,00 3942 +1,80 20,12+142 2151x0,76
2,5 45,77 +8,78* 30,04 +5,83* 1348 +1,47 9,02 +3,16*
CPR2 2,5 15,70 £3,10 33,72+4,21* 2122+256 2051+253
5 31,86 +4,15* 17,96 £2,66* 1755+1,28 15,73 +2,63

A tabela apresenta os valores correspondentes a média + E.P.M de trés
experimentos independentes realizados em duplicata. O controle negativo foi
tratado com o veiculo (mistura contendo 70% de sorbitol, 25% de tween 80 e
5% de agua) utilizado para solubilizar e diluir as substancias teste. A piplartina,
doxorrubicina e oxaliplatina foram usadas como controles positivo. Dez mil
eventos foram analisados em cada experimento e os debris celulares foram
excluidos das andlises. * P < 0,05 quando comparado com o controle negativo
por ANOVA (analise de variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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Figura 18. Dot plots representativos do efeito dos complexos de ruténio contendo piplartina como ligante sobre a externalizagdo de
fosfatidilserina em células HCT116 determinando por citometria de fluxo usando anexina V-FITC/IP. O controle negativo foi tratado com o
veiculo (mistura contendo 70% de sorbitol, 25% de tween 80 e 5% de &gua) utilizado para solubilizar e diluir as substancias teste. A piplartina
(PL, 10 uM), doxorrubicina (DOX, 1 uM) e oxaliplatina (OXA, 3 uM) foram utilizadas como controles positivo. Dez mil eventos foram analisados
em cada experimento e os debris celulares foram excluidos das analises.
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Figura 19. Efeito dos complexos de ruténio contendo piplartina como ligante sobre a externalizacdo de fosfatidilserina em células HCT116
apos 24 (A) e 48 (B) h de incubacdo determinando por citometria de fluxo usando anexina V-FITC/IP. O controle negativo foi tratado com o
veiculo (mistura contendo 70% de sorbitol, 25% de tween 80 e 5% de &gua) utilizado para solubilizar e diluir as substancias teste. A piplartina
(PL, 10 uM), doxorrubicina (DOX, 1 uM) e oxaliplatina (OXA, 3 uM) foram utilizadas como controles positivo. Dez mil eventos foram analisados
em cada experimento e os debris celulares foram excluidos das analises. Os valores respondem a média + E.P.M. de trés experimentos
independentes realizados em duplicata. * P < 0,05 quando comparado com o controle negativo por ANOVA (analise de variancia) seguido por
Student Newman-Keuls.
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5.3.5 Determinacao do potencial transmembranico da mitocondria

A figura 20 apresenta os resultados da determinacdo do potencial
transmembranico mitocondrial em células da linhagem HCT116 tratadas com
0os complexos. Os resultados demonstraram que o0 tratamento com o0s
complexos reduziu significativamente 0 potencial transmembranico
mitocondrial. A piplartina, usada como controle negativo, também reduziu

significativamente o potencial transmembranico mitocondrial.

5.3.6 Ensaio de quantificacdo de espécies reativas de oxigénio

Podemos observar na figura 21 as células HCT116 tratadas por 1 he 3 h
com os complexos de ruténio CPR1 e CPR2 em diferentes concentragcdes que
aumentaram significativamente os niveis de espécies reativas de oxigénio apds
1h de incubacdo. A piplartina, doxorrubicina, oxaliplatina e peroxido de
hidrogénio, usados como controles positivos, também apresentaram um
aumento significativo nos niveis de espécies reativas de oxigénio apés 1 e 3 h

de incubacdo em células HCT116.
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Figura 20. Efeito dos complexos de ruténio contendo piplartina como ligante sobre o
potencial transmembranico de células HCT116 determinado por citometria de fluxo
usando rodamina 123. O controle negativo foi tratado com o veiculo (mistura contendo
70% de sorbitol, 25% de tween 80 e 5% de agua) utilizado para solubilizar e diluir as
substancias teste. A piplartina (PL, 10 uM), doxorrubicina (DOX, 1 uM) e oxaliplatina
(OXA, 3 pM) foram utilizadas como controles positivo. Dez mil eventos foram
analisados em cada experimento e os debris celulares foram excluidos das analises.
Os valores respondem a média + E.P.M. de trés experimentos independentes
realizados em duplicata. * P < 0,05 quando comparado com o controle negativo por
ANOVA (analise de variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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Figura 21. Efeito dos complexos de ruténio contendo piplartina como ligante sobre os
niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO) em células HCT116 apés 1 (A) e 3 (B)
h determinado por citometria de fluxo. O controle negativo foi tratado com o veiculo
(mistura contendo 70% de sorbitol, 25% de tween 80 e 5% de agua) utilizado para
solubilizar e diluir as substancias teste. O peréxido de hidrogénio (H202, 200 puM),
piplartina (PL, 10 pM), doxorrubicina (DOX, 1 uM) e oxaliplatina (OXA, 3 uM) foram
utilizadas como controles positivo. Dez mil eventos foram analisados em cada
experimento e o0s debris celulares foram excluidos das andlises. Os valores
respondem a meédia = E.P.M. de trés experimentos independentes realizados em
duplicata. * P < 0,05 quando comparado com o controle negativo por ANOVA (andlise
de variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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5.3.7 Avaliacdo da expressao génica

O efeito dos complexos de ruténio contendo piplartina como ligante
sobre a expressdo de 92 genes envolvidos em diferentes mecanismos
celulares, incluindo proliferacdo celular, ciclo celular, apoptose, estresse
oxidativo, metastase e angiogénese, foi detectado apos 12 h de incubacdo em
células HCT116 por PCRarray utlizando a placa TagMan® Array Human
Molecular Mechanisms of Cancer.

Um total de 34 genes tiveram a expressao génica alterada apds o
tratamento com os complexes (tabela 6). Entre eles, os genes CDKN2A (QR =
2,5), FOS (QR = 11,9), JUN (QR = 3,7), NFKBIA (QR = 2,0), PTEN (QR = 2,0)
e TP53 (QR = 3,5) estavam aumentados ap0s o tratamento com CPRI1,
enquanto o gene SHC1 (QR = 0,4) teve expressao reduzida. ApGs o tratamento
com CPR2, FADD (QR =74,1) e JUN (QR = 2,3) estavam entre 0S genes com
expressdo aumentada, enquanto CCND1 (QR = 0,5) estava entre 0s genes
com expressdo reduzida. Doxorrubicina e piplartina também induziram
mudancas em diferentes genes, incluindo regulacdo positiva de FOS (QR =
11,8), JUN (QR = 4,1), NFKBIA (QR = 2,3) e TP53 (QR = 3,3) para
doxorrubicina e FOS (QR = 31,0), JUN (QR = 3,8) e NFKBIA (QR = 2,0) para

piplartina, que também reduziu a expresséao do gene SHC1 (QR =0,2).
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Tabela 6. Efeito dos complexos de ruténio contento a piplartina como ligante

sobre a expressdo génica de células HCT116

Gene Descri¢céo QR
DOX PL CPR1 CPR2
BCL2 BCL2, regulador de apoptose 3,1 1,1 2,4 0,8
CCND1 ciclinaD1 1,1 0,7 1,2 0,5
CDH1 caderina 1 7,1 25 3,7 1,1
CDKN2A inibidor de cinase dependente de ciclina 2A 1,8 1,6 25 1,2
CYCS citocromo c, somatico 1,0 1,0 2,0 1,0
EGFR receptor do fator de crescimento epidérmico 0,8 1,2 1,3 11.276,3
FADD Fas associado ao dominio de morte 11 0,4 0,6 74,1
FN1 fibronectina 1 3,6 2,0 3,8 N.d.
FOS Fos proto-oncogene, subunidade do fator de 11,8 31,0 11,9 N.d.
transcricéo AP-1
FYN FYN proto-oncogene, Src familia tirosina cinase 1,3 1,7 2,5 1,8
FzD1 receptor de classe Frizzled 1 1,0 1,0 2,3 0,9
GUSB glucuronidase beta 5,0 5,2 45 2.9
IGF1R receptor de factor 1 de crescimento semelhante a 14 2,1 2,3 0,7
insulina
ITGA2B subunidade alfa 2b da integrina 4,5 3,0 3,1 0,1
ITGAV subunidade alfa V da integrina 13 1,0 14 1.149,0
JUN Jun proto-oncogene, subunidade do fator de 4.1 3,8 3,7 2,3
transcricdo AP-1
KDR receptor de dominio de inserto de quinase N.d. 8,3 4.4 14
MAP2K1 quinases de proteina quinase ativadas por mitdégeno 1 0,7 0,8 0,8 2.107,2
MAP3K5 guinases de proteina quinase ativadas por mitdgeno 5 1,0 0,6 0,3 4,3
MAPK3 proteina quinase 3 ativada por mitdgeno 2,8 1,7 2,0 1,9
MAX fator X associado ao MYC N.d. 3,1 3,6 0,9
NFKBIA Inibidor de NFkB alfa 2.3 2,0 2,0 0,9
PIK3R1 fosfoinostide-3-quinase 1 2,0 24 25 1.3
PTEN fosfatase e tensina 1,8 0,5 2,0 0,8
PTK2 proteina tirosina quinase 2 1,2 0,6 1,6 2,4
PTK2B proteina tirosina quinase 2 beta 3,4 2,3 2,3 1,0
RAC1 substrato C3 da toxina botulinica relacionado ao Ras 0,9 0,7 11 2,7
1 (familia rho, pequena proteina Racl de ligagdo ao
GTP)
RAF1 Raf-1 proto-oncogene, serina/treonina cinase 2,0 0,6 2,0 0,9
SHC1 proteina de adaptador SHC 1 0,6 0,2 0,4 N.d.
SMAD4 membro da familia SMAD 4 1,0 0,9 1,4 2,1
SOSs1 fator de troca de nucleotideo guanina SOS Ras/Rac 1 0,7 0,9 1,2 0,2
SPP1 fosfoproteina 1 segregada 1,2 13 2,5 10,1
TGFBR2 Receptor do fator de crescimento de transformacéo 0,9 1,2 2,4 1,1
beta 2
TP53 proteina supressora de tumor p53 3,3 1,2 35 15

As células HCT116 foram tratadas com 2,5 yM do CPR1 e 5 pM do CPR2 durante 12 h. O
controle negativo foi tratado com o weiculo (0,1% de uma solu¢do contendo 70% de sorbitol,
25% de tween 80 e 5% de agua) utilizado para diluir os compostos testados. Doxorrubicina
(DOX, 1 pM) e piplartina (PL, 10 pM) foram utilizadas como controles positivo. Os valores
representam a quantificacdo relativa (QR) em comparacdo com o calibrador (células tratadas
com o controle negativo, QR = 1,0). Os genes foram considerados com expressdo aumentada
se QR = 2 e foram considerados com expressao reduzida se QR < 0,5. N.d. Nao determinado.
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6 DISCUSSAO

A quimioterapia convencional para o tratamento do cancer enfrenta
desafios sérios e constantes na pesquisa, tais como danos as células normais,
resisténcia aos farmacos e efeitos secundarios toxicos, tornando a descoberta
de novos farmacos desafios atuais na éarea oncolégica. Dentro desta
perspectiva, este trabalho estudou o potencial citotoxico de novos complexos
de ruténio contendo piplartina como ligante. E importante ressaltar que no
presente trabalho dois novos complexos de ruténio foram sintetizados e
avaliados quando a sua atividade citotoxica em células tumorais pela primeira
vez.

A piplartina exibe potente efeito inibidor do crescimento em diferentes
tipos de células tumorais (BEZERRA et al., 2006, 2007; RAJ et al., 2011).
Estudos demonstraram que a piplartina é toxica tanto para células tumorais do
cllon HT-29 como para HCT116 e menos toxica para as células de célon
normais NCM460. Além disso, induziu apoptose em HT-29, com inducdo de
condensacdo da cromatina e clivagem da caspase-3 e aumentando a
fosforilacdo de ERK de modo dependentes de tempo e da concentracao
(RANDHAWA et al, 2013). Resultados semelhantes demonstraram que a
piplartina aumentou a morte das células MCF-7 (cancer de mama humano) de
uma forma dependente da concentracdo enquanto ndo afetou a viabilidade das
células MCF-10A (células epiteliais de mama). Em seguida, foi avaliado a
apoptose em células MCF-10A e MCF-7 atraves da marcacdo dupla de anexina
V e IP, revelando-se que os indices de apoptose foram 21,9% em células MCF-
7 e 6,7% em células MCF-10A, respectivamente. Além disso, a piplartina
aumentou significativamente a proporcdo de células MCF-7 em sub-Gi, mas
ndo nas células MCF-10A apresentando também a clivagem de PARP, uma
caracteristica de morte celular por apoptose. Apos o tratamento com piplartina,
os niveis de PARP clivados aumentaram em células MCF-7, mas ndo em
células MCF-10A (LEE et al., 2015). Estes resultados corroboram com o0s
dados encontrados para os efeitos citotoxicos da piplartina em células HCC
(carcinoma hepatocelular humano), onde demonstrou uma reducgédo significativa

na viabilidade celular de varias células de HCC (HepG2, Huh7, LM3), causando
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pouco efeito em hepatédcitos primarios de ratos e células hepéticas L-02
normais. O numero de células apoptéticas revelado pela marcacdo com
anexina V aumentou significativamente apos 24 h de tratamento em células
HepG2 (CHEN Y et al., 2015). Em outros estudos, a piplartina aumentou a
atividade citotoxica em células de leucemia mieldide primaria obtidas de
pacientes por meio da ativacdo de ambas as vias de morte celular (apoptéticas
e autofagicas). Ocorreu um aumento dos niveis de ERO em BMMNCs (Bone
marrow mononuclear cells) obtidos de pacientes com leucemias mieldides,
enquanto que o pré-tratamento com o antioxidante N-acetil-L-cisteina aboliu o
aumento de ERO. Apresentou um aumento da expressdo das proteinas
apoptéticas (caspase-3) e proteinas autofagicas (beclin-l e LC3B) e
fosforilacdo de p38 e JNK (XIONG et al., 2015).

