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Estudos experimentais envolvendo a caracterização fármaco-toxicológica de novos 

fármacos são de grande importância na pesquisa inicial sobre drogas (ERDAL et al., 2005). 

Sendo assim, neste projeto um dos nossos objetivos iniciais foi avaliar os possíveis efeitos 

antineoplásicos de uma nova classe de drogas organometálicas contendo paládio como metal de 

transição, denominada paladaciclo ferroceno 1:2, utilizando para isto, a linhagem de células 

leucêmica K562 (leucemia mielóide crônica) e Jurkat (leucemia linfóide aguda) . 

Os valores de IC50% obtidos na linhagem K562 após 72 horas de tratamento com o 

composto paladaciclo foram 4,1 e 2,9 µM, nos testes de redução do MTT e exclusão por azul de 

trypan, respectivamente. Através da fragmentação de DNA observamos que o composto foi capaz 

de induzir apoptose nas células K562 e Jurkat. Aspectos morfológicos de apoptose nestas células 

também foram confirmados através da coloração de acredine orange visualizadas em 

microscopia de fluorescência nas células K562. Utilizando acredine orange, um corante que tem 

a característica de se acumular principalmente em lisossomas secundários de células tumorais, 

nós também analisamos o mecanismo bioquímico envolvido no processo de morte celular das 

células K562 induzidas pelo composto paladaciclo. Nossos resultados demonstraram que a 

expressão dos genes envolvidos no controle da apoptose (Bcl-2 e Bax) em ambas as linhagens 

celulares tratadas com o paladaciclo é similar ao controle sem tratamento. Por outro lado, o 

composto em estudo (6,0 µM) induziu a permeabilização da membrana lisossomal de células 

K562 após 5 horas de tratamento com ativação das caspases efetoras da apoptose 3 e 6. Este 

processo de ativação das caspases também foi observado após 72 horas de incubação com o 

paladaciclo. Como a catepsina B está abundantemente presente nos lisossomoas e sua liberação 

para o citosol é esperada após alterações da permeabilidade da membrana lisossomal, 

investigamos também a ativação de ambas as caspases, descritas acima, após a incubação das 
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células K562 com um inibidor de catepsina B (CA074) por 2 horas antes da exposição ao 

paladaciclo (6,0 µM). Este estudo forneceu um resultado bastante interessante, pois demonstrou 

que a ativação das caspases efetoras da morte celular programada foi prevenida, sugerindo assim 

que a catepsina B está fortemente associada ao processo apoptótico em células K562.  Sendo 

assim, podemos sugerir que o composto paladaciclo apresenta potencial antileucêmico, 

merecendo estudos adicionais que comprovem sua eficácia terapêutica.  
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Experimental studies involving the pharmaco-toxicogical properties of new drugs are of 

very importance in its initial development (ERDAL et al., 2005). In this study it was evaluated 

the possible antileukemic effects of a new organometallic class of drugs called palladacycle 

ferrocene 1:2, using the K562 and Jurkat leukaemia cell lines. 

The cell death mechanism of cytotoxicity induced by the Biphosphinic Palladacycle 

Complex (BPC) was studied using a K562 leukaemia cell line. The IC50% values obtained for 

K562 cells post 72 h of BPC were less than 5.0 µM by using MTT and trypan blue assays.  

Complex triggers apoptosis in K562 and Jurkat cells, inducing DNA fragmentation, as analysed 

through electrophoresis. Using the Acridine Orange (AO) vital staining combining fluorescence 

microscopy it was confirmed the presence these process in K562 cells. Lysosomal membrane 

permeabilization was also observed in K562 cells post 5 h of BPC, which suggests 

intralysossomal accumulation by proton-trapping, previous study, revealed that its pKa value 

ranged from 5.1 to 6.5. Caspase-3, and -6 activity induced by BPC in K562 cells was prevented 

by the cathepsin B inhibitor (CA-074). These events occurred in the presence of endogenous Bcl-

2 and Bax expression. Taken together, these data suggest a novel lysosomal pathway for BPC-

induced apoptosis, in which lysosomes are the primary target and cathepsin B acts as death 

mediator.  
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 17  

A utilização da quimioterapia é uma das principais armas na luta contra o câncer, sendo, 

portanto, um campo muito explorado nos últimos 30 anos pela comunidade científica. Apesar 

disto, o envolvimento de compostos bioinorgânicos, principalmente aqueles contendo metais, foi 

muito limitado até a demonstração da atividade anticancerígena de complexos contendo platina, 

por Rosenberg e colaboradores no final dos anos 60 (ROSENBERG e VAN CAMP, 1970). 

