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1.0. Introducéo

Complexos de metais de transicdo tém sido o principal foco de varios grupos
de pesquisa, devido ao seu potencial terapéutico e a acéo biolégica'?. Complexos a
base de ouro vem sendo utilizados ha muitas décadas para o tratamento de artrite
reumatéide, atividade antitumoral, atividade anti-HIV, malaria e bronquite
asmatica®*>678:9,

A auranofina é uma droga utilizada para a terapia artrite reumatéide desde o0s
anos 70'°. Na década de 80 observaram que a auranofina aumentou o periodo de
vida de ratos portadores de leucemia P388 em comparacdo com a cisplatina***2.
Testes citotoxicos in vitro com complexos de ouro foram realizados frentes a
linhagens murinas P815, B16 e P388 visando encontrar compostos com valores de
IC50 que pudessem ser comparados com os resultados de compostos a base de
cisplatina®.

As fluoroguinolonas sdo uma importante classe de antibidticos sintéticos com
acdo contra bactérias Gram-positiva e Gram-negativa'®. A complexacdo de metais
as fluoroquinolonas aumenta suas atividades biolégicas'®. O objetivo do presente
estudo foi avaliar a atividade citotoxica e apoptotica dos complexos de Au(lll) ligado
a fluoroquinolonas frente as linhagens de células tumorais e normais.

2.0. Material e Métodos
2.1. Linhagens celulares e manutencéao do cultivo celular

Utilizou-se as linhagens tumorais estabelecidas A20 (Linfoma murino), B16-F10
(Melanoma murino), K562 (Leucemia mieléide humana) e como células normais
(controle), utilizou a linhagem estabelecida MCR-5 (fibroblasto de pulmao humano) e
L919 (Fibroblasto de pulm&o murino). As linhagens celulares foram mantidas em
cultura a 37°C, 5% CO, em meio RPMI 1640 ou DMEM suplementado com 10% de
soro fetal bovino e antibiéticos segundo protocolo estabelecido pela American Type

Culture Collection (ATCC,Rockville, MD, EUA).
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2.2. Ensaio de viabilidade celular por Ensaio de MTT
As células foram semeadas em placas de 96 pocos. No dia seguinte,

concentracoes crescentes (0,2 a 200uM) de drogas foram adicionadas, incubando-
se a seguir por 48 horas em incubadora com 5% de CO, e a 37°C. Ao final do
periodo adiciona-se a solucdo de MTT, deixando-se em incubacédo por 5 horas, para
metabolizacdo do reagente. A solubilizacdo do reagente formazan foi feita com
SDS. A quantificacdo de densidade optica (DO) foi medida por espectrofotdmetro O
valor de ICsq foi determinada por meio da curva dose resposta utilizando o programa
estatistico GraphPad Prism 4.02 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

2.2. Citometria de fluxo: Avaliacao das fases do ciclo celular.

Células tratadas e células controle mantidas em cultura liquida foram lavadas
com tamp&o PBS com EDTA e fixadas em 1% de etanol gelado a 70%, sendo
posteriormente tratadas com RNAse por 30 minutos e em seguida coradas com
5ug/mL de solucédo corante de iodeto de propideo. ApGs o periodo de incubacao, a
intensidade da fluorescéncia foi determinada através de citometria de fluxo
quantitativa, utilizando o Citdmetro de Fluxo FACS Callibur (Becton Dickinson®, San
José, CA).

2.4. Eletroforese em gel de Agarose

Para o ensaio de extracdo de DNA em gel de agarose as células de linhagens
tumorais e normais foram incubadas com diferentes concentracdes dos compostos
em estudo por 48 h, incubados na estufa com 5% de CO, e a 37°C. As células
foram retiradas do tratamento e centrifugadas e lavadas com PBS seguindo o
protocolo de Sambrook, 2001. O DNA foi transferido para um gel de agarose, que foi
submetido a eletroforese. O DNA foi visualizado através de transiluminagéo por
ultravioleta, apds a coloracdo por brometo de etidio utilizando um sistema de
imageamento Omega® (UltraLum Inc. Claremont, CA, EUA).
2.5. Analise estatistica

Para comparacdo entre os grupos tratados e controle foi utilizado Anova
segundo um Unico critério e pds-teste Dunnet's (software GraphPad Prism V4).
Como grau de significancia de 95% (p<0.05).
3.0. Resultados
3.1. Ensaio de viabilidade celular por de MTT