Com relacdo aos farmacos a base de metais, a cisplatina tem um grande
destaque e, apesar de suas limitacdes com os efeitos colaterais e resisténcia, &
um estimulo forte para o desenvolvimento de novos complexos metalicos
antitumorais, incluindo os complexos de ruténio (JUNGWIRTH et al., 2011).
Estudos com complexos de ruténio corroboram com nossos estudos, pois
demonstraram que a morte celular para estes compostos € principalmente
através de apoptose dependente de caspase (FRIK et al., 2014). Os complexos
de ruténio sdo atualmente o foco de interesse devido a sua potencial aplicacédo
como agentes quimioterapicos. Quatro complexos de Ru(l)DMSO, possuindo
flavonas substituidas, apresentaram atividades anticancerigenas contra a
linhagem MCF-7 (SINGH et al, 2017). Pesquisas realizadas por Wan e
colaboradores, complexaram quatro novos complexos de polipiridilo de ruténio
(I e a atividade citotoxica e a capacidade de inibir a invasao celular destes
complexos foram observados em células HepG2 via disfuncdo mitocondrial
mediada por ERO, mostrado pelo aumento dos niveis de ERO, uma diminuicéo
do potencial transmembrana mitocondrial, ativacdo de caspases e proteinas da
familia Bcl-2 (WAN et al., 2016). Pesquisas in vitro e in vivo com complexos
ruténio carbonilo contra células de HCC inibiram o crescimento celular e
exibiram menor toxicidade em relacdo as células normais de figado humano
LO2. Os complexos também induziram a fragmentacdo do DNA e a

condensacado nuclear, que foram predominantemente desencadeadas através
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da ativacdo de membros da familia de caspases. Além disso, o tratamento das
células HCC com esses complexos de ruténio exibiram potente eficacia quando
testadas in vivo em um modelo xenografico (LICONA, et al., 2017). Neste
presente trabalho, ambos os complexos de ruténio contendo piplartina
mostraram atividade citotoxica até 12 vezes mais potente que a piplartina livre.

A piplartina também ja foi testada em células gastricas AGS e HGC27, a
qual suprimiu a proliferacdo, reduziu a formacdo de colbnias com
monocamadas, inibiu a invasédo celular, a capacidade de migracéo, induzindo
apoptose e suprimindo o crescimento tumoral in vivo de células de carcinoma
gastrico (ZHANG et al., 2017). Outros autores demonstraram que a piplartina é
um agente desestabilizante da tubulina. Este resultado foi confirmado por
imunofluorescéncia e microscopia confocal, que mostraram que 0S
microtibulos em células tumorais MCF-7 foram despolimerizados quando
tratados com piplartina (MEEGAN et al., 2017). Vérios trabalhos de pesquisa
foram relatados que a piplartina também é capaz de induzir a morte celular pela
via apoptose. Em especial, a piplartina reduziu o nimero de células viaveis e
induziu apoptose em células HCT116 pela via de sinalizacdo JNK (LI et al.,
2015). Piplartina induziu apoptose e autofagia atravées da modulagdo da via
PIBK/Akt/mTOR em células de cancer de pulmédo humano (WANG et al., 2015)
A apoptose induzida por piplartina suprimiu a atividade de ligagdo de DNA do
NF-kB de forma dependente da concentracdo em células de cancer de pulméo
ndo pequenas células (ZHENG et al., 2016b). Em relacdo aos complexos de
ruténio, eles também podem induzir a apoptose de células cancerosas através
de vias mediadas por receptores de morte, mitocondrias e/ou estresse do
reticulo endoplasmatico.

Roh e colaboradores (2014) avaliaram a citotoxicidade da piplartina e
sua combinacdo com cisplatina em células de cancer de cabeca e pescoco in
vitro e in vivo. O efeito da piplartina, isoladamente e em combinacdo com
cisplatina, foi avaliado em células de cancer de cabeca e pescoco, no qual
aumentou a acumulacdo de ERO, induziu morte celular atravées de ERO
envolvendo JNK e PARP. A piplartina também aumentou a citotoxicidade
induzida pela cisplatina em células de um modo sinérgico in vitro e in vivo

(ROH et al., 2014).
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Niveis mais elevados de espécies reativas de oxigénio intracelular séo
frequentemente observados em células tumorais caracterizado por uma
elevada atividade metabdlica, hipoxia e, em geral, condigcbes redutoras.
Consequentemente, a interferéncia com a homeostase redox de células
cancerosas parece ser uma abordagem atraente e promissora para a terapia
quimioterapica (ALVAREZ et al., 2010). Estudos anteriores indicam que ERO
desempenha um papel chave na citotoxicidade da piplartina em células
tumorais (LIU et al., 2013; RAJ et al, 2011). Através da ligacdo direta a
glutationa S-transferase pi 1 e carbonil redutase 1, enzimas envolvidas no
equilibrio do estresse oxidativo, a piplartina pode diminuir seletivamente o nivel
de glutationa reduzida e aumentar o nivel de glutationa oxidada, conduzindo a
acumulacdo de ERO e subsequentemente apoptose em células tumorais (RAJ
et al, 2011). Adicionalmente, também foi observado uma deplecdo de
glutationa, uma redugéo na razao glutationa reduzida/oxidada e um acumulo de
ERO intracelular mediada pela piplartina em células MCF-7, mas nao em
células MCF-10A (LEE et al., 2015).

O mecanismo molecular subjacente ao efeito citotoxico dos complexos
de ruténio contendo piplartina como ligante foi avaliado ao nivel da expressao
de mRNA de varios genes de alvos. Em especial, observou-se o aumento da
expressdo de CDKN2A, FOS, JUN, NFKBIA, TP53 e FADD, e reducdo da
expressdo de SHC1 e CCND1. Curiosamente, o gene CCND1 (ciclina D1) esta
envolvido na transicdo Gi1/S do ciclo celular. Além disso, o gene CDKN2A
(inibidor de cinase dependente de ciclina 2A) foi regulado positivamente.
demonstraram que a piplartina é capaz de reduzir os niveis de ciclina D1 em
linhagem celular de carcinoma embrionario de rato. O complexo de ruténio com
benzimidazol também tem sido relatado como inibidor da ciclina D1 (JYOTHI et
al.,2009; LAl et al., 2015).

A proteina codificada pelo gene FADD (Fas associado ao dominio de
morte) medeia os sinais apoptoticos das células. O gene FOS (Fos proto-
oncogene) codifica proteinas que podem dimerizar com proteinas da familia
JUN (proto-oncogene JUN, subunidade do fator de transcricdo AP-1) e leva a
formacdo do complexo do fator de transcricdo AP-1, que esta envolvido na

transcricdo de algumas proteinas pro-apoptéticas (DHANASEKARAN; 2007,
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TURJANSKI et al.,, 2007). Além disso, a via JNK-AP-1 esta envolvida na
expressdo aumentada de genes pro-apoptoéticos, incluindo Fas-L e Bak (FAN E
CHAMBERS, 2001). Vérios genes relacionados com a apoptose foram também
associados a efeitos da piplartina e/ou de complexos de ruténio (LI et al., 2015;
WANG et al, 2015; LAI et al, 2016; ZHENG et al, 2016a; ZHENG et al.,
2016b; ZHANG et al, 2014). Além disso, Li e colaboradores (2015)
demonstraram que a piplartina pode induzir apoptose celular em células
HCT116 através da sinalizacdo JNK.

O gene NFKBIA (inibidor de NFkB) codifica um membro da familia de
inibidores de NFkB. Interessantemente, foi relatado que a piplartina pode levar
a morte celular apoptética pela inibicio de NFkB em células de céncer do
pumdo ndo pequenas células (ZHENG et al.,, 2016a). Como citado acima,
nesse trabalho os complexos de ruténio contendo piplartina como ligante
também foram capazes de aumentar a expressdo do gene NFKBIA, sugerindo
a inibicdo dessa via de sinalizagéo.

O gene TP53 (proteina supressora de tumor p53) codifica uma proteina
supressora de tumores. Curiosamente, a morte celular induzida pela piplartina
tem sido observada tanto por vias dependente como independente de p53
(RAJ et al., 2011). Os complexos de tiazolo arenoruténio também podem
induzir a morte celular pela sinalizagdo p53 em células de cancer do ovario
resistentes a cisplatina e sensiveis a cisplatina (GROZAYV et al., 2015). Como
citado acima, nesse trabalho os complexos de ruténio contendo piplartina como
ligante também foram capazes de aumentar a expressdo do gene TP53,
sugerindo a ativagéo dessa via de sinalizagao.

O gene SHC1 (proteina adaptadora SHC 1) pertence a familia Shc de
mamfifero, composta pelas isoformas p52Shc, p46Shc e p66Shc.
Curiosamente, p66Shc tem papel antioxidante no citoplasma. A piplartina e
varios complexos de ruténio tém sido relatados como indutores de ERO (RA] et
al,, 2011; ZENG et al., 2016). Aqui, também observamos que complexos de
ruténio contendo piplartina como ligante induzem ERO.

Estudos com a piper longum L. que tem como principais constituintes
medicinais a piperina, pipernonalina e piperlongumina em seus frutos também

apresentou propriedades antitumorais. O piperato de potassio (GBK), um
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derivado da piperina, foram testados em células de cancer de mama e inibiu
seletivamente a transicdo de fase G1-S, parada de G1 foi correlacionada com a
inducdo da expressdo de p27, que é um inibidor para cinases dependentes de
ciclina e inibicdo da ciclina A, ciclina E e expressao de ciclina B, inducdo de
apoptose celular dependente de mitocéndria nas células tumorais testadas. Um
efeito sinérgico na inibicdo da proliferacdo das células tumorais testadas foi
encontrado quando o GBK foi combinado com medicamentos de quimioterapia

etoposideo fosfato ou cisplatina in vitro (FAN et al., 2017).
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7 CONCLUSAO

Este estudo demonstra que os complexos de ruténio contento a
piplartina como ligante, CPR1 e CPR2, possuem potencial citotdxico promissor
in vitro. Os resultados sobre os mecanismos de acdo, a niveis celular e
molecular, sugerem que estes compostos promovem morte celular por
apoptose possivelmente com envolvimento de ERO, inibicdo de NFkB e
ativacdo de p53 em células HCT116. Os resultados demostram que apesar dos
complexos de ruténio contendo piplartina como ligante serem mais potente do
que a piplartina, 0 mecanismo de acdo parece ser semelhante. Os resultados
obtidos contribuem para melhor compreensdo dos efeitos desses compostos

como moléculas Uteis para o tratamento do cancer.
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9. APENDICE

Tabela 1. Efeito dos complexos de ruténio contento a piplartina como ligante

sobre a expressao génica de células HCT116

Genes Valores de QR

DOX PL CPR1 CPR2
ABL1 0,912 1,144 1,302 0,863
AKT1 1,840 1,285 1,469 0,642
AKT2 3,877 1,068 1,663 0,592
APC 0,908 1,236 0,972 0,576
BAX 3,274 2,160 1,572 0,739
BCAR1 1,809 0,705 1,687 0,596
BCL2 3,090 1,049 2,367 0,748
BCL2L1 2,391 0,822 1,936 0,739
BCL2L11 1,152 1,536 1,710 0,904
BID 1,757 0,528 0,743 0,671
BRAF 0,513 1,512 1,072 0,781
CASP8 1,043 0,915 1,583 0,930
CASP9 0,530 1,065 N.d. 0,828
CCND1 1,124 0,669 1,153 0,461
CCND2 N.d. N.d. N.d. N.d.
CCND3 1,438 1,144 1,447 0,723
CCNE1 0,894 1,418 1,075 0,893
CDC42 1,271 2,542 1,755 1,411
CDH1 7,107 2,494 3,659 1,098
CDK2 1,257 0,722 1,467 0,693
CDK4 0,983 0,873 1,390 0,898
CDKN1A 2,853 2,847 1,331 0,996
CDKN1B 0,766 1,545 1,039 0,783
CDKN2A 1,793 1,575 2,469 1,153
CDKN2B N.d. N.d. N.d. N.d.
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COL1A1
CRK
CTNNB1
CYCS
DVL1
E2F1
EGFR
ELK1
ERBB2
FADD
FAS
FASLG
FGF2
FN1
FOS
FYN
FZD1
GRB2
GSK3B
HGF
HRAS
IGF1
IGF1R
ITGA2B
ITGAV
TGB1
ITGB3
JUN
KDR
KIT
KRAS
LEF1

N.d.
0,867
0,939
0,993
1,252
1,018
0,831
1,263
2,605
1,049
2,372

N.d.
0,625
3,575

11,834
1,248
0,994
0,761
1,342

N.d.
0,691

N.d.
1,389
4,514
1,265
0,489
5,579
4,073

N.d.

N.d.
0,951

N.d.

N.d.
0,381
1,026
0,954
0,913
0,764
1,173
0,625
1,273
0,369
1,371

N.d.
0,854
1,952

30,985
1,675
0,953
1,219
1,249

N.d.
0,928

N.d.
2,082
2,963
0,993
0,784

N.d.
3,837
8,270

N.d.
0,133

N.d.

N.d.
1,184
1,131
1,961
1,576
1,631
1,294
1,275
1,941
0,556
1,496

N.d.
1,120
3,841

11,943
2,474
2,253
0,961
1,191

N.d.
0,777

N.d.
2,283
3,092
1,426
0,838

N.d.
3,708
4,404

N.d.
0,886

N.d.

N.d.
0,758
0,877
1,043

N.d.
0,736

11.276,298
0,628
1,006
74,142
1,037

N.d.
1,003

N.d.