O sucesso na clínica do cis-[diamindicloroplatina (II)], cis-[PtCl2(NH3)2], denominado 

cisplatina, inicialmente em pacientes terminais (HIGBY, WALLACE and HOLLAND, 1973) e, 

posteriormente em tumores localizados, como no caso de câncer testicular (WALLACE and 

HIGBY, 1974), ovariano (WILTSHAW and CARR, 1974) e em combinações terapêuticas para o 

tratamento do câncer de cabeça e pescoço (KRAKOFF, 1988), bem como, o desenvolvimento de 

procedimentos clínicos (CVITKOVIC et al., 1977) e a síntese de novos compostos que diminuem 

a toxicidade renal (MARZANO et al., 2002), têm incentivado o interesse na química destes 

compostos e outros estreitamente relacionados. 

Apesar do intenso trabalho desenvolvido ao longo destes anos (BARNARD et al., 1986), 

somente poucos análogos avançaram até os testes pré-clínicos e, além da cisplatina apenas mais 

um, a carboplatina (BARNARD, CLEARE and HYDES, 1989) {Pt [C4H6 (CO2)2] [NH3]2}, 

[Diamin (1, 1-ciclobutanodicarboxilato) platina (II)], recebeu inicialmente, a aprovação para sua 

comercialização 

Deste modo, uma nova classe dos compostos organometálicos com capacidade de 

modificar algumas respostas biológicas, particularmente os paladaciclos estabilizados com 

ligantes bifosfínicos e aminoácidos, foram sintetizados e patenteados por pesquisadores da 

Universidade de Mogi das Cruzes (CAIRES, ALMEIDA e MAURO, 1999; CARES et al., 2002). 

Alguns destes compostos têm despertado grande interesse da comunidade científica, não só por 
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apresentarem estabilidade em meio biológico, mas por possuírem uma citotoxicidade 

consideravelmente menor que os compostos análogos de platina (NAVARRO-RANNINGER et 

al., 1993; ALVAREZ-VALDES et al., 2002). Segundo CAIRES et al., estes compostos são 

citotóxicos contra várias linhagens celulares, como HeLa (cólon do útero), Hep-2 (orofaringe),  

C6 (glioma cerebral). 

Estudos anteriores realizados com um derivado paladaciclo estabilizado com os ligantes 

bifosfínicos e aminoácido, denominado Paladaciclo ferroceno 1:2, demonstrado na figura 1, 

mostraram que este novo composto organometálico apresenta alta citotoxicidade para as 

linhagens leucêmicas Jurkat (leucemia linfóide aguda) e HL60 (leucemia promielocítica 

humana), obtendo valores de IC50% menores do que 3,0 µM (BINCOLETTO et al., 2004). Por 

outro lado, este mesmo composto apresentou uma citotoxicidade significativamente menor 

(IC50%4,7 µM) em células progenitoras da medula óssea de camundongos normais, demonstrando 

desta forma uma maior especificidade contra células leucêmicas (dados não publicados). 

Considerando o tempo de incubação com o composto, o qual foi de sete dias com as células 

normais e de 72 horas com as células leucêmicas, podemos sugerir uma maior citotoxicidade para 

as células malignas. Porém, as ações destes compostos sobre células normais precisam se melhor 

caracterizadas. Avaliamos também através da fragmentação de DNA o mecanismo de morte 

celular das células HL60, onde foi possível verificar que o composto paladaciclo é capaz de 

induzir a apoptose nesta linhagem celular. 

Além destes resultados, BINCOLETTO et al. (2005) também demonstraram que o 

paladaciclo ferroceno 1:2 apresenta um potencial antitumoral em animais portadores de tumor de 

Walker, onde foi observada uma maior sobrevida nos animais tratados, associada à diminuição da 

massa tumoral. Além disso, através da biópsia do fígado, rins e baço, foi verificado uma baixa 
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toxicidade sistêmica nestes animais, os quais foram tratados com uma dose única de 100 mg/kg 

por via intraperitoneal e avaliados 14 dias após este tratamento. Levando-se em consideração que 

o tumor de Walker é metastático e que a catepsina B está diretamente associada à degradação de 

componentes da matriz extracelular em processos metastáticos (PREMZL et. al., 2001; FAN et 

al., 2002), podemos sugerir que o composto em estudo apresenta atividade inibitória sobre a 

Catepsina B. Estudos in vitro, demonstrando que o paladaciclo foi capaz de inibir a catepsina B 

extracelular, suportam a hipótese descrita acima (BINCOLETTO et al.; 2005). Entretanto, não 

podemos deixar de ressaltar que estudos recentes têm demonstrado que a Catepsina B não possui 

apenas o papel de contribuir para a formação de processos metastásticos (ALMEIDA et al., 1999; 

ALMEIDA et al., 2000), como descrito anteriormente, mas também é responsável por um 

importante papel na execução do programa apoptótico em vários tipos de linhagens tumorais 