Dos trés compostos a base de ouro testados AuL, AuN e AuS observou-se

que todos apresentaram atividade citotoxica significativa. O composto AuL
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apresentou uma ICso de 181uM frente a linhagem sadia L919 e 52,8uM para a
linhagem sadia MRC-5 e para a linhagem B16-F10 a ICs, foi de 28,8uM, ou seja,
quase duas vezes menor que a da MRC-5. Para as linhagens K562 e A20, a ICsx foi
de 50 e 48,9uM, respectivamente. Esses valores encontrados néo foram
estatisticamente significativos quando comparados com a linhagem sadia MRC-5, no
entanto para a linhagem L919 a ICsq foi estatisticamente significativa, visto que elas
sao trés vezes menor que o da linhagem sadia como pode ser observado na tabela
1. O AuN apresentou uma ICso de 79,2 uM para linhagem sadia L919 e ICs de
65,1uM para MRC-5. As linhagens B16-F10 e A20 apresentaram uma ICso de 26,6 e
24,9uM, respectivamente, menor que metade da concentracao inibitoria da linhagem
MRC-5 e L919. Para a linhagem K562 a ICso foi de 55uM. O composto AuS
apresentou uma ICsp 104puM para a linhagem sadia MRC-5 e um ICsy de 65,1uM
para a linhagem L919. Ja para as linhagens tumorais 0 composto apresentou uma
maior atividade inibitéria frente as linhagens B16-F10 e A20 cuja ICso sé0 45 e
48,3uM, respectivamente. Testes feitos com os ligantes isolados mostraram que eles
ndo apresentaram atividade significativa (>200 uM), mostrando que a acao deles é

intensificada na presenca do ouro.

Tabela 1 — Concentragdes inibitoria (ICso) dos compostos de ouro frente a linhagens tumorais e sadia.

Complexos ICso (UM)
MRC-5 L919 B16-F10 A20 K562
Au Levo 52,8 181 28,8 48,9 50
Au Nor 65,1 79,2 26,6 24,9 55
Au Spar 104 65,1 45 48,3 61,2

3.2. Ciclo celular

Dos trés compostos analisados no teste de MTT o mais promissor foi o AuS e
com ele realizou-se outros testes para caracterizar a acdo de mecanismo de morte
e ciclo celular do composto. No ensaio de ciclo celular da linhagem B16-F10 em 48
horas de tratamento observou-se que em geral o composto impediu que a célula
entrasse na fase de sintese e prosseguisse o0 ciclo celular em todas as
concentracdes testadas, ou seja, houve a paralisacdo da célula na fase G1, onde
observou-se o um maior percentual de células em G1 de 6%, 11% e 8% nas
concentracbes de 30, 45 e 100 uM, respectivamente, com relacdo ao controle.
Dessa forma, observa-se que a droga impede a proliferacdo das células no ciclo
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celular. Na concentracdo de 30uM, observou-se que menos de 10% das células
foram encontradas em fase de sintese e a medida em que se aumenta a
concentracdo da droga, menor a porcentagem de células em sintese. Pode-se notar
gue na concentracdo de 45 uM houve um aumento da fase G1 em comparacdo com

o controle. Os dados do ciclo celular da linhagem B16-F10 pode ser observado na

figura 2.
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Figura 2 — Analise da cinética celular da célula B16-F10 frente ao tratamento com o composto Au S
nas concentragdes de 30, 45 e 100uM.

3.3. Eletroforese em gel de agarose

Apés o tratamento com o composto AuS frente a linhagem B16-F10, pode-se
notar que ndo houve degradacédo do DNA na eletroforese em gel de agarose, nao
demonstrando o padrdo de degradacdo decorrente de apoptose (Figura 3).
observou-se a reducdo da banda de DNA nas concentraces de 30, 45 e 100 uM

guando comparado com controle negativo.

1 2 3 4 5

Figura 3 — Eletroforese em gel de agarose de DNA de células B16-F10 tratadas com o composto

AuS em comparagdo com o controle negativo. 2x10° células foram cultivadas com diferentes
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concentraces, (1) Lader , (2) Controle negativo, (3) AuS 30uM, (4) AuS 45uM e (5) AuS 100uM.

4.0. Concluséao

Nesse estudo, dentre os compostos estudados, 0 composto AuS demonstrou

uma melhor atividade citotoxica frente as células tumorais e sadia e capacidade de

parada no ciclo celular na fase G1 frente a linhagem tumoral B16-F10. No entanto, o

composto ndo demonstrou padréo de banda para apoptose no teste de eletroforese

em gel de agarose para a célula B16-F10, mostrando-se a necessidade de outros

testes para a comprovacao do mecanismo de morte celular.
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