N.d.
1,169
0,860
0,693
0,738

N.d.
0,561

N.d.
0,677
0,135

1.149,015
0,579
1,243
2,306
1,408

N.d.
0,979

N.d.
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MAP2K1
MAP3K5
MAPK1
MAPK14
MAPKS3
MAPKS8
MAX
MDM2
MYC
NFKB1
NFKB2
NFKBIA
NRAS
PIK3CA
PIK3R1
PTEN
PTK2
PTK2B
RAC1
RAF1
RB1
RELA
RHOA
SHC1
SMAD4
SOS1
SPP1
SRC
TCF3
TGFB1
TGFBR1
TGFBR2

0,681
1,006
0,903
0,786
2,758
1,185
N.d.
1,479
0,876
0,784
1,250
2,326
0,556
0,409
1,999
1,750
1,182
3,368
0,845
2,027
0,532
0,862
0,900
0,640
0,963
0,741
1,165
1,383
1,135
0,495
1,216
0,914

0,759
0,609
1,098
1,009
1,726
0,887
3,051
0,901
0,271
0,870
0,818
1,989
0,600
0,910
2,352
0,501
0,616
2,265
0,731
0,574
1,314
1,240
0,979
0,243
0,942
0,851
1,338
1,076
0,774
0,947
0,545
1,177

0,822
0,308
1,305
1,008
2,014
1,411
3,614
0,794
1,065
1,288
1,340
2,007
1,178
0,880
2,456
2,037
1,561
2,270
1,059
1,951
1,003
1,390
1,129
0,436
1,409
1,161
2,500
1,584
N.d.
0,911
1,324
2,358

2.107,239
4,314
1,062
1,145
1,853
0,623
0,912
1,272
0,796
0,699
1,536
0,894
0,923
0,565
1,299
0,776
2,357
1,024
2,676
0,909
0,821
0,845
1,017
N.d.
2,050
0,188
10,094
0,801
0,608
0,868
0,781
1,085
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TPS53 3,250 1,182 3,478 1,466
VEGFA 0,610 1,245 1,664 1,321
WNT1 N.d. N.d. N.d. N.d.

As células HCT116 foram tratadas com 2,5 yM do CPR1 e 5 yM do CPR2
durante 12 h. O controle negativo foi tratado com o veiculo (0,1% de uma
solugdo contendo 70% de sorbitol, 25% de tween 80 e 5% de agua) utilizado
para diluir os compostos testados. Doxorrubicina (DOX, 1 uyM) e piplartina (PL,
10 uM) foram utilizadas como controles positivos. A expressado génica foi
detectada utilizando a placa TagMan® Array Human Molecular Mechanisms of
Cancer 96. Os genes GAPDH, 18S e HPRT1 foram utilizados como genes
endégeno para normalizacdo. Os valores representam a quantificacdo relativa
(QR) em comparacdo com o calibrador (células tratadas com o controle
negativo, QR = 1,000). Os genes foram considerados com expressao
aumentada se QR = 2 e foram considerados para ser com expresséao reduzida
se QR = 0,5. N.d. Nao determinado.
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10. Anexo

Tabela 1. Genes da placa TagMan Array Human Molecular Mechanisms of Cancer (Life Technologies®)

1 | 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
18S GAPDH HPRT1 GUSB ABL1 AKT1 AKT2 APC BAX BCAR1 BCL2 BCL2L1
Hs99999901 s1  Hs99999905 ml Hs99999909_ml Hs99999908 ml Hs01104728_ml Hs00178289_ml Hs01086102 ml Hs00181051_ml Hs00180269_ml1l Hs00183953 ml Hs99999018_ml Hs00236329_ml
BCL2L11 BID BRAF CASP8 CASP9 CCND1 CCND2 CCND3 CCNE1 CDC42 CDH1 CDK2

Hs00197982_m1
CDK4
Hs00175935_m1
ELK1
Hs00428286_g1
HGF
Hs00300159_m1
LEF1
Hs00212390_m1
NFKBIA
Hs00153283_m1
SHC1
Hs00427539_m1

Hs00609632_m1
CDKN1A
Hs00355782_m1
ERBB2
Hs01001580_m1
HRAS
Hs00610483 m1
MAP2K1
Hs00605615_mH
NRAS
Hs00180035_m1
SMAD4
Hs00929647 _m1

Hs00269944_m1
CDKN1B
Hs00153277_m1
FADD
Hs00538709_m1
IGF1
Hs01547656_m1
MAP3K5
Hs00178726_m1
PIK3CA
Hs00180679_m1
sos1
Hs00362308_m1

Hs01018151_m1
CDKN2A
Hs00923894_m1
FAS
Hs00531110_m1
IGF1R
Hs00609566_m1
MAPK1
Hs01046830_m1
PIK3R1
Hs00381459_m1
SPP1
Hs00960942_m1

Hs00154260_m1
CDKN2B
Hs00365249_m1
FASLG
Hs00181225_m1
ITGA2B
Hs01116228_m1
MAPK14
Hs00176247_m1
PTEN
Hs01920652_s1
SRC
Hs00178494 m1

Hs00765553_m1
COL1A1
Hs00164004_m1
FGF2
Hs00266645_m1
ITGAV
Hs00233790_m1
MAPK3
Hs00385075_m1
PTK2
Hs00178587_m1
TCF3
Hs00413032_m1

Hs00153380_m1
CRK
Hs00180418_m1
FN1
Hs01549976_m1
ITGB1
Hs00559595_m1
MAPKS8
Hs01548508_m1
PTK2B
Hs00169444_m1
TGFB1
Hs00998133 m1

Hs00236949_m1
CTNNB1
Hs00355045_m1
FOS
Hs00170630_m1
ITGB3
Hs01001469_m1
MAX
Hs00811070_m1
RAC1
Hs01025984 m1
TGFBR1
Hs00610318 m1

Hs01026536_m1
CYCs
Hs01588973_m1
FYN
Hs00176628_m1
JUN
Hs99999141_s1
MDM2
Hs99999008_m1
RAF1
Hs00234119_m1
TGFBR2
Hs00234253 m1

Hs00741586_mH
DVL1
Hs00182896_m1
FzD1
Hs00268943_s1
KDR
Hs00911700_m1
MyYcC
Hs99999003_m1
RB1
Hs01078066_m1
TP53
Hs01034249 m1

Hs01023894_m1
E2F1
Hs00153451_m1
GRB2
Hs00157817_m1
KIT
Hs00174029_m1
NFKB1
Hs00765730_m1
RELA
Hs00153294_m1
VEGFA
Hs00900055_m1

Hs01548894_m1
EGFR
Hs01076078_m1
GSK3B
Hs00275656_m1
KRAS
Hs00364282_m1
NFKB2
Hs00174517_m1
RHOA
Hs00357608_m1
WNTL
Hs00180529 m1
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ABSTRACT

Piplartine (piperlongumine) is a plant-derived molecule that has been receiving
intense interest due to its anticancer characteristics that target the oxidative
stress. In the present paper, two novel piplartine-containing ruthenium complexes
[Ru(piplartine)(dppf)(bipy)](PF,), (1) and [Ru(piplartine)(dppb)(bipy)](PF,), (2)
were synthesized and investigated for their cellular and molecular responses on
cancer cell lines. We found that both complexes are more potent than metal-free
piplartine in a panel of cancer cell lines on monolayer cultures, as well in 3D model
of cancer multicellular spheroids formed from human colon carcinoma HCT116 cells.
Mechanistic studies uncovered that the complexes reduced the cell growth and
caused phosphatidylserine externalization, internucleosomal DNA fragmentation,
caspase-3 activation and loss of the mitochondrial transmembrane potential on
HCT116 cells. Moreover, the pre-treatment with Z-VAD(OMe)-FMK, a pan-caspase
inhibitor, reduced the complexes-induced apoptosis, indicating cell death by apoptosis
through caspase-dependent and mitochondrial intrinsic pathways. Treatment with
the complexes also caused a marked increase in the production of reactive oxygen
species (ROS), including hydrogen peroxide, superoxide anion and nitric oxide, and
decreased reduced glutathione levels. Application of N-acetyl-cysteine, an antioxidant,
reduced the ROS levels and apoptosis induced by the complexes, indicating activation
of ROS-mediated apoptosis pathway. RNA transcripts of several genes, including
gene related to the cell cycle, apoptosis and oxidative stress, were regulated under
treatment. However, the complexes failed to induce DNA intercalation. In conclusion,
the complexes are more potent than piplartine against different cancer cell lines
and are able to induce caspase-dependent and mitochondrial intrinsic apoptosis on
HCT116 cells by ROS-mediated pathway.
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INTRODUCTION

Colon and rectal carcinoma is a disease with high
frequency and lethality. In 2012, 1.4 million new cases
were diagnosed and almost 694,000 deaths estimated
worldwide [1]. Current chemotherapeutic drugs are an
important form of treatment, but they have clinically
serious toxicities and the cancer cells still can acquire
resistance to them; therefore, the development of novel
cytotoxic agents remains a great challenge [2].

Piplartine (piperlongumine) is an alkaloid, which
is found in some Piper species. We and along with
other research groups have been investigating the
anticancer potential of piplartine, and some antineoplastic
characteristics have been assigned to this molecule,
including potent cytotoxic, genotoxic, antitumor,
antiangiogenic and antimetastatic properties, as well
as attractive good bioavailability and safety [3—18].
Historically, much attention has been given to this
molecule after its cytotoxicity and ability to induce the
production of reactive oxygen species (ROS) selectively
in cancer cells were published by Raj et al. [12]. Later,
the anticancer potential of piplartine and its analogs,
alone or in combination, including combination with
paclitaxel, cisplatin, gemcitabine and curcumin, have
been extensively explored [10, 16, 19-21]. These studies
reported the ability of piplartine to induce apoptosis and/
or autophagy through modulation of the PI3K/Akt/mTOR,
NF-«B, JAK1,2/STAT3 and/or JNK pathways in cancer
cells [14, 15, 22-24]. In addition, piplartine is a direct
TrxR1 inhibitor and can inhibit cell migration/invasion
via ROS/ER/MAPKs/CHOP axis [25, 26].

Several ruthenium complexes exhibit potent
cytotoxic activity to cancer cells [27-29]. Moreover,
selected ruthenium complexes are under phase I or II
clinical trials, with promising results [30, 31]. Interestingly,
the structure of the ligands bound to the metal is important
for the activity of these complexes. Consequently, several
organic molecules have been used as ligands to form
complexes with ruthenium, aiming at improving their
cytotoxic activity. Therefore, we have investigated for the
first time the cellular and molecular responses of two novel
piplartine-containing ruthenium complexes [Ru(piplartine)
(dppf)(bipy)](PFy), (1) and [Ru(piplartine)(dppb)(bipy)]
(PF,), (2) (dppf = 1,1-bis(diphenylphosphino) ferrocene;
dppb = 1,4-bis(diphenylphosphino)butane and bipy =
2,2’-bipyridine), on human colon carcinoma HCT116
cells.

RESULTS

Synthesis of novel piplartine-containing
ruthenium complexes

The novel piplartine-containing  ruthenium
complexes were obtained using two different precursors

of type [RuCL(N-N)(P-P)] (N-N = 2,2’-bipyridine
(bipy); P-P = 1,1’-bis(diphenylphosphino) ferrocene
(dppf) for complex 1 (heterometallic), and 1,4-
bis (diphenylphosphino)butane (dppb) for complex
2 (monometallic), as indicated in Figure 1. Silver
hexafluorophosphate was employed in order to sequester
the precursor’s chlorido, allowing the coordination of
the piplartine ligand to the metal center, and forming
the insoluble AgCl salt, which was easily removed by
filtration. The employment of dry non-coordinating
solvent (acetone or dichloromethane), during the syntheses
of the complexes is necessary to avoid the formation of
byproducts of the reaction. Both complexes were prepared
in good yields, 87% for complex 1 and 88% for complex
2, as orange solids, stable under light and air.

The piplartine molecule is an uncharged ligand
and its coordination to the Ru(Il) precursors results in
dicationic complexes, which precipitate in the salt form
with two hexafluorophosphate anion (PF,) acting as
counterions. The formation of dicationic complexes
was confirmed by molar conductivity measurements,
performed in acetone, displaying typical solution of 2:1
electrolyte, with conductivity range [32] between 160—200
S cm? mol. The elemental analyses of the complexes are
consistent with their proposed formulas.

The infrared spectra of the complexes show the
typical v(C=0) carboxyl stretching frequencies, at 1650
cm! for complex 1, 1651 cm™ for complex 2, while the
metal-free piplartine ligand displays this stretching mode
at 1686/cm. The difference between the metal-free and
coordinated v(C=0) piplartine values (Av = 36 cm™)
is indicative of a bidentate binding mode of the ligand,
through the carbonyl groups [33]. Strong bands are
present in the spectra of the piplartine and of the precursor
complexes in the region of 1600-1300 cm™!, characteristics
of vC=N and vC=C stretching vibrations. The complexes 1
and 2 exhibit vRu-P stretching bands in the range of 520—
508 cm™. Also, the vRu-N and vRu-O stretching vibrations
occur as weak bands in the region of low energy, around
450-350 cm™. For both complexes, the characteristic P—F
stretch of the PF,” counterion are at 843 cm™. Most of the
vibrational modes observed in the infrared spectra of the
complexes are characteristic of the diphosphine/bipyridine
ligands, occurring practically at the same frequencies
observed for the precursors of type cis-[RuCL(P-P)(N-
N)] [34-37].

The electrochemical behavior of the complexes
1 and 2 are similar to those found for other Ru(Il)/
diphosphine/diimine  complexes  [34-36]. These
experiments were performed by cyclic (CV) and
differential pulse voltammetry (DPV) techniques, in
dichloromethane solutions. The DPV oxidation of the
complexes and of the metal-free piplartine are represented
in Figure 2. The complex 1, which is a bimetallic
compound, exhibits three oxidation processes: the first
one, which is quasi-reversible ((Ipa/lpc =12,E_ =0.88V)
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belongs to the Fe(Il)/Fe(I1l) oxidation, while the second
one, irreversible, with E = 1.37 V, belongs to the
oxidation process of the piplartine. This process is also
observed for the metal-free ligand (Figure 2). The third
process, a irreversible process, is assigned to one-electron
Ru(Il)/Ru(Ill), with E_1.68 V (Table 1). The complex 2
exhibits two processes, the first one, irreversible, at 1.48 V
(E,,), belongs to the oxidation of the piplartine ligand and
the second one, quasi-reversible, at 1.62 V (E,), belongs
to the Ru(Il)/Ru(III). The process assigned to piplartine
refers to the oxidation of the trimethoxybenzene group,
where the proposed mechanism involves the formation of
free radicals [38]. The E, value of Ru(II)/Ru(III) oxidation
processes for the precursor cis-[RuCl (dppb)(bipy)] is
observed around 0.65 V [34, 39], clearly indicating that
the substitution of the two chloridos by a uncharged
chelate ligand (piplartine), stabilizing the Ru(Il) center by

Cl

approximately 1.0 V. This stabilization is plausible, due
to the replacement of two ¢ and © donor chlorido ligands
by an uncharged chelating piplartine, which increases the
oxidation potential of the metal center.