(FOGHSGAARD et al., 2001). Esta enzima precisa ser translocada do lisossoma para o citosol, 

onde degrada proteínas envolvidas na apoptose. 
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Figura 1. Estrutura química do composto Paladaciclo Ferroceno 1:2 

 

Utilizando modelo de cultura de células hematopoiéticas de longa duração de medula 

óssea (Sistema de Dexter), ROCHA et al. (2005), demonstraram que este mesmo composto foi 

capaz de inibir em concentrações mínimas (1,2 µM) a enzima conversora de angiotensina-I 

(ECA). Esta enzima integra o sistema renina-angiotensina, o qual está presente em vários tecidos, 

inclusive na medula óssea (HAZNEDAROGLU et al., 2000), sugerindo assim, que o compostos 

em estudo, em baixas concentrações, é capaz de modular outros sistemas biológicos, como por 

exemplo, a resposta hematopoiética,, através de suas ações inibitórias sobre a ECA. 

Diante do exposto, torna-se claro a necessidade de estudos farmaco-toxicológicos 

adicionais envolvendo o mecanismo do paladaciclo ferrroceno 1:2. Sendo assim, neste projeto 

um dos nossos objetivos iniciais foi avaliar os possíveis efeitos antineoplásicos deste composto, 

tão bem como investigar o mecanismo de morte celular envolvido, sobre a linhagem de células 
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leucêmicas K562 (leucemia mielóide crônica), a qual foi estabelecida de um paciente com 

leucemia mielóide crônica em fase blástica (KLEIN et al., 1976) e Jurkat (leucemia linfóide 

aguda), a qual foi estabelecida do sangue periférico de um paciente de 14 anos (SCHNEIDER et 

al., 1977). 

A linhagem celular K562 se torna muito interessante como modelo de estudo por 

expressar a proteína oncogene Bcr/abl, a qual é responsável em grande parte, pela resistência 

destas células aos protocolos de quimioterapia antineoplásica (COOPER, 2001; MARTINS et al., 

1997). Geralmente células K562 são resistentes a todos os quimioterápicos convencionais nas 

primeiras 24 horas, em estudos in vitro (MARTINS et al., 1997) 

A proteína oncogene Bcr/abl origina-se da translocação entre os braços longos dos 

cromossomos 9 e 22, resultando em um cromossomo 22 encurtado, denominado cromossomo 

Philadelphia (NOWELL et al., 1960; ROWLEY, 1973; MES-MASSON et al., 1986), como 

mostra a figura 2. Nessa translocação os primeiros exons do gene c-bcr, localizado no 

cromossomo 22, são fundidos aos exons 2-11 do gene c-abl, oriundo do cromossomo 9. Assim 

como as outras translocações envolvendo c-abl, a proteína  Bcr-abl, apresenta intensa atividade 

de tirosina-quinase, limitando desta forma, a eficácia de muitos quimioterápicos que tentam 

induzir a apoptose nos tratamentos da leucemia mielóide crônica (BEDI et al., 1995). Além disso, 

a expressão de Bcr-Abl é suficiente para transformar células hematopoiéticas em células 

leucêmicas (DALEY et al., 1988).  
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Figura 2. O oncogene abl é translocado do cromossomo 9 para o cromossomo 22, formando o 

cromossomo Philadelphia nas leucemias mielogênicas crônicas. O mRNA Bcr/abl  é traduzido 

para produzir uma proteína de fusão recombinante Bcr/Abl (COOPER, G., A célula, 2° ed., 

Artmed  Editora LTDA, 2001). 

 

Utilizando inicialmente esta linhagem celular é que muitos alvos foram identificados e 

novas drogas foram desenvolvidas, a exemplo do mesilato de imitanibe (Gleevec®), o qual atua 

especificamente sobre a proteína oncogene Bcr/abl, revolucionando assim, o tratamento da 

leucemia mielóide crônica (COOPER, 2001; ZHELEV et al., 2004). 

Sendo assim, o estudo da participação de modulação de expressão gênica tem merecido 

bastante atenção da comunidade científica, uma vez que está bem documentado na literatura que 
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os oncogenes participam ativamente no desenvolvimento tumoral, pois suas molélulas protéicas 

participam diretamente no controle da proliferação, diferenciação e/ou morte celular. Desta 

forma, um aspecto importante que avaliamos nas linhagens K562 e Jurkat, foram os efeitos do 

composto paladaciclo ferroceno 1:2 sobre a expressão de genes que controlam a morte celular 

programada (apoptose) como Bcl-2, o qual inibe este processo, impedindo a liberação do 

citocromo c, quando altamente expresso (KOSHIDA et al., 1997; KLUCK et al., 1997), e Bax, 

cuja elevada expressão facilita a liberação do citocromo c com ativação das caspases efetoras da 

apoptose (PASTORINO et al., 1998). O citocromo c, uma proteína que está presente no espaço 

intramembranoso, quando deslocado para o citosol, ativa uma protease apoptótica denominada 

fator 1. O novo complexo, chamado apoptosoma (ACEHAN et asl.,  2002), pode então ativar a 

caspase 9, a qual é responsável pela execução da apoptose (CHANDRA, SAMAMLI and 

ORRENIUS, 2000; CAI, YANG and JONES, 1998; ZOU et al., 1997; LI et al., 1997). A figura 3 

demonstra resumidamente este processo.  

O estudo da apoptose celular dentro da área oncológica é de grande importância, pois 

alterações neste processo programado de morte celular estão relacionadas à resistência à 

quimioterapia. 
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Figura 3. O balanço Bcl-2/Bax está diretamente relacionado com o processo apoptótico. A 

diminuição da expressão de Bcl-2 com aumento da expressão de Bax facilita a liberação do 

citocromo c para o citosol onde ocorre então a ativação da cascata de ativação das caspases e 

finalmente a execução da apoptose celular  (COOPER, G., A célula, 2° ed., Artmed  Editora 

LTDA, 2001 

A apoptose é um processo muito bem controlado e programado que pode ser induzido 

tanto em condições fisiológicas quanto patofisiológicas, e é caracterizado por fenômenos 

específicos como, por exemplo, condensação da cromatina, fragmentação do DNA e morte 

celular (SQUIER, SEHNERT and COHEN, 1995; HAIDARA et al., 2002). Já, a necrose é um 

processo acidental com resultados de lesões sérias ou agudas incluindo anóxia, hipóxia, isquemia, 

exposição a metabólitos tóxicos, trauma direto na célula e ou desintegração da membrana 
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citopalsmática (SCHWARTZMAN et al., 1993; KROEMER et al., 1998). Estes eventos podem 

ser rapidamente visualizadas na figura 4.  

 

Figura 4. Verifique que no processo de necrose ocorre a degradação da membrana celular com 

extravasamento do conteúdo citoplasmático e morte celular. Por outro lado, a apoptose é um 

processo gradual onde há conservação da membrana plasmática com fragmentação nuclear e 

formação de corpos apoptóticos, os quais são removidos silenciosamente por células fagocíticas 

(www.bioagency.com.br, capturado em 10/07/06)  

 

As alterações celulares ocorridas no processo apoptótico são controladas em parte, por 

proto-oncogenes e genes supressores de tumor (COOPER et al., 2001). No caso do proto-
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oncogene Bcl-2, uma proteína da membrana mitocondrial que tem como principal função a 

inibição da apoptose celular (HOCKENBERY et al., 1991;  KORSMEYER, 1992 e KROEMER, 

1997), seu estudo estudo torna-se fundamental, uma vez que sua contínua ativação parece exercer 

um papel direto na patogênese das leucemias agudas (MAUNG et al., 1994, BINCOLETTO et 

al., 1998). Neste sentido, BINCOLETTO et al. 1998 demonstraram que a elevada expressão do 

proto-oncogene Bcl-2 e a presença de autoproliferação celular estão associados a uma menor 

sobrevida de pacientes leucêmicos, indicando que a avaliação da expressão do Bcl-2 em células 

indiferenciadas constitui um marcador de morte celular. Vários estudos evidenciam diversas 

maneiras de Bcl-2 em bloquear a apoptose, incluindo inibição da mobiliação de cálcio, ação 

antioxidante através de alterações nos níveis de glutationa e ativação de caspases efetoras e 

executoras da apoptose (VOEHRINGER, 1999; REED, 1998). Recentemente, DAI et al., (2004) 

reportou que Bcl-2 quando colabora com bcr/abl promove um tumor mais agressivo. Entretanto, 

um aumento na expressão de Bcl-2 foi observado em células K562 resistentes ao mesilato de 

imatinibe com uma diminuição da expressão de Bcr/Abl (DONATO et al., 2001), porém, este 

fenômeno ainda está sendo investigado. 

A apoptose ainda pode ser mediada também pelos membros da família de receptores de 

morte, como fator de necrose tumoral , Fas e TRAIL. Estes receptores uma vez ativados por  seus 

ligantes naturais TNF , FasL e TRAIL, respectivamente, ativam as caspases efetoras e 

executoras, induzindo assim a apoptose (SPRICK et al., 2000). 