An important aspect observed to the novel
piplartine-containing ruthenium complexes is the
presence of isomers generated from the position of the
piplartine ligand, as shown in Figure 3. For one isomer,
the coordinated oxygen — O, is trans to the nitrogen
from the bipyridine ligand, while the O, is trans to the
phosphorous atom from the diphosphine. The second
isomer has the opposite, the O, trans to the phosphorous
atom from diphophine and the O, trans to the nitrogen
from the bipyridine. The presence of the two isomers
was observed by using the multiatomic NMR technique,
by the duplication of signals in the spectra. Thus, in the
SIP{'H} NMR spectra of the complexes 1 and 2, two pairs

I
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I
I
l
1
I
| Dichlorometane /i
| Acetone I
| I
I
I
[
I
I
I
[
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Figure 1: Route for the synthesis of complexes [Ru(piplartine)(dppf)(bipy)](PF,), (1) and [Ru(piplartine)(dppb)(bipy)]

(PF)), (2).
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Table 1: Attributions of vibrational frequencies (cm) corresponding to the carboxyl group in the metal-free and
coordinated piplartine, *'P('"H) shift NMR (d -acetone) and electrochemical data

vC=0 Av & 3P(*H) M, E/E. (V) E/E, (V) E/E. (V)
(cm) (cm) (ppm) (Hz) Fe(IT)/Fe(IIT) Ru(IT)/ piplartine
Ru(I11)
Piplartine 1686 - - - - - 1.33/-
39.1;39.3 29.6
1 1650 36 43.1: 45.9 303 0.88/0.75 1.62 /- 1.37 /-
39.4;42.3 32.6
2 1651 35 41.0:41.7 34.9 - 1.62/1.50 1.48 /-

of doublets were observed, where each pair is consistent
with an AB pattern with specific J-coupling (Table 1).
This system indicates the presence of two inequivalent
phosphorus atoms for each isomer. The signals, in the
region of 39 to 45 ppm for complex 1 and 39 to 41 ppm
for complex 2 (Figure 4), are consistent with a geometry
where one of the nitrogens of the 2,2’-bipyridine is trans
to one phosphorus atom of dppb/dppf, for both complexes
[40], and the second one is trans to oxygen of carboxyl

— Piplartine
—(2)
— (1)

FellFe'l

groups, O, or O, (isomers), as shown in Figure 3. For both
complexes the integral for the phosphorous signals is the
same, showing that isomers ratio at the final product is 1:1.

The 'H NMR spectra of the complexes, in d -
acetone, display signals correspondent to the hydrogen
atoms of the ligands diphosphine, bipyridine and
piplartine, exhibiting several duplicate signals, confirming
the presence of the isomers in solution [41]. The metal-
free ligand, piplartine, displays two broad singlets, at

Piplartine  Ru'/Ru'"

‘r f\?

Figure 2: Diferential pulse voltamogramms of complexes 1 and 2 (dichlorometane solution, working and auxiliary
electrodes were stationary Pt, and the reference electrode was Ag/AgCl, 0.10 M Bu NCIO,).
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3.78 and 3.90 ppm, referent to the methoxy groups
present in the molecule. For the complexes 1 and 2, these
signals present similar chemical shift, however both
signal are duplicate, as shown in Figure 5. The aromatic

P
()

hydrogens of the phenyl group of the dppf (1) and of the
dppb (2) ligands are in the typical range 6.0-7.9 ppm.
The complex 1 exhibits the expected shielded aromatic
signals corresponding to the hydrogens of the ferrocene

P
(™))

N B—R U111 p N‘RU"“'HMP
Ob| |0a PIPLARTINE b
TS AR
\O
/O

Figure 3: Representation of isomers resulting from bond rotation of piplartine around the metal center.
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Figure 4: *'P{'H} NMR spectra of the complex 2 (d -acetone), where (A) show the doublets of the phosphorous of

diphosphine and (B) show the multiplet signal of PF .
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rings of the dppf ligand at 4.3 — 5.3 ppm. In addition, both
complexes exhibited the expected duplicated deshielded
doublets corresponding to the ortho hydrogens of the
2,2’-bipiridinic ligand at 8.45 — 9.05 ppm for complex 1
and 8.55 — 8.85 ppm for complex 2.

The 3C NMR spectra of the complexes display
four signals around 170 — 175 ppm, typical of the
coordinated C=0O group. This signal is deshielded,

compared with the observed for the metal-free piplartine
ligand in where they occur at 165 and 168 ppm,
indicating that oxygen of carboxyl group is coordinated
to the metal. In agreement with the previously NMR
techniques (*'P{'H} and '"H NMR) employed, all signals
are also duplicate, due the presence of isomers, as
shown to the coordinated carbonyl *C NMR signals in
Figure 5.
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Figure 5: *C and "H NMR spectrum of complexes 1 and 2 with amplification in the region of methoxyl group displaying

the signal duplication, indicative of isomers (d -acetone).
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Table 2: Cytotoxic activity of piplartine-containing ruthenium complexes

Cells IC,, in pM

DOX OXA PL 1 2
Cancer cells
HCTL16 0. 10;20.3 2.34;15.5 3.26;49.5 1.51;72.0 4.75;56.4
HepG2 0.20;20.3 1.32;23.8 4.46;38.8 1.41;72.2 1.41;93.5
HSC-3 0.30;50.6 1.43;37.8 3.1 7—.411.3 0.50;60.9 0.81;32.3
SCC-4 1.72;12.6 4.67;713.0 11.315-'?9.8 2.23;24.8 3.95;47.3
SCC9 2.02;63.3 N.d. 14.;6—-?9.0 3.34;45.9 5.36;88.8
HL-60 0.20;20.3 0. 10;60.8 4. 1173 '138.7 1 .83;46.3 2.94;57 .0
K=562 0.61;01.8 0.11;01.3 11.618—.33.9 2.93;54.4 4.95;86.7
BI6-F10 0.0(1)'?%).07 1.22;24.1 6.91?'166.1 2.02;83.8 3.04;15.4
Non-cancer cells
MRC-5 1.01;31.5 1.01;32.2 11.317—;5.5 2.83;44.0 4.36;39.2
PBMC 3.15;49.4 6.59-.11.4 28.?‘?33.9 1.11;83.2 1.83;25.9

Data are presented as IC, values in uM and their respective 95% confidence intervalobtained by nonlinear regression from
at the least three independent experiments performed in duplicate, measured by alamar blue assay after 72h of incubation.
Cancer cells: HCT116 (human colon carcinoma); HepG2 (human hepatocellular carcinoma); HSC-3 (human oral squamous
cell carcinoma); SCC-4 (human oral squamous cell carcinoma); SCC-9 (human oral squamous cell carcinoma); HL-60
(human promyelocytic leukemia); K-562 (human chronic myelogenous leucemia); and B16-F10 (murine melanoma). Non-
cancer cells: MRC-5 (human lung fibroblast) and PBMC (human peripheral blood mononuclear cells). Doxorubicin (DOX),
oxaliplatin (OXA) and piplartine (PL) were used as the positive controls. N.d. Not determined.

The *'P{'H} NMR technique is also a versatile
tool to study the stability of the complexes 1 and 2 in
different solvents. The complexes display instability
when dissolved in coordinating solvents (DMSO,
methanol or DMF). Thus, when the complexes are
dissolved in these solvents the ligand piplartine is
quickly and completely labilized from the metal center.
Therefore, in noncoordinating solvents (acetone,
dichloromethane or chloroform) the complexes present
stability, for at least 72 h. In an acetone/water (1:9)
mixture, labilization of piplartine occurs gradually
(red arrow), and after 24 h the complete labilization of
piplartine is observed, showing the presence of only
one species in solution [probably the [Ru(H,0),(dppb)

(bipy)]** species (orange arrow) (Supplementary Figure
1)], which displays only a pair of doublets, at about 37
and 48 ppm.

The HPLC chromatogram of complex 2 shows the
instability of this compound in the eluent used, displaying
different peaks, which can be attributed to the isomers of
complex 2 or the solvolysis/hydrolysis products such as
the metal-free piplartine, [Ru(dppb)(bipy)(MeOH),]*" and
[Ru(dppb)(bipy)(H,0),]*" or [Ru(dppb)(bipy)(MeOH)
(H,0)]*" species and other byproducts (Supplementary
Figure 2). The HPLC experiments were performed using
methanol/water solution (57/43) as mobile phase at
isocratic model and the column ODS-C18 (5 mm; 250 x
4.6 mm; Shimadzu).
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Piplartine-containing ruthenium complexes
display potent cytotoxicity against a panel of
cancer cell lines

The cytotoxicity of both piplartine-containing
ruthenium complexes was screened against a panel of
different histological types of cancer cell lines (HCT116,
HepG2, HSC-3, SCC-4, SCC-9, HL-60, K-562 and
B16-F10) and against two non-cancer cells (MRC-5 and
PBMC) after 72h of incubation using the alamar blue
assay. Table 2 shows the results obtained. Both complexes
presented cytotoxic activity more potent than metal-free

piplartine. Complex 1 presented IC, | values ranging from
0.6 to 4.4 uM for cancer cell lines HSC3 and SCC9,
respectively. Complex 2 presented IC, values ranging
from 1.3 to 6.8 uM for cancer cell lines HSC3 and SCC9,
respectively. On the other hand, piplartine presented IC,
values ranging from 6.3 to 18.6 uM for cancer cell lines
HepG2 and K562, respectively. Complex 1 was more
potent than metal-free piplartine on HCT116 (4-fold),
HepG2 (4-fold), HSC3 (12-fold), SCC4 (5-fold), SCC9 (4-
fold), HL-60 (4-fold), K562 (5-fold) and B16-F10 (4-fold).
Complex 2 was more potent that metal-free piplartine on
HepG2 (3-fold), HSC3 (6-fold), SCC4 (3-fold), SCC9 (2-

B
Spheroids ICgoin UM
DOX OXA PL 1 2
HCT116 6.3 9.3 221 7.3 8.3
1.3-11.1 16-176 141-285 41-131 6.0-11.6

Figure 6: Effect of piplartine-containing ruthenium complexes in 3D in vitro model of cancer multicellular spheroids
formed from HCT116 cells. (A) Cells examined by light microscopy (bar = 100 pm) at the highest concentration tested. (B) IC,,
values in pM and their respective 95% confidence intervalobtained by nonlinear regression from at the least three independent experiments
performed in duplicate, measured by alamar blue assay after 72h of incubation. The negative control (CTL) was treated with the vehicle
(0.1% of a solution containing 70% sorbitol, 25% tween 80 and 5% water) used for diluting the compounds tested. Doxorubicin, oxaliplatin

and piplartine were used as the positive controls.
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fold), HL-60 (3-fold), K562 (3-fold) and B16-F10 (3-fold).
Doxorubicin presented IC,  values ranging from 0.02 to 2.6
uM for cancer cell lines B16-F10 and SCC9, respectively.
Oxaliplatin presented IC, values ranging from 0.6 to 7.7
uM for cancer cell lines HL-60 and SCC4, respectively. The
precursors of type [RuCL(N-N)(P-P)] (N-N = diimines; P-P
= diphosphines) had been previously tested and exhibited
only weak cytotoxicity (IC,, > 15 uM) [42, 43], and was not
tested in the present paper.

The IC,, value for non-cancer cells was 3.4 and 1.8
uM for the complex 1, 6.3 and 3.2 uM for the complex

2 and 17.3 and 34.2 uM for piplartine for MRC-5 and
PBMC cells, respectively. In addition, the IC_; value for
non-cancer cells was 1.3 and 5.4 uM for doxorubicin,
1.3 and 9.4 uM for oxaliplatin for MRC-5 and PBMC
cells, respectively. The Supplementary Table 1 shows
the selectivity index calculated. The SI was calculated
using the following formula: SI = IC,, [non-cancer
cells)/IC,, [cancer cells]. The SI is a well-characterized
method to estimate the therapeutic range of a drug and
to identify drug candidates for further studies. Although
the complexes were more cytotoxic to non-cancer cells
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Figure 7: Effect ofpiplartine-containing ruthenium complexes in the cell viability of HCT116 cells determined by trypan
blue staining after 24 (A) and 48 (B) h of incubation. The white bars represent number of viable cells (x10%ells/mL) and the blue
bars represent cell inhibition (%). The negative control (CTL) was treated with the vehicle (0.1% of a solution containing 70% sorbitol,
25% tween 80 and 5% water) used for diluting the compounds tested. Doxorubicin (DOX, 1 uM), oxaliplatin (OXA, 3 uM) and piplartine
(PL, 10 uM) were used as the positive controls. Data are presented as the mean + S.E.M. of three independent experiments performed in
duplicate. * p <0.05 compared with the negative control by ANOVA followed by Student Newman-Keuls test.
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Table 3: Effect of piplartine-containing ruthenium complexes in the DNA content of HCT116 cells

Treatment Concentration DNA content (%)
(kM) Sub-G,/G, G,/G, S G,M
After 24h of incubation
CTL - 5.0+0.9 46.6 £ 1.8 18.7+1.6 28.0£1.6
DOX 1 52+14 22.1+24 9.8+0.8* 59.0 £2.8*
OXA 3 143+3.6 384+54 169+2.0 254£2.1
PL 10 20.3 £ 1.8* 22.7+0.6 214423 21.5+2.9
1 1.25 9.1£2.4 425+1.7 21.9+2.5 224£1.1
2.5 31.8+1.4% 28.6+5.9 11.5+£25 12.7+1.7*
2 2.5 88+14 451+£1.3 18.7+1.8 229+19
5 23.6 +7.9*% 41.0+4.6 156+1.8 19.0£2.9
After 48h of incubation
CTL - 3.9+0.8*% 475+33 20.1£2.6 229=+1.1
DOX 1 21.8 +5.4%* 15.8 £2.0* 104+ 1.1%* 49.0 £ 5.9%
OXA 3 14.8 +1.3* 442+£22 174£19 21.2£1.0
PL 10 33.9+5.8* 27.0 +£2.9*% 164+2.2 21.9+0.9
1 1.25 13.5+1.0 394+1.8 201+14 21.5+0.8
2.5 45.8 £ 8.8%* 30.0 £ 5.8% 135+1.5 9.0£3.2%
2 2.5 15.7+3.1 33.7+4.2% 212+2.6 20.5+2.5
5 31.9+£4.2% 18.0 £2.7* 18.0+1.3 15.7£2.6

Data are presented as the mean + S.E.M. of three independent experiments performed in duplicate. The negative control
(CTL) was treated with the vehicle (0.1% of a solution containing 70% sorbitol, 25% tween 80 and 5% water) used for
diluting the compounds tested. Doxorubicin (DOX), oxaliplatin (OXA) and piplartine (PL) were used as the positive

controls. Ten thousand events were evaluated per experiment and cellular debris was omitted from the analysis. * p <0.05
compared with the negative control by ANOVA followed by Student Newman-Keuls Test.

than piplartine, they exhibit selectivity index similar
to piplartine and the positive controls doxorubicin and
oxaliplatin, which are clinically useful drugs in the
treatment of cancer.