Outro fenômeno importante, a transição da permeabilidade mitocondrial (TPM), foi 

caracterizada por HUNTER et al., 1976 como uma permeabilização reversível da membrana 

mitocondrial induzida pelo cálcio (Ca2+) (BERNARDI, 1996; ZORATTI and SZABO, 1995). A 

lista de agentes que promovem o início da MPT é longa (GUNTER and PFEIFFER, 1990). 
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Notavelmente, o Ca2+, quando transportado para o interior da mitocôndria; fosfato inorgânico, 

espécies reativas de oxigênio (ROS) e uma variedade de substâncias oxidantes, induzem o início 

da MPT e subseqüente morte celular. Com a MPT, há a liberação do citocromo c, ativação da 

caspase 9 e 3, e conseqüente apoptose, conforme descrito anteriormente. Entretanto, o MPT causa 

ambos os processos, apoptose e necrose, com um único fator determinante para o tipo de morte 

celular. A apoptose requer adenosina tri-fosfato (ATP) (EGUCHI, SHIMIZU and TSUJIMOTO, 

1997;  LEIST, et al., 1997), porém com a diminuição dos níveis de ATP durante o processo, há 

formação de necrose secundária, freqüentemente associada com apoptose, conforme demonstrado 

na figura 5. O fenômeno envolvido na transição da permeabilidade mitocondrial, o qual pode 

resultar em apoptose ou necrose pode ser chamado de necrapoptose. O novo termo necrapoptose, 

parece um processo que se inicia com comuns sinais de morte  ou estresse tóxico, porém culmina 

em lise celular (morte celular por necrose) ou morte celular programada (apoptose), dependendo 

de fatores modificantes (LEMASTERS et al, 1999).  Com a MPT, muitas proteínas 

mitocondriais, incluindo o citocromo c, podem desencader a apoptose. A MPT pode ainda ser 

acompanhada pela geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) (GREEN and REED, 1998). 
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Figura 5.  Papel do ATP na determinação da morte celular apoptótica ou necrótica 

(LEMASTERS, J., 1999)  

 

 ROS incluem moléculas como oxigênio, radicais livres, superóxidos, e peróxidos 

hidrogenados. ROS são continuamente produzidos como produtos da cadeia respiratória 

mitocondrial em células saudáveis. Estima-se que 2% do oxigênio consumido pela mitocôndria 

são convertidos à ROS (YU et al., 2006).    A geração de ROS tem sido demonstrada como 

causa de vários tipos de morte celular  (LAURENT et al., 2005; VALENCIA et al., 2004), 

entretanto seu papel na morte celular autofágica ainda não foi bem determinado. 

Recentemente, importância crescente está sendo atribuída à participação dos lisossomas 

no processo de morte celular programada. Por muitos anos, a literatura científica mencionava os 

lisossomas apenas como importantes organelas envolvidas na morte celular autofágica e 

necrótica, tendo como único papel na apoptose a digestão dos corpos apoptóticos (FERRI and 

KROEMER, 2001; LEIST and JAATTELA, 2001). Atualmente sua participação na indução da 

apoptose é já um fato confirmado cientificamente (GUICCIARDI et al., 2004). Na verdade, a 
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ruptura ou a parcial permeabilização da membrana lisossomal com subseqüente liberação de 

enzimas proteolíticas para o citosol, tem uma ativa contribuição para a iniciação e execução do 

programa apoptótico, têm sido recentemente descrito em vários modelos de apoptose. Este 

fenômeno está sendo largamente reconhecido, e a “apoptose via lisossomal” é agora seguramente 

aceita.  O principal fator para determinação do tipo de morte celular (necrose ou apoptose) 

mediada pelas enzimas lisossomais parece estar relacionado com a permeabilização lisossomal, e 

conseqüentemente, a quantidade de enzimas proteolíticas lançadas para o citosol (LI te al., 2000). 

A completa ruptura desta organela e a liberação de uma alta concentração de enzimas lisossomais 

para o citosol resultam em necrose, já uma parcial permeabilização da membrana lisossomal pode 

levar a apoptose (BURSCH, 2001; TURK et al., 2002). Uma grande variedade de estímulos de 

morte pode desencadear uma parcial permeabilização da membrana lisossomal 

(FEHRENBACHER and JÄÄTTELÄ, 2005; GUICCIARDI et al., 2005). 

Segundo GIUCCIARDI et al (2004), a permeabilização da membrana lisossomal com 

conseqüente indução de apoptose, pode ser desencadeada por drogas com características 

lisossomotrópicas.  Estudos realizados em paralelo ao desenvolvimento deste projeto 

demonstraram que o paladaciclo ferroceno 1:2 possui uma constante de dissociação (pKa) de 

aproximadamente 5,1 – 6,5 (BARBOSA et al.; 2006), conforme figura 6, e quando em contato 

com pH ácido, ele adquiri caráter básico por ser capaz de receber prótons, sugerindo que estas 

características estão presentes na molécula deste composto. Entretanto, o mecanismo exato pelo 

qual o lisossoma está envolvido na apoptose ainda é vastamente desconhecido, e atualmente está 

sendo intensamente investigado. 
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Figura 6. Determinação do pKa do composto paladaciclo ferroceno 1:2, o qual foi estimado em 

5,1 – 6,5, sugerindo características lisossomotrópicas com conseqüente aprisionamento iônico 

(BAROBOSA et. al., 2006). 

 

Diante do exposto, este trabalho teve como enfoque central avaliar o potencial 

antileucêmico do composto citado acima e identificar os possíveis mecanismos moleculares e 

bioquímicos envolvidos neste processo. Para a realização deste estudo foi utilizada a linhagem de 

leucemia mielogênica crônica K562, a qual expressa a proteína oncogene Bcr/abl e a linhagem de 

leucemia linfóide aguda Jurkat. A linhagem leucêmica K562 foi escolhida, como citado 

anteriormente, uma vez que estas células apresentam grande resistência aos quimioterápicos 

convencionais e, além disso, a leucemia mielódie crônica acomete mais de 4.500 mil pessoas 

anualmente só nos Estados Unidos da América (MOW et al., 2001),   deixando claro a 

necessidade de desenvolvimento de novas drogas para o seu tratamento.   
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                                      2. OBJETIVOS 
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Objetivos gerais:   

Neste trabalho, um dos nossos objetivos iniciais foi avaliar os possíveis efeitos 

antineoplásicos do composto paladaciclo ferroceno 1:2, através do estudo do mecanismo de 

morte celular envolvida, sobre as linhagens de células leucêmicas K562 (leucemia mielóide 

crônica) e Jurkat (leucemia linfóide aguda). 

 

Objetivos específicos: 

Em células de leucemia mielóide crônica (K562) 

- Citotoxicidade através da técnica de exclusão por Azul de Trypan e teste de redução 

do MTT a cristais de formazan . 

- Expressão dos proto-oncogenes Bcl-2 e Bax pela técnica de Reação em cadeia da 

polimerase por transcrição reversa (RT-PCR). 

- Capacidade de indução de apoptose através da técnica de fragmentação de DNA e 

coloração nuclear e citoplasmática com acridine orange e revelação por microscopia 

de fluorescência, 

- Ativação das caspases 3 e 6 utilizando kits de proteases colorimétricos (R & D 

Biosystems).  

- Permeabilização da membrana lisossomal com conseqüente liberação das catepsinas 

para o citoplasma através de microscopia confocal a laser. 

Em células de leucemia linfóide aguda (Jurkat) 

- Expressão do proto-oncogene Bcl-2 através da técnica de imunocitoquímica (método 

de fosfatase alcalina, anti-fosfatase – APAAP) 

- Capacidade de indução de apoptose através da técnica de fragmentação de DNA 
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                               3.  MATERIAL E MÉTODOS 
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3.1.   Paladaciclo ferroceno 1:2: 

 

 O complexo paladaciclo ferroceno 1:2 foi sintetizado pelo Prof. Dr. Antônio Carlos 

Fávero Caires do Centro Interdisciplinar de Investigação Bioquímica (CIIB) da Universidade de 

Mogi das Cruzes (Brazilian Patent – PI 0204160) (CAIRES et al.; 2002; BINCOLETTO et al.; 

2005). 

 

3.2. Manutenção das células K562 e Jurkat 

  

As células K-562 e Jurkat foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro, sob 

coordenação do Prof. Dr. Radovan Borojevic e foram mantidas em meio RPMI 1640 (Sigma-

Aldrich) suplementado com 10% de soro bovino fetal (Sigma-Aldrich) e 2 mM de L-glutamina 

(Sigma-Aldrich).  Semanalmente estas células foram expandidas para a realização de 

experimentos e congelamento. 

 

3.3.   Avaliação da citotoxicidade basal através dos métodos de redução do MTT e 

técnica de exclusão por Azul de trypan. 

 

 - Teste de redução do MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] a 

cristais de  Formazan: 

  

O teste de redução MTT [3-(4,5, dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazolium bromide] 

é usado com grande sucesso para estimar o número de células viáveis em um “screening” inicial 
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para novas drogas (TRUTER, SANTOS and ELS, 2001). Este teste é amplamente usado para 

avaliar a proliferação e viabilidade celular. Sua interpretação serve de indicativo da atividade 

metabólica celular, e o local de ocorrência das reações redox inclui tanto mitocôndrias como o 

citosol (TAKAHASHI et al.; 2002). A redução do sal de MTT a cristais de fornazan pela enzima 

succinato-desidrogenase resulta em cristais azuis insolúveis. A intensidade da coloração é 

utilizada para medir a atividade mitocondrial e conseqüentemente a viabilidade celular 

(SCUDIERO, SHOEMAKER and PAULL, 1988). 