In a new set of experiment, human colon carcinoma
HCT116 cell line was used as a cellular model, since it
was among the most sensitive cell lines to the complexes
tested.

In complementary to 2D cell monolayer cultures,
we also assessed the cytotoxicity of piplartine-containing
ruthenium complexes in an in vitro three-dimensional
(3D) model of cancer multicellular spheroids formed
from HCT116 cells. The cells in the spheroids showed
morphological changes, indicating an effective drug
permeability and cytotoxicity in the 3D culture (Figure
6A). After 72 h treatment, the IC, of the complexes 1
and 2 were estimated to be 7.3 and 8.3 uM, respectively
(Figure 6B), while piplartine presented IC, of 22.1 uM.
Based on this, the complexes 1 and 2 were approximately

3 and 2 fold more potent than metal-free piplartine,
respectively. Doxorubicin and oxaliplatin showed IC, of
6.3 and 9.3 uM, respectively.

Piplartine-containing ruthenium complexes
induce caspase-dependent and mitochondrial
intrinsic apoptosis on HCT116 cells

Cell viability after treatment with complexes 1
and 2 was determined by trypan blue exclusion assay
on HCT116 cells, after 24 and 48h of incubation. Both
complexes significantly reduced (p < 0.05) the number
of viable cells (Figure 7). At concentrations of 1.25 and
2.5 uM, complex 1 reduced the number of viable cells by
40.2 and 65.4% after 24 h, and 61.5 and 77.1% after 48
h, respectively. Complex 2 reduced the number of viable
cells by 35.5 and 45.8% at 2.5 and 5 puM after 24h, and
55.5 and 66.9% after 48h, respectively. None of complexes
induced significant (p > 0.05) increase in the non-viable
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cells. Doxorubicin, oxaliplatin and piplartine also reduced
the number of viable cells after 24 and 48h of incubation.

Regarding cell morphology, HCT116 cells treated
with both complexes at all concentrations induced
reduction in the cell volume, chromatin condensation
and fragmentation of the nuclei. This effect became
more pronounced at the higher concentrations and at the
longer time of incubation (Supplementary Figure 3A).
Doxorubicin, oxaliplatin and piplartine also induced
cell shrinkage, chromatin condensation and nuclear
fragmentation. Furthermore, both complexes caused cell
shrinkage, as observed by the decrease in forward light
scatter (FSC), as well as by nuclear condensation, indicated
by a transient increase in side scatter (SCC) (Supplementary
Figures 3B, 4A and 4B). These morphological alterations
indicate that the complexes were inducing apoptosis.

DNA content was examined by flow cytometry on
HCT116 cells (Table 3). All DNA that was sub-diploid
in size (sub-G/G,) was considered fragmented. Both
complexes at higher concentrations caused a significant
DNA fragmentation (p < 0.05). Complex 1 led to 31.8 and
45.8% DNA fragmentation at the higher concentration
after 24 and 48h, respectively. Complex 2 induced 23.6
and 31.9% DNA fragmentation at the higher concentration
after 24 and 48 h, respectively. Piplartine induced 20.3 and
33.9% DNA fragmentation at the higher concentration
after 24 and 48 h, respectively. Doxorubicin caused cell
cycle arrest at the phase G,/M that was followed by
DNA fragmentation. Oxaliplatine also induced DNA
fragmentation.

To determine whether the complexes-induced
cytotoxicity results from cell apoptosis induction, we

performed annexin-V/PI double staining to identify the
type of the cell death on HCT116 cells (Supplementary
Figure 5 and Figure 8). The results clearly showed that
both complexes increased the early and late apoptosis in
a time- and concentration-dependent manners. None of
complexes induced significant increase in necrotic cells.
Moreover, co-treatment with a pan-caspase inhibitor,
Z-VAD(OMe)-FMK, prevented the complexes-induced
increasing of cell death by apoptosis (Supplementary
Figure 6 and Figure 9A). In addition, co-treatment
with Z-VAD(OMe)-FMK also prevented the reduction
of the number of viable cells assessed by trypan blue
exclusion assay (Figure 9B). The complexes also
induced mitochondrial depolarization on HCT116 cells,
as measured by the incorporation of rhodamine 123
using flow cytometry (Figure 10A). Considering that the
complexes were causing cell death by apoptosis, we next
studied the caspase-3 activation of complexes-induced
apoptosis using Ac-DEVD-pNA as the substrate. Both
complexes induced activation of caspase-3 on HCT116
cells (Figure 10B). Piplartine also induced increasing
in the early and late apoptosis, which was prevented by
co-treatment with Z-VAD(OMe)-FMK. Mitochondrial
depolarization and activation of caspase-3 were observed
on piplartine-treated HCT116 cells.

The cytotoxic activity of the complexes on
BAD gene knockout immortalized mouse embryonic
fibroblast (BAD KO SV40 MEF) and its parental
cell line wild-type immortalized mouse embryonic
fibroblast (WT SV40 MEF) was also performed by
alamar blue assay after 72 h incubation. The IC, values
for piplartine, complexes 1 and 2 were 4.0, 3.2 and 4.0
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Figure 8: Effect of piplartine-containing ruthenium complexes in the induction of apoptosis on HCT116 cells
determined by flow cytometry using annexin V-FITC/PI staining after 24 and 48h of incubation. The negative control
(CTL) was treated with the vehicle (0.1% of a solution containing 70% sorbitol, 25% tween 80 and 5% water) used for diluting the
compounds tested. Doxorubicin (DOX, 1 uM), oxaliplatin (OXA, 3 uM) and piplartine (PL, 10 uM) were used as the positive controls.
Data are presented as the mean + S.E.M. of three independent experiments performed in duplicate. Ten thousand events were evaluated
per experiment and cellular debris was omitted from the analysis. * p < 0.05 compared with the negative control by ANOVA followed by

Student Newman-Keuls test.
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uM for BAD KO SV40 MEF cell line, while were 4.5, Doxorubicin presents IC_ values of 0.41 and 0.04 uM,
2.4 and 6.0 uM for WT SV40 MEF cell line, suggesting while 5-fluorouracil presents IC, values of 7.3 and 1.7
that BAD gene is not essential for the cytotoxicity puM on BAD KO SV40 MEF and WT SV40 MEF cell
induced by piplartine or its ruthenium-based complexes. lines, respectively.
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Figure 9: Effect of the pan-caspase inhibitor (Z-VAD(OMe)-FMK) in the apoptosis induced by piplartine-containing
ruthenium complexes on HCT116 cells determined by flow cytometry using annexin V-FITC/PI staining. (A) Quantification
of apoptotic cells (early + late apoptotic cells) determined by flow cytometry using annexin V-FITC/PI staining. (B) Quantification of the
cell viability determined by trypan blue staining. The cells were pre-treated for 2 h with 50 pM Z-VAD(OMe)-FMK, then incubated with
the complexes in the established concentration (2.5 uM for complex 1 and 5 pM for complex 2) for 48 h. The negative control (CTL) was
treated with the vehicle (0.1% of a solution containing 70% sorbitol, 25% tween 80 and 5% water) used for diluting the compounds tested.
Doxorubicin (DOX, 1 pM), oxaliplatin (OXA, 3 uM) and piplartine (PL, 10 pM) were used as the positive controls. Data are presented as
the mean + S.E.M. of three independent experiments performed in duplicate. For flow cytometry analysis, 10,000 events were evaluated
per experiment and cellular debris was omitted from the analysis. * p < 0.05 compared with the negative control by ANOVA followed
by Student Newman-Keuls test. # p < 0.05 compared with the respective treatment without inhibitor by ANOVA followed by Student
Newman-Keuls test.
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Piplartine-containing ruthenium complexes
increase ROS levels on HCT116 cells

The effect of piplartine-containing ruthenium
complexes in intracellular ROS levels on HCT116 cells
was determined by flow cytometry using the redox-
sensitive fluorescent probe 2’-,7’-dichlorofluorescein

A

diacetate (DCF-DA). Treatment with both complexes for
1 h caused a marked increase in ROS levels (Figure 11A).
In addition, co-treatment with the antioxidant N-acetyl-
L-cysteine (NAC) fully prevented the increase in the
intracellular ROS level induced by the complexes (Figure
11B). Further, co-treatment with catalase, that induces
decomposition of hydrogen peroxide, also prevented
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Figure 10: Effect of piplartine-containing ruthenium complexes in the mitochondrial membrane potential and
caspase-3 activity on HCT116 cells. (A) Mitochondrial membrane potential determined by flow cytometry using rhodamine 123
staining after 24h of incubation. (B) Caspase-3 activity determined by colorimetric assay after 48h of incubation. The negative control
(CTL) was treated with the vehicle (0.1% of a solution containing 70% sorbitol, 25% tween 80 and 5% water) used for diluting the
compounds tested. Doxorubicin (DOX, 1 uM), oxaliplatin (OXA, 3 uM) and piplartine (PL, 10 uM) were used as the positive controls.
Data are presented as the mean + S.E.M. of three independent experiments performed in duplicate. Ten thousand events were evaluated
per experiment and cellular debris was omitted from the analysis. * p < 0.05 compared with the negative control by ANOVA followed by

Student Newman-Keuls test.
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the complexes-induced increase in intracellular ROS
levels, indicating the production of hydrogen peroxide
induced by the complexes (Figure 11C). In a new set of
experiments, we used the fluorescent probe hydroethidine

and the fluorescent probe 4-amino-5-methylamino-2’-,7’-
difluofluorescein diacetate (DAF-FM diacetate) for detect
superoxide anion and nitric oxide, respectively. We found
that superoxide anion (Figure 12A) and the nitric oxide
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Figure 11: Effect of piplartine-containing ruthenium complexes in the levels of reactive oxygen species (ROS) of
HCT116 cells and protection by NAC and catalase determined by flow cytometry using DCF-DA staining. (A) ROS
levels of HCT116 cells after 1 and 3h of incubation. (B) ROS levels of HCT116 cells pre-treated with the antioxidant NAC and, then
treated with the complexes. (C) ROS levels of HCT116 cells pre-treated with the antioxidant catalase and, then treated with the complexes.
For the protection assay, the cells were pre-treated for 1 h with 5 mM NAC or 2,000UI catalase, then incubated with the complexes in the
established concentration (2.5 uM for complex 1 and 5 uM for complex 2) for 1 h. The negative control (CTL) was treated with the vehicle
(0.1% of a solution containing 70% sorbitol, 25% tween 80 and 5% water) used for diluting the compounds tested. Hydrogen peroxide
(H,0,, 200 uM), doxorubicin (DOX, 1 puM), oxaliplatin (OXA, 3 uM) and piplartine (PL, 10 uM) were used as the positive controls.
Data are presented as the mean + S.E.M. of three independent experiments performed in duplicate or triplicate. Ten thousand events were
evaluated per experiment and cellular debris was omitted from the analysis. * p < 0.05 compared with the negative control by ANOVA
followed by Student Newman-Keuls test. # p < 0.05 compared with the respective treatment without inhibitor by ANOVA followed by
Student Newman-Keuls test.

www.impactjournals.com/oncotarget 14

Oncotarget



100
X
3 80 T
g
_5 60
C
©
o 40
©
3
o 201
jun }
w
CTLH,0,DOX OXA PL 125 25 25 5 (uM)
1 2
B
15 "
S 124 L
s o
(]
S
5 6
Q
S 3
0_ T T
CTLH,0,DOXOXA PL 1.25 25 25 5 (uM)
1 2
(ot
140
120+
T 5 1001 1
O% 80 s e oz
o ©
35 601
S8 40
201

T T T
CTL DOX OXA PL 125 25 25 5 (uM)
1 2

Figure 12: Effect of piplartine-containing ruthenium complexes in the levels of reactive oxygen species (ROS) and
reduced glutathione (GSH) of HCT116 cells after 1 h incubation. (A) Superoxide anion level of HCT116 cells determined by
flow cytometry using hydroethidine staining. (B) Nitric oxide level of HCT116 cells determined by flow cytometry using DAF-FM diacetate
staining. (C) GSH level of HCT116 cells determined by colorimetric assay. The negative control (CTL) was treated with the vehicle (0.1%
of a solution containing 70% sorbitol, 25% tween 80 and 5% water) used for diluting the compounds tested. Hydrogen peroxide (H,0O,, 200
uM), doxorubicin (DOX, 1 uM), oxaliplatin (OXA, 3 uM) and piplartine (PL, 10 pM) were used as the positive controls. Data are presented
as the mean + S.E.M. of three independent experiments performed in duplicate. For flow cytometry analysis, 10,000 events were evaluated
per experiment and cellular debris was omitted from the analysis. * p < 0.05 compared with the negative control by ANOVA followed by
Student Newman-Keuls test.
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(Figure 12B) were also among the ROS induced by the
complexes on HCT116 cells. The reduced glutathione
(GSH) levels were also decreased in complexes-treated
cells (Figure 12C). Furthermore, co-treatment with NAC,
prevented the increase of the cell death by apoptosis
induced by the complexes (Figure 13A and 13B) and the
reduction of the number of viable cells, as assessed by
trypan blue exclusion assay (Figure 13C). Piplartine also
induced increasing oxidative stress, which was prevented
by co-treatment with NAC.

Piplartine-containing ruthenium complexes do
not induce DNA intercalation

Some ruthemium complexes can intercalate to DNA,
thus we invertigated if the piplartine-containing ruthenium
complexes are able to induce DNA intercalation. DNA
intercalation was assessed by examining the ability of
the complexes to displace ethidium bromide from calf
thymus DNA (ctDNA). For this, the complexes were
added to a DNA-ethidium bromide mixture to assess if the
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Figure 13: Effect of the antioxidant NAC in the apoptosis induced by piplartine-containing ruthenium complexes on
HCT116 cells determined by flow cytometry using annexin V-FITC/PI staining. (A) Representative flow cytometric dot plots
showing the percentage of cells in viable, early apoptotic, late apoptotic and necrotic stages. (B) Quantification of apoptotic cells (early +
late apoptotic cells) determined by flow cytometry using annexin V-FITC/PI staining. (C) Quantification of the cell viability determined by
trypan blue staining. The cells were pre-treated for 1 h with 5 mM NAC, then incubated with the complexes in the established concentration
(2.5 uM for complex 1 and 5 uM for complex 2) for 48 h. The negative control (CTL) was treated with the vehicle (0.1% of a solution
containing 70% sorbitol, 25% tween 80 and 5% water) used for diluting the compounds tested. Doxorubicin (DOX, 1 uM), oxaliplatin
(OXA, 3 uM) and piplartine (PL, 10 uM) were used as the positive controls. Data are presented as the mean + S.E.M. of three independent
experiments performed in duplicate. For flow cytometry analysis, 10,000 events were evaluated per experiment and cellular debris was
omitted from the analysis. * p < 0.05 compared with the negative control by ANOVA followed by Student Newman-Keuls test. # p < 0.05
compared with the respective treatment without inhibitor by ANOVA followed by Student Newman-Keuls test.
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Table 4: The effect of piplartine-containing ruthenium complexes on gene expression of HCT116 cells

Gene symbol Description RQ

DOX PL 1 2
BCL2 BCL2, apoptosis regulator 3.1 1.1 2.4 0.8
CCND1 cyclin D1 1.1 0.7 1.2 0.5
CDHI cadherin 1 7.1 2.5 3.7 1.1
CDKN24 cyclin dependent kinase inhibitor 2A 1.8 1.6 2.5 1.2
CcYcs cytochrome c, somatic 1.0 1.0 2.0 1.0
EGFR epidermal growth factor receptor 0.8 1.2 1.3 11,276.3
FADD Fas associated via death domain 1.1 0.4 0.6 74.1
FNI fibronectin 1 3.6 2.0 3.8 N.d.
FOS Fos proto-oncogene, AP-1 transcription factor subunit 11.8 31.0 11.9 N.d.
FYN FYN proto-oncogene, Src family tyrosine kinase 1.3 1.7 2.5 1.8
FZDI frizzled class receptor 1 1.0 1.0 23 0.9
GUSB glucuronidase beta 5.0 52 4.5 2.9
IGFIR insulin like growth factor 1 receptor 1.4 2.1 23 0.7
ITGA2B integrin subunit alpha 2b 4.5 3.0 3.1 0.1
ITGAV integrin subunit alpha V 1.3 1.0 1.4 1,149.0
JUN Jun proto-oncogene, AP-1 transcription factor subunit 4.1 3.8 3.7 2.3
KDR kinase insert domain receptor N.d. 8.3 4.4 1.4
MAP2K1 mitogen-activated protein kinase kinase 1 0.7 0.8 0.8 2,107.2
MAP3KS5 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 5 1.0 0.6 0.3 43
MAPK3 mitogen-activated protein kinase 3 2.8 1.7 2.0 1.9
MAX MYC associated factor X N.d. 3.1 3.6 0.9
NFKBIA NF-xB inhibitor alpha 23 2.0 2.0 0.9
PIK3RI phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 1 2.0 24 2.5 1.3
PTEN phosphatase and tensin homolog 1.8 0.5 2.0 0.8
PTK2 protein tyrosine kinase 2 1.2 0.6 1.6 2.4
PTK2B protein tyrosine kinase 2 beta 34 23 23 1.0

ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (rho family, small

RACT GTP binding protein Rac 1() g 0.9 0.7 L1 2.7
RAF1 Raf-1 proto-oncogene, serine/threonine kinase 2.0 0.6 2.0 0.9
SHC1 SHC adaptor protein 1 0.6 0.2 0.4 N.d.
SMAD4 SMAD family member 4 1.0 0.9 1.4 2.1
SOS1 SOS Ras/Rac guanine nucleotide exchange factor 1 0.7 0.9 1.2 0.2
SPP1 secreted phosphoprotein 1 1.2 1.3 2.5 10.1
TGFBR2 transforming growth factor beta receptor 2 0.9 1.2 2.4 1.1
TP53 tumor protein p53 33 1.2 35 1.5

HCT116 cells were treated with 2.5 uM of complex 1 and 5 uM of complex 2 for 12 h. The negative control was treated
with the vehicle (0.1% of a solution containing 70% sorbitol, 25% tween 80 and 5% water) used for diluting the compounds
tested. Doxorubicin (DOX, 1 uM) and piplartine (PL, 10 uM) were used as the positive controls. After treatment, total
RNA was isolated and reverse transcribed. Gene expression was detected using the 96-wellplate TagMan® Array Human
Molecular Mechanisms of Cancer. GAPDH, 18S and HPRTI genes were used as endogenous gene for normalization.
Values represent the relative quantitation (RQ) compared with the calibrator (cells treated with the negative control, RQ =
1.0). The genes were considered to be upregulated if RQ > 2 and were considered to be downregulated if RQ < 0.5. N.d.

Not determinated.
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complexes compete with ethidium bromide and intercalate
into DNA. If the complexes displace ethidium bromide
from DNA, the fluorescence intensity of ethidium bromide
decrease. None of complexes were able to decrease the
ethidium bromide fluorescence, indicating that they are
not strong DNA intercalators. Doxorubicin, a known
DNA intercalator, significantly reduced fluorescence in
this assay (data not shown).

Piplartine-containing ruthenium complexes alter
genic expression on HCT116 cells

The effect of piplartine-containing ruthenium
complexes on the expression of 92 genes involved in
different cellular mechanisms, including cell proliferation,
cell cycle, apoptosis, oxidative stress, metastasis and
angiogenesis, was detected after 12h of incubation
on HCT116 cells by PCR array using a 96-well plate
TagMan® Array Human Molecular Mechanisms of
Cancer. A total of 31 genes were upregulated and 5 genes
were downregulated after the treatment with piplartine-
containing ruthenium complexes (Table 4). Among
them, the genes CDKN2A4 (RQ =2.5), FOS (RQ =11.9),
JUN (RQ = 3.7), NFKBIA (RQ = 2.0), PTEN (RQ =
2.0) and 7P53 (RQ = 3.5) were upregulated in the cells
treated with the complex 1, while the gene SHCI (RQ
= 0.4) was downregulated. After the treatment with the
complex 2, FADD (RQ = 74.1) and JUN (RQ = 2.3) were
among the genes upregulated, while CCNDI (RQ = 0.5)
was among the genes downregulated. Doxorubicin and
piplartine also induced change in different genes, incluing
the upregulation of FOS (RQ = 11.8), JUN (RQ =4.1),
NFKBIA (RQ =2.3) and TP53 (RQ = 3.3) for doxorubicin
and FOS (RQ =31.0), JUN (RQ = 3.8) and NFKBIA (RQ
= 2.0) for piplartine that also reduced the expression of the
gene SHC1 (RQ =10.2).

Interestingly, complex 2 increased substantially the
expression of EGFR gene (RQ = 11,276.3). The activation
of this class of receptor leads to cell proliferation, which
is target of the class of drugs tyrosine kinase inhibitors.
Although this being an unexpected effect, the increase of
EGFR gene expression on cancer cells can take it more
susceptible to tyrosine kinase inhibitors, indicating a
potential synergic effect of complex 2 with this class of
drugs.

DISCUSSION

Piplartine is a well characterizated cytotoxic
agent, able to induce ROS selectively in different cancer
cells, leading to cell death by apoptosis [3—18]. Many
piplartine analogs have been synthesized and evaluated
against cancer cells; however, this class of compounds
has never been employed as ligand for composition
of metal complexes. In this present paper, two novel

piplartine-containing ruthenium complexes were designed,
synthesized and evaluated for their cytotoxic potential.

The ruthenium complexes produced in our study
were tested against cancer cells, showing potent cytotoxic
activity. Other studies have shown that complexes of
ruthenium with different ligands can induce cytotoxic
activity in micromolar or molar range against several
cancer cell lines [44—46]. Moreover, piplartine is able to
kill cancer cells of different histological types, including
hematological, colon, melanocyte, lung, breast, central
nervous system, pancreatic, nasopharyngeal, osseous,
bladder, renal, and prostate in micromolar range [10,
12, 18]. In the present work, both piplartine-containing
ruthenium complexes showed cytotoxic activity up to 12
fold higher that metal-free piplartine. In 3D culture that
mimics the in vivo cancer tissue, the piplartine-containing
ruthenium complexes were also more potent in inducing
citotoxicity than metal-free piplartine.

Regarding their mechanism of action, the
piplartine-containing ruthenium complexes were shown
to induce caspase-dependent and mitochondrial intrinsic
apoptosis on HCT116 cells as observed by cell shrinkage,
internucleosomal DNA fragmentation without alter
the cell membrane permeabilization, externalization of
phosphatidylserine, loss of mitochondrial transmembrane
potential and marked activation of caspase-3. In addition,
the apoptosis induction and the reduction of the number
of viable cells were prevented by pre-treatment with
Z-VAD(OMe)-FMK, a pan-caspases inhibitor.

Several studies have shown that piplartine induces
cell death by triggering apoptosis pathway. Piplartine was
shown to reduce the number of viable cells and induces
cell apoptosis on HCT116 cells by JNK signaling pathway
[23], and induces apoptosis and autophagy through
modulation of the PI3K/Akt/mTOR pathway in human
lung cancer cells [22]. It can also induce apoptotic cell
death and suppress the DNA binding activity of NF-xkB
in a concentration-dependent manner in non-small cell
lung cancer cells [15]. The ruthenium complexes can
also induce apoptosis of cancer cells through pathways
mediated by death receptor, mitochondria and/or
endoplasmic reticulum stress. The binding behavior
of ruthenium complexes with DNA, especially with
Gquadruplex DNA may play a important role in the DNA
damage of cancer cells [44—51]. In our study, however,
the piplartine-containing ruthenium complexes failed to
induce DNA intercalation, despite being able to induce
cell death by apoptosis.

As mentioned above, piplartine induces ROS
increase and apoptotic cell death on cancer cells [10,
12]. Additionally, piplartine induces a lethal endoplasmic
reticulum stress and mitochondrial dysfunction by
inhibiting TrxR1 activity and increasing intracellular ROS
levels [25]. It is well-known that ruthenium (II) complexes
can induce apoptosis through ROS-mediated pathway
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in cancer cells [44, 46]. Therefore, since ruthenium
complexes and piplartine have been described as ROS
inductor agents, we measured the ROS level in cells
treated with piplartine-containing ruthenium complexes.
In fact, piplartine-containing ruthenium complexes were
also able to increse ROS level, assigned to nitric oxide,
superoxide anion and hydrogen peroxide. GSH levels were
also decreased in complexes-treated cells. Interestingly,
the pre-treatment with the antioxidant NAC prevented
the apoptosis induction and the reduction of the number
of viable cells caused by both piplartine-containing
ruthenium complexes, indicating ROS-medated apoptosis
cell death pathway.

The molecular mechanism underlying the cytotoxic
effect of piplartine-containing ruthenium complexes was
assessed at the level of mRNA expression of several genes.
In special, it was observed the increasing of the expression
of CDKN24, FOS, JUN, NFKBIA, TP53 and FADD,
and reduction of the expression of SHCI! and CCNDI.
CCNDI (cyclin D1) gene is involved in the cell cycle G,/S
transition. Moreover, CDKN2A (cyclin dependent kinase
inhibitor 2A) gene was upregulated. Jyothi et al. [16]
demonstrated that piplartine is able to reduce the protein
levels of cyclin D1 in the mouse embryonal carcinoma cell
line. Ruthenium benzimidazole complex also have been
reported as a cyclin D1 inhibitor [44]. The protein encoded
by FADD (Fas associated via death domain) gene mediates
cell apoptotic signals. FOS (Fos proto-oncogene) gene
encode proteins that can dimerize with proteins of the JUN
(Jun proto-oncogene, AP-1 transcription factor subunit)
family leading to the formation of the transcription factor
complex AP-1, which is involved in the transcription of
some pro-apoptotic proteins [52, 53]. Furthermore, JNK-
AP-1 pathway is involved in the increase of the expression
of pro-apoptotic genes, including Fas-L and Bak [54].
In fact, several apoptotic-related genes have been also
associated with the effect of ruthenium complexes and/
or piplartine on cancer cells [22, 23, 44, 46, 48, 51]. In
addition, Li et al. [23] demostrated that piplartine can
induce apoptosis on HCT116 cells by JNK signaling
pathway. In this present work, we also observed that
piplartine-containing ruthenium complexes are able to
induce caspase-dependent and mitochondrial intrinsic
apoptosis on HCT116 cells. NFKBIA (NF-«B inhibitor
alpha) gene encodes a member of NF-kB inhibitor family.
As mentioned above, piplartine can lead to apoptotic cell
death by NF-kB inhibition in non-small cell lung cancer
cells [15]. The TP53 (tumor protein p53) gene encodes a
tumor suppressor protein. Interestingly, cell death induced
by piplartine has been observed by both dependent and
independent p53 signaling [12]. Thiazolo arene ruthenium
complexes also can induce cell death by p53 signaling
in cisplatin-sensitive and cisplatin resistant ovarian
cancer cells [55]. The gene SHC! (SHC adaptor protein
1) belong to the mammalian Shc family, composed by
p52She, p46Shc and p66Shc isoforms. Curiously, p66Shc

has antioxidant action on the cytoplasm. As mentioned
above, piplartine and several ruthenium complexes have
been reported as ROS inducers [10, 12, 46]. Here, we also
observed that piplartine-containing ruthenium complexes
induce ROS.

The similarity between the mechanism of action of
piplartine and their ruthenium-based complexes suggests
that the complexes can be acting as carriers of piplartine,
increasing its bioavailability mainly due to the lability
of the coordinated molecule from the complexes, in the
presence of water. The ability of release ligands through
the aquaction reaction has already been reported to
other ruthenium compounds, such as NAMI/NAMI-A
complexes [31, 56].