 Protocolo: Células da linhagem K562 foram centrifugadas e ressuspendidas em meio 

RPMI 1640, contadas em câmara hemacitométrica e a concentração de células ajustadas para 3 x 

105 células/well. A seguir, concentrações seriadas do Paladaciclo ferroceno 1:2 foram 

adicionadas em cada well. A placa foi então incubada em estufa úmida com 5% de CO2 a 37oC 

por 72 horas. Após 72 horas, 10 µL da solução MTT (5 mg/ml) foram adicionados em cada well. 

Após 4 horas, o pellet formado pelos cristais de formazan no fundo da placa foi dissolvido com 

100 µL de isopropanol ácido. A densidade óptica foi medida através do leitor de microplaca 

(Biotek) em 630 nm. Foram realizados três testes independentes em triplicata. A percentagem de 

sobrevivência celular na presença dos compostos em estudo foi calculada da seguinte maneira: 

% Células viáveis = Absorbância por well (com droga)         x 100  

                                 Absorbância do controle (sem droga) 

 

- Viabilidade celular através do método de exclusão com  Azul de Trypan: 

  

O Azul de Trypan é amplamente empregado em pesquisas para avaliar a viabilidade 

celular (BOSCHERT et al.; 2002; PINSKI et al.; 2002). Em células normais, este corante é capaz 



  

 36  

de atravessar suas membranas, sendo expulso em seguida para o meio extracelular. Porém, 

células em processo de morte celular programada não conseguem expulsar o corante para o meio 

extracelular, mantendo assim a cor azul. Portanto, as células que apresentarem coloração azul 

após a incubação com compostos paladaciclos, podem ser consideradas inviáveis (GAIL et al; 

2000). 

Protocolo: Após incubação das células K562 (1 x 105 células/mL) com várias 

concentrações do Paladaciclo ferroceno 1:2 por 72 horas, as células foram centrifugadas e 

ressuspendidas em meio RPMI 1640. Após isso, as células foram diluídas (1:10) em corante de 

Azul de Trypan e a contagem das células inviáveis foi realizada em câmara hemocitométrica 

utilizando microscópio óptico 400 X (Zeiss). 

 

3.4.   Avaliação da apoptose celular através do aspecto morfológico em microscopia 

de fluorescência após marcação com acridine orange e fragmentação de DNA.  

 

3.4.1. Fragmentação de DNA 

Protocolo: Após a incubação das células K562 e Jurkat com diferentes concentrações do 

Paladaciclo ferroceno 1:2 por 72 horas a 37oC, em estufa úmida com 5% de CO2 no ar, estas 

foram removidas e lavadas 3 vezes em meio RPMI. Após isto, as células foram incubadas 

overnight em banho-maria a 65oC, com tampão STE, SDS e proteinase K. No dia seguinte foram 

incubadas com RNAse em banho-maria a 37oC por 1 hora. Para purificação do DNA, as amostras 

foram centrifugadas por 10 minutos a 13400rpm com fenol e clorofórmio isoamílico.  O 

sobrenadante foi transferido para novos tubos e esta reação foi repetida. A seguir, foi adicionado 

acetato de sódio e etanol 100% gelado e deixado em freezer –70oC por meia hora. Após isto, a 
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reação foi centrifugada enxaguada com etanol 70%. Após 2 dias em geladeira com Tris EDTA, 

foi realizada a eletroforese em gel de agarose a 1,5%. Após coloração com brometo etídeo o 

DNA foi visualizado sob luz ultra-violeta.  

 

3.4.2. Avaliação da apoptose celular através do aspecto morfológico em microscopia de 

fluorescência após marcação com acridine orange em células leucêmicas K562 

O corante acredine orange associado à microscopia de fluorescência também foi utilizado 

para visualizarmos as características das células apoptóticas. Acredine orange é um intercalante 

específico de ácidos nucléicos, fluorocromo, cujo emite fluorescência verde quando se encontra 

incorporado do DNA (MISHEL et al., 1980; MPOKE and WOLFE, 1977). Visualizando por 

microscopia fluorescente, células viáveis apresentam seu núcleo verde fluroescente com sua 

estrutura intacta, enquanto as células apoptóticos apresentam seu núcleo verde fluorescente 

intenso devido a condensação da cromatina com conseqüente maior incorporação co corante. 

Para este experimento, 1µL da solução estoque contendo 100µg/mL do corante acredine orange 

foi adicionada em 25µL de células K562 (3 x 105 células/mL) em suspensão e em seguida 

visualizadas em microscopia fluorescente (520nm – 560nm). 

 

3.5.            Expressão de Bcl-2 e Bax através da reação em cadeia da polimerase por 

transcrição reversa (RT-PCR): 

 

Protocolo: A linhagem leucêmica K562 foi mantida em meio RPMI- 1640 (Cultilab) e 

repicada semanalmente para congelamento e avaliação da expressão e transcrição de Bcl-2 e Bax. 