In conclusion, the novel piplartine-containing
ruthenium complexes 1 and 2 display more potent
cytotoxicity than metal-free piplartine against different
cancer cell lines and are able to induce caspase-dependent
and mitochondrial intrinsic apoptosis on HCT116 cells
by ROS-mediated pathway. No DNA intercalation was
observed with piplartine-containing ruthenium complexes.
Additionally, the level of mRNA expression of several
genes, including cell proliferation, cell cycle, apoptosis
and oxidative stress were regulated under treatment. Thus,
the novel piplartine-containing ruthenium complexes
are more potent than metal-free piplartine, and, similar
piplartine, target the oxidative stress.

MATERIALS AND METHODS

Synthesis of novel piplartine-containing
ruthenium complexes

General

All procedures involving solutions of the
complexes were performed under inert atmosphere
(argon). The solvents used in the manipulations were
purified by standard methods. The RuCl.3H,0,
1,4-bis(diphenylphosphino)butane (dppb) 1,1-bis(diphenyl
phosphino)ferrocene (dppf), 2,2’-bipyridine (bipy), were
purchased from Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Co., Saint
Louis, MO, USA) and the piplartine was purchased from
Cayman Chemical Company (Cayman Chemical, Ann
Arbor, MI, USA). The precursors cis-[RuCL(dppb)(bipy)]
and cis-[RuCl (dppf)(bipy)], were prepared according to
published procedures [34, 39].

The vibrational spectroscopy in the infrared
region was recorded on a FT-IR Bomem Michelson
102 spectrometer in the 4000 — 350 cm™! region using
KBr pellets. Conductance data were performed in dry
acetone, using a Micronal model B-330 connected to a
platinum electrode, with 0.089/cm constant cell, using
1 mM solutions of the complexes, at room temperature.
The elemental analyses were performed with EA 1108
CHNS microanalyser (Fisons Instruments), in the

www.impactjournals.com/oncotarget

19

Oncotarget



Microanalytical Laboratory of the Chemistry Department
of the Federal University of Sdo Carlos. Electrochemical
experiments (cyclic and pulse voltammetry) were carried
out at 25 °C in CH,CI, containing 0.10 M Bu,NCIO,
(tetrabutylammonium perchlorate, TBAP), recorded with a
Bioanalytical Systems Inc electrochemical analyzer, model
BAS-100B/W. The working and auxiliary electrodes
were stationary platinum; a system Ag/AgCl in Luggin
capillary probe was used as a reference electrode. Under
these conditions, the ferrocene couple (Fc'/Fc) is oxidized
at 0.43 V. The NMR experiments (‘"H, *C{'H, *'P{'H},
'H-'H gCOSY, 'H-*C{'H} gHSQC and DEPT-135) were
recorded on a Bruker DRX 400 Ultrashield™ (400.132
MHz for hydrogen frequency, 100.623 MHz for carbon
frequency and 161.976 MHz for phosphorous frequency),
referenced with TMS (tetramethylsilane). In the 'H,
BC{'H}, 'H-'H gCOSY, 'H-*C{'H} gHSQC and DEPT-
135 experiments, 25 mg of final metal complexes were
dissolved in deuterated acetone (DMSO-d,, Cambridge
Isotope Laboratories, Inc., USA). 3'P{'H} stability
experiments are reported in relation to H,PO, (85% v/v),
using a capillary containing D,O.

[Ru(piplartine)(dppf)(bipy)|(PF ), (1)

To a Schlenk flask containing 10 mL of
dichlorometane and 10 mL of acetone, the cis-
[RuClL,(dppf)(bipy)] (0.066 mmol) and piplartine (0.099
mmol) were added. After the complete solubilization of
the solids, 0.165 mmol of AgPF, was added, forming,
immediately, a white precipitate. The solution was
kept at room temperature and darkness, under an inert
atmosphere and under stirring for 1 h. Next, the solvent
was reduced to 2 mL, and 10 mL of CH2C12 was added, to
form a white powder (AgCl), which was filtered off. The
filtered solution was concentrated to 3 mL and hexane (10
mL) was added to precipitate an orange powder, which
was filtered off, washed with hexane, diethyl ether, and
dried under vacuum. Yield: 70 mg (87%). Anal. Calc. for
[C, HFeN,O.P,Ru](PF,),: exp. (calc) C, 51.76 (51.64);
H, 3.75 (3.91); N, 2.65 (2.96) %. Molar conductance
(S cm? mol!, acetone) 193.9. IR (cm™): (nCH) 3093,
(nCH,) 2942, (nCH) 2845; (nC=0) 1650; (nC=N) 1598;
(nC=C and vC=N) 1544, 1502, 1434, 1421, 1332, 1305;
(nC-0) 1122; (nP-C) 1093; (n, ) 1000; (nP-F) 844;
(nC-H-cp) 750; (nP-CH) 636; (6P-F) 557; (nRu-P) 520
and 495; (nRu-O + nFe-cp) 474; (nRu-N) 428. *'P{'H}
NMR (162 MHz, d -acetone, 298 K): 6 (ppm) (d, 39.1;
39.3/43.1; 45.9, 2] = 29.6 / 30.3 Hz); 1H NMR (400
MHz, d,-acetone, 298 K): 6 (ppm): 9.00, 8.93 (1H, d,
bipy); 8.56, 8.50 (2H, br. s, bipy); 8.30 (0.5H, s. bipy)
8.14 (2H, m, bipy); 7.76—6.87 (28H, m, Ho, Hm and Hp
of dppf, 2.5H bipy, 2H, H . of piplartine, 3H H,
piplartine); 6.74, 6.11 (1H, d, H_,,. piplartine); 5.20
—4.42 (8H, m, cp of ferrocene); 4.02 - 3.95 (5H, s+m)
(CH, + CH, of piplartine), 3.88 (1.5H, s), 3.80 (3H, s),
3.76 (1.5H, s) (CH, of piplartine); and 2.55 — 2.44 (2H, m,

CH, piplartine). "C{'H} NMR (125.74 MHz, d,-acetone,
298 K): & (ppm) 174.22, 172.29, 171.92, 170.38 (C=0);
163.50-150.64 (C-Bipy, C-piplartine); 143.53 — 108.16
(C-dppb, C-Bipy, C-piplartine); 81.30 — 73.29 (C-cp
ferrocene), 60.93 — 56.83 (CH, of piplartine) and 48.70 —
48.40, 25.15 - 24.95 (CH, of piplartine).

[Ru(piplartine)(dppb)(bipy)|(PF ), (2)

For the synthesis of this complex the same procedure
of complex 1 was used. Yield: 75 mg (88%). Anal. Calc.
for [C,,H,,N,O.P Ru](PF,),: exp. (calc) C, 50.85 (51.17);
H, 4.45 (4.29); N, 3.04 (3.25) %. Molar conductance (S
cm’ mol™, acetone) 193.9. IR (cm™): (vCH) 3061, (vCH,)
2936, (vCH) 2862; (vC=0) 1651; (vC=N) 1600; (vC=C
and vC=N) 1579, 1501, 1463, 1435, 1421, 1328, 1304;
(vC-0) 1122; (vP-C) 1096; (v, ) 1002; (vP-F) 842; (vC-
H-cp) 743; (vP-CH,) 698; (6P-F) 557; (VRu-P) 520 and
489; (VRu-0) 491; (vVRu-N) 447. *'P{'"H} NMR (162 MHz,
d,-acetone, 298 K): 8 (ppm) (d, 39.4; 42.3 /41.0; 41.7,%J
=32.6/34.9 Hz); IH NMR (400 MHz, d, -acetone, 298
K): 8 (ppm): 8.79, 8.69 (1H, d, bipy); 8.71, 8.60 (1H, br.
s, bipy); 8.38 — 8.33 (1H, d. bipy); 8.25 (1H, d bipy); 7.06
(1H,s, H  of piplartine); 6.93 (1H, s, H_of piplartine);
8.22 - 6.18 (29H, m, Ho, Hm and Hp of dppf, bipy, H,,,.
of piplartine); 3.94 (3H, s), 3.89 (1.5H, s), 3.81 (3H, s),
3.79 (1.5H, s) (CH, of piplartine); 4.12 — 4.01, 3.59 — 3.45,
3,18 -2.98, 2,75 - 2.14 and 1.58 (12H, m, CH, of dppb
and CH, of piplartine). “C{'H} NMR (125.74 MHz, d,-
acetone, 298 K): 6 (ppm) 173.76, 172.05, 171.69, 170.68
(C=0); 162.35-150.09 (C-Bipy, C-piplartine); 143.51
—108.11, (C-dppb, C-Bipy, C-piplartine); 60.80 — 56.77
(CH, of piplartine) and 48.52 — 48.14 (CH, of piplartine)
and 28.90 — 23.31 (CH, of piplartine and CH, of dppb).

Cells

HCT116 (human colon carcinoma), HepG2
(human hepatocellular carcinoma), HSC-3 (human oral
squamous cell carcinoma), SCC-4 (human oral squamous
cell carcinoma), SCC-9 (human oral squamous cell
carcinoma), HL-60 (human promyelocytic leukemia),
K-562 (human chronic myelogenous leukemia), B16-F10
(murine melanoma), MRC-5 (human lung fibroblast), WT
SV40 MEF (wild-type immortalized mouse embryonic
fibroblast) and BAD KO SV40 MEF (BAD gene
knockout immortalized mouse embryonic fibroblast)
cell lines were obtained from the American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA, USA) and cultured in
RPMI-1640 medium (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD,
USA) with 10% fetal bovine serum (Life, Carlsbad, CA,
USA), 2 mM L-glutamine (Vetec Quimica Fina, Duque
de Caxias, RJ, Brazil) and 50 pg/mL gentamycin (Life,
Carlsbad, CA, USA). Adherent cells were collected by
treatment with 0.25% trypsin EDTA solution (Gibco-BRL,
Gaithersburg, MD, USA). All cell lines were cultured in
flasks at 37°C in 5% CO, and sub-cultured every 3-4 days
to maintain exponential growth. All cell lines were tested
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for mycoplasma using a mycoplasma stain kit (Sigma-
Aldrich Co., Saint Louis, MO, USA) to validate the use of
cells free from contamination.

Heparinized blood from 20-35 year-old, non-smoker
healthy donors who had not taken any drugs for at least 15
days prior to sampling was collected, and the peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated using
a ficoll density gradient in a GE Ficoll-Paque Plus (GE
Healthcare Bio-Sciences AB, Sweden). PBMCs were
washed and resuspended at a concentration of 3 x 10° cells/
mL in RPMI 1640 medium with 20% fetal bovine serum, 2
mM glutamine and 50 pg/mL gentamycin at 37°C with 5%
CO,. Concanavalin A (ConA, Sigma-Aldrich Co., Saint
Louis, MO, USA) was used as a mitogen to trigger cell
division in T-lymphocytes. ConA (10 ug/mL) was added
at the beginning of culture, and the cells were treated with
the test compounds after 24 h. Cell viability was examined
using trypan blue exclusion assay for all experiments.
Over 90% of the cells were viable at the beginning of the
culture. The Research Ethics Committee of the Oswaldo
Cruz Foundation (Salvador, Bahia, Brazil) approved the
experimental protocol (# 031019/2013). All participants
signed a written informed consent to participate in the
study.

Cytotoxic activity assay

Cell viability was quantified using the alamar blue
assay, according to Ahmed et al. [57]. Cells were inserted
in 96-well plates for all experiments (7 x 10* cells/mL
for adherent cells or 3 x 10° cells/mL for suspended cells
in 100 pL of medium). After 24 h, the complexes (in a
range of eight different concentrations from 0.19 to 25 ng/
mL) were dissolved in 0.1% of a solution containing 70%
sorbitol, 25% tween 80 and 5% water and the solution
was added to each well and incubated for 72h. Negative
controls received the vehicle that was used for diluting
the compounds tested. Doxorubicin (purity > 95%,
doxorubicin hydrochloride, Laboratory IMA S.A.I.C.,
Buenos Aires, Argentina), oxaliplatin (Sigma-Aldrich
Co., Saint Louis, MO, USA) and piplartine (purity > 98%,
Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) were used as the
positive controls. Four (for cell lines) or 24 h (for PBMCs)
before the end of incubation, 20 pL of a stock solution
(0.312 mg/mL) of the alamar blue (resazurin, Sigma-
Aldrich Co., Saint Louis, MO, USA) were added to each
well. Absorbance at 570 nm and 600 nm was measured
using the SpectraMax 190 Microplate Reader (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, EUA), and the drug effect was
quantified as the percentage of control absorbance.

3D multicellular spheroids culture

HCT116 cells were cultivated in 3D multicellular
spheroids. Briefly, 100 uL of a solution of cells (0.5 x
109 cells/mL) were inserted in 96-well plate with a cell-

repellent surface (Greiner Bio-One, Kremsmiinster,
Austria) and cultured in RPMI 1640 medium with
10% fetal bovine serum, 2 mM glutamine, 3% matrigel
(BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) and 50 pg/mL
gentamycin at 37°C with 5% CO,. Spheroids with stable
structures and diameters had formed after three days. Then,
the complexes (in a range of eight different concentrations
varying of 0.19 to 25 pug/mL) were dissolved in 0.1% of
a solution containing 70% sorbitol, 25% tween 80 and
5% water and the solution was added to each well and
incubated for 72h. Negative control received the vehicle
that was used for diluting the compounds tested. In the
end of the experiment, morphological changes were
examined by light microscopy (Olympus BX41, Tokyo,
Japan) using Image-Pro software (Media Cybernetics, Inc.
Silver Spring, USA) and the cell viability was determined
by alamar blue assay as described above.

To investigate the mechanisms involved in cytotoxic
action of the complexes, a new set of experiments was
performed. In all experiments, 2 mL of a HCT116 cell
solution (7 x 10* cells/mL) was inserted in 24-well plates
and incubated overnight to allow the cells to adhere
to the plate surface. The cells were then treated for 24
and/or 48 h with the complexes (1.25 and 2.5 uM for
complex 1 and 2.5 and 5 uM for complex 2). The negative
control was treated with the vehicle (0.1% of a solution
containing 70% sorbitol, 25% tween 80 and 5% water)
used for diluting the compounds tested. The stability of
the complexes in the vehicle (70% sorbitol, 25% tween
80 and 5% water) was evaluated, which the complexes
remained stable. Doxorubicin (1 M), oxaliplatin (3 uM)
and piplartine (10 uM) were used as the positive controls.
Cell viability was assessed using trypan blue exclusion
assay for all experiments.

Morphological analysis

To evaluate alterations in morphology, cells were
cultured under coverslip and stained with may-grunwald-
giemsa. Morphological changes were examined by light
microscopy using Image-Pro software. In addition, light
scattering features was determined by flow cytometry on
a BD LSRFortessa cytometer using the BD FACSDiva
Software (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) and
Flowjo Software 10 (Flowjo LCC, Ashland, OR, EUA).
Ten thousand events were evaluated per experiment and
cellular debris was omitted from the analysis.

Internucleosomal DNA fragmentation and cell
cycle distribution

Cells were harvested in a permeabilization solution
containing 0.1% triton X-100 (Sigma Chemical Co. St
Louis, MO, USA), 2 pg/mL propidium iodide (Sigma
Chemical Co. St Louis, MO, USA), 0.1% sodium citrate
and 100 pg/mL RNAse (Sigma Chemical Co. St Louis,
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MO, USA) and incubated in the dark for 15 min at room
temperature [58]. Finally, cell fluorescence was measured
by flow cytometry as described above.

Annexin-V/PI staining assay

For apoptosis detection, we used a FITC Annexin V
Apoptosis Detection Kit I (BD Biosciences, San Jose, CA,
EUA) and the analysis were performed according to the
manufacturer’s instructions. Briefly, the cells treated were
collected after the indicated time, washed twice with cold
saline and resuspended in 300 pL binding buffer. Then, it
was added 5 pL of Annexin V-FITC staining buffer and 5
pL of propidium iodide. The mixture was incubated in the
dark at 37°C for 15 min. Cell fluorescence was measured
by flow cytometry as described above.

The protection assay using the pan-caspase
inhibitor, Z-Val-Ala-Asp-(OMe)-Fluoromethyl Ketone
(Z-VAD(OMe)-FMK, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI,
USA), was performed. In brief, the cells were pre-treated
for 2 h with 50 uM Z-VAD(OMe)-FMK, then incubated
with the complexes in the established concentration for 48
h. The cells were then trypsinized and the FITC Annexin V
Apoptosis Detection assay and trypan blue exclusion assay
were conducted as described above.

Measurement of the mitochondrial
transmembrane potential

Mitochondrial transmembrane potential was
determined by the retention of the dye rhodamine 123
[59]. Cells were incubated with rhodamine 123 (5 pg/
mL, Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, USA) at 37 °C
for 15 min in the dark and washed with saline. The cells
were then incubated again in saline at 37 °C for 30 min
in the dark and cell fluorescence was determined by flow
cytometry as described above.

Caspase-3 activation assay

A caspase-3 colorimetric assay kit (Sigma-Aldrich
Co., Saint Louis, MO, USA) was used to investigate
caspase-3 activation on complexes-treated HCT116 cells
based on the cleavage of Asp-Glu-Val-Asp (DEVD)-
pNA and the analysis was performed according to the
manufacturer’s instructions. Briefly, cells were lysed by
incubation with cell lysis buffer on ice for 10 min and
then centrifuged. Enzyme reactions were carried out in a
96-well flat-bottom microplate. To each reaction mixture,
5 pL cell lysate was added. Absorbance at 405 nm was
measured using the SpectraMax 190 Microplate Reader
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA). The results
were expressed as specific activity (IU/mg protein) of
caspase-3.

Measurement of cellular reactive oxygen species
levels

The levels of ROS were measured according to
previously described [60] using 2',7'-dichlorofluorescin
diacetate (DCF-DA) (Sigma-Aldrich Co., Saint Louis,
MO, USA). In brief, cells were treated with the complexes
for 1 and 3 h. Then, the cells were collected, washed
with saline and resuspended in FACS tubes with saline
containing 5 uM DCF-DA for 30 min. Finally, the cells
were washed with saline and the cell fluorescence was
determined by flow cytometry as described above.

The protection assay using the antioxidant N-acetyl-
L-cysteine (NAC, Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO,
USA) or catalase (Sigma-Aldrich Co., Saint Louis,
MO, USA) was performed. In brief, the cells were pre-
treated for 1 h with 5 mM NAC or 2,000 UI catalase,
then incubated with the complexes in the established
concentration for 1 h. The cells were then trypsinized and
the ROS levels were measured as described above. In a
new set of experiments, the cells were pre-treated for 1 h
with 5 mM NAC, then incubated with the complexes in
the established concentration for 48 h. The cells were then
trypsinized and the FITC Annexin V Apoptosis Detection
assay and trypan blue exclusion assay were conducted as
described above.

Measurement of cellular superoxide anion level

Hydroethidine (Sigma-Aldrich Co., Saint Louis,
MO, USA) was used to detect cellular superoxide levels
after 1 h of treatment with the complexes [61]. The
cells were labeled with 10 uM of hydroethidine for 30
min. Finally, the cells were washed with saline and the
cell fluorescence was determined by flow cytometry as
described above.

Measurement of nitric oxide production

Nitric oxide generation was detected with DAF-FM
diacetate (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) [62]. The
cells were labeled with 3 uM of DAF-FM diacetate for 60
minutes at 37°C. Following staining cells were washed
with saline and incubated for an additional 15 minutes
at 37°C to allow for complete deesterification of the
intracellular diacatates. Then the nitric oxide radical was
measured by flow cytometry as described above.

Measurement of cellular GSH level

A quantification kit for reduced glutathione
(Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, USA) was used
to investigate cellular GSH level on complexes-treated
HCT116 cells and the analysis was performed according
to the manufacturer’s instructions. Absorbance at 405 nm
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was measured using the SpectraMax 190 Microplate
Reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA).

DNA intercalation assay

DNA intercalation was assessed by examining the
ability of the complexes to displace ethidium bromide
from calf thymus DNA (ctDNA, Sigma-Aldrich Co.,
Saint Louis, MO, USA) [63]. Sexplicate assays (100 pL)
were conducted in 96-well plates and contained 15 pg/
mL ctDNA, 1.5 uM ethidium bromide and 5, 10 and 20
UM of each complexes in saline solution. The vehicle
(0.1% of a solution containing 70% sorbitol, 25% tween
80 and 5% water) used for diluting the compounds tested
was also used as the negative control. Doxorubicin (10
uM) was used as the positive control. Fluorescence was
measured using excitation and emission wavelengths of
320 nm and 600 nm, respectively using the spectraMax
Microplate Reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
EUA).

Gene expression analysis by PCR array

HCT116 cells were plated in bottles tissue culture
(7x10* cells/mL). After 12h of incubation with the
complexes, total RNA was isolated from the cells using
the RNeasy Plus mini kit (Qiagen, Hilden, Germany)
according to the manufacturer’s instructions. The
RNA was evaluated by fluorimetry (QuBit™, Life
Technologies, Camarillo, CA, EUA). RNA reverse
transcription was performed using Superscript VILO™
(Invitrogen Corporation, Waltham, MA, USA). A 96-well
plate TagMan® Array Human Molecular Mechanisms of
Cancer (ID 4418806, Applied Biosystems™, Foster City,
CA, EUA) was used for the gene expression study by
gPCR. The reactions were conducted in the ABI ViiA7
(Applied Biosystems™, Foster City, CA, EUA). The cycle
conditions comprised 2 min at 50 °C, 20 s at 95 °C, then
40 cycles of 3 s at 95 °C and 30 s at 60 °C. The relative
quantification (RQ) of mRNA expression were calculated
by 22T method [64] using the Gene Expression Suite™
Software (Applied Biosystems™, Foster City, CA, EUA)
and the cells treated with the negative control (0.1%
of a solution containing 70% sorbitol, 25% tween 80
and 5% water) was used as calibrator. The GAPDH,
18S and HPRTI genes were used for normalization.
All experiments were performed in DNase/RNase free
conditions. The genes were considered to be upregulated
if RQ > 2, which means that the gene expression in the
compound-treated cells was at least twice that in the
negative control-treated cells. Similarly, the genes were
considered to be downregulated if RQ < 0.5, which means
that the gene expression in the compound-treated cells was
half or less than half that in the negative control-treated
cells.

Statistical analysis

Data are presented as mean + S.E.M. or IC, values
and their 95% confidence intervals (CI 95%) obtained by
nonlinear regression. Differences between experimental
groups were compared using analysis of variance
(ANOVA) followed by the Student-Newman—Keuls test
(p <0.05). All statistical analyses were performed using
GraphPad (Intuitive Software for Science, San Diego, CA,
USA).
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Novel piplartine-containing ruthenium complexes: synthesis,
cell growth inhibition, apoptosis induction and ROS production
on HCT116 cells
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Supplementary Figure 1: (A) *'P{'H} NMR spectra of the complex [RuCl,(dppb)(bipy)] after the addition of AgPF , in the
mixture acetone/water (1:9). (B) *'P{'H} NMR spectra (0 — 24 h) of complex 2 in the mixture acetone/water (1:9). The red arrow shows
the consumption of complex 2 and the yellow arrow show the resulting product.
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Supplementary Figure 2: HPLC chromatogram of complex 2, precursor [Ru(dppb)(bipy)CL,] and metal-free piplartine,
using methanol (MeOH)/water (H,0) (57/43) as mobile phase at isocratic model and the column ODS-C18 (5 mm; 250

X 4.6 mm; Shimadzu).
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Supplementary Figure 3: Effect of piplartine-containing ruthenium complexes in the morphologic analysis of HCT116
cells after 24 and 48h of incubation. (A) Cells stained with may-grunwald-giemsa and examined by light microscopy (bar = 20 pum).
Arrows indicated cells with fragmented DNA. (B) Light scattering features determined by flow cytometry. For flow cytometry analysis,
10,000 events were evaluated per experiment and cellular debris was omitted from the analysis. The negative control (CTL) was treated
with the vehicle (0.1% of a solution containing 70% sorbitol, 25% tween 80 and 5% water) used for diluting the compounds tested.

Doxorubicin (DOX, 1 uM), oxaliplatin (OXA, 3 uM) and piplartine (PL, 10 uM) were used as the positive controls. FSC: forward scatter;
SCC: side scatter.
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Supplementary Figure 4: Effect of piplartine-containing ruthenium complexes in the morphologic analysis of HCT116
cells after 24 and 48h of incubation. (A) Quantification of forward light scatter (FSC) determined by flow cytometry. (B) Quantification
of side scatter (SCC) determined by flow cytometry. Ten thousands events were evaluated per experiment and cellular debris was omitted
from the analysis. The negative control (CTL) was treated with the vehicle (0.1% of a solution containing 70% sorbitol, 25% tween 80 and
5% water) used for diluting the compounds tested. Doxorubicin (DOX, 1 uM), oxaliplatin (OXA, 3 uM) and piplartine (PL, 10 uM) were
used as the positive controls.
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Supplementary Figure S: Effect of piplartine-containing ruthenium complexes in the induction of apoptosis on
HCT116 cells determined by flow cytometry using annexin V-FITC/PI staining after 24 and 48h of incubation. The
data show the representative flow cytometry dot plots showing the percentage of cells in viable, early apoptotic, late apoptotic and necrotic
stages. The negative control (CTL) was treated with the vehicle (0.1% of a solution containing 70% sorbitol, 25% tween 80 and 5% water)
used for diluting the compounds tested. Doxorubicin (DOX, 1 uM), oxaliplatin (OXA, 3 uM) and piplartine (PL, 10 uM) were used as the
positive controls. Ten thousand events were evaluated per experiment and cellular debris was omitted from the analysis.
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Supplementary Figure 6: Effect of the pan-caspase inhibitor (Z-VAD(OMe)-FMK) in the apoptosis induced by
piplartine-containing ruthenium complexes on HCT116 cells determined by flow cytometry using annexin V-FITC/
PI staining. The data show the representative flow cytometry dot plots showing the percentage of cells in viable, early apoptotic, late
apoptotic and necrotic stages. The cells were pre-treated for 2 h with 50 uM Z-VAD(OMe)-FMK, then incubated with the complexes in
the established concentration (2.5 uM for complex 1 and 5 pM for complex 2) for 48 h. The negative control (CTL) was treated with the
vehicle (0.1% of a solution containing 70% sorbitol, 25% tween 80 and 5% water) used for diluting the compounds tested. Doxorubicin
(DOX, 1 uM), oxaliplatin (OXA, 3 pM) and piplartine (PL, 10 uM) were used as the positive controls. Ten thousand events were evaluated
per experiment and cellular debris was omitted from the analysis.
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Supplementary Table 1: Selectivity index of piplartine-containing ruthenium complexes

Cancer cells Non-cancer cells
MRC PBMC

DOX OXA PL 1 2 DOX OXA PL 1 2
HCTI116 6.5 0.3 2.7 2.0 1.1 27.0 23 53 1.1 0.6
HepG2 6.5 0.6 2.7 2.0 33 27.0 43 54 1.1 1.7
HSC-3 2.6 0.4 23 5.7 4.8 10.8 2.8 4.6 3.0 2.5
SCC-4 0.6 0.2 1.1 1.1 1.2 2.6 1.2 2.2 0.6 0.6
SCC-9 0.5 N.d 1.0 0.8 0.9 2.1 N.d 2.1 0.4 0.5
HL-60 6.5 2.2 1.3 1.0 1.4 27.0 15.7 2.6 0.5 0.7
K-562 1.3 1.3 0.9 1.0 1.1 54 9.4 1.8 0.5 0.6
B16-F10 65.0 0.6 1.6 1.2 L5 270.0 43 3.2 0.6 0.8

Data are presented the selectivity index (SI) calculated using the following formula: SI = IC, [non-cancer cells]/IC, [cancer
cells]. Cancer cells: HCT116 (human colon carcinoma); HepG2 (human hepatocellular carcinoma); HSC-3 (human oral
squamous cell carcinoma); SCC-4 (human oral squamous cell carcinoma); SCC-9 (human oral squamous cell carcinoma);
HL-60 (human promyelocytic leukemia); K-562 (human chronic myelogenous leucemia); and B16-F10 (murine
melanoma). Non-cancer cells: MRC-5 (human lung fibroblast) and PBMC (human peripheral blood mononuclear cells).
Doxorubicin (DOX), oxaliplatin (OXA) and piplartine (PL) were used as the positive controls. N.d. Not determined.

Supplementary Table 2: The effect of piplartine-containing ruthenium complexes on gene expression of HCT116 cells.

See Supplementary File 1