Para a realização dos experimentos, as células K562 foram centrifugadas (10 min. – 1500 rpm) e 
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a seguir incubadas com diferentes concentrações do composto Paladaciclo ferroceno 1:2. Após 

72 horas de incubação, as células foram removidas da estufa, lavadas (3x) em meio RPMI 1640, e 

por fim ressuspendidas em 1mL de TrizolTM Gibco BRL. 

 

  

3.5.1. Purificação de RNA 

  

Em seguida, adicionamos 200µL de clorofórmio, agitamos vigorosamente por 15 

segundos, seguido de repouso por 2-3 minutos para separar a fase aquosa que contém o RNA. Em 

seguida, centrifugamos por 15 minutos a 14000g, recolhemos a fase aquosa, transferimos para 

outro tubo, adicionamos 500µL de álcool isopropílico e deixamos em repouso por 10 minutos 

para precipitação do RNA, e após este tempo, centrifugamos por 10 minutos a 14000g, 

descartamos o sobrenadante e lavamos o pellet em 1mL de etanol 75%. Por fim, centrifugamos 

por 10min. a 14000g, descartamos o sobrenadante, deixamos secar bem o pellet e, finalmente 

ressuspendemos em água DEPEC. Por espectofotometria, a 260nm, foi quantificado o RNA total. 

 

3.5.2. Síntese de cDNA 

  

 Os cDNAs foram preparados a partir da metodologia descrita por EHLERS & SMITH 

(1991) e, para tal finalidade, utilizamos 1µg de RNA total. Resumidamente, realizamos a reação 

em tampão Tris-HCL (50mM; pH 8,3), 40mM KCl, 6mM MgCl2, 1mM dNTP, 60g random 

primer, 40U inibidor de RNAse, 400U de MLV (transcriptase reversa) (Invitrogen) e água 

DEPEC. O anelamento com o primer foi realizado a 65°C por 10 minutos e, a síntese 
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propriamente dita, ocorreu a 37°C por 60 minutos. Ao final, elevamos a temperatura até 95°C, 

por 5 minutos. As amostras foram armazenadas a -20°C. 

 

3.5.3. Reação de polimerase em cadeia (PCR) 

  

A reação de amplificação de fragmentos específicos de c-DNA foi feita pela metodologia 

do PCR. Foram utilizados primers murinos para β–actina, Bcl-2 e Bax. A reação de PCR 

consistiu em: tampão de PCR 10x, 1,5mM MgCl2, 200µM dNTP, 200nM primers, 2,5 µL da 

amostra de cDNA e 1U Taq DNA polimerase (Invitrogen).  Os produtos de amplificação foram 

analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5% em TBE 0,5x. Após a eletroforese, o gel foi 

incubado em solução de brometo de etídeo por 10 minutos, em seguida, colocado em água 

corrente por 5 minutos para remover o excesso de brometo e finalmente analisado por 

transluminação (ultravioleta). 

 

Condições do PCR: 

 

Bcl-2 – 319 pb: 5 min. 94oC para denaturação; 30 ciclos: 94oC 1 min; 56oC 1min; 72oC 1 min e 

final de 72oC por 10 min. 

Bcl-2 primer 5´- 5´- GGACAACATCGCCCTGTG – 3´ 

Bcl-2 primer 3´- 5´- AGTCTT+CAGAGACAGCCAGGA – 3´ (OSORIO et al., 1997) 

Bax – 488 pb: 5 min. 94oC para denaturação; 30 ciclos: 94oC 1 min; 55oC 2 min; 72oC 3 min. e 

final de 72oC por 10 min. 

Bax primer 5´- 5´- TCTGGATCACCTTCTGCTGG-3´ 
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Bax primer 3´- 5´- GATTGCTCAGGACATTTCTG – 3´ (OSORIO et al., 1997) 

Beta-actina  - 540 pb: 5 min. 94oC para denaturação; 30 ciclos: 94oC 1 min; 65oC 1 min; 72oC 1 

min e final de 72oC por 10 min.  

Beta-actina primer – 5´- GTGGGCCGCTCTAGGCACCA – 3´ 

Beta-actina primer – 5´CTCTTTGATGTCACGCACGATTTC – 3´ (ALONSO et al., 1986) 

 

3.6.   Avaliação da expressão do gene Bcl-2 através da técnica imunocitoquímica 

(método de fosfatase alcalina, anti-fosfatase – APAAP) em células Jurkat 

 

  O princípio de todos os métodos imunocitoquímicos ou imunohistoquímicos é a 

identificação de antígenos celulares ou teciduais por uma reação antígeno-anticorpo “in situ”, 

visualizadas por moléculas reveladoras, tais como fluorocromos, enzimas e partículas de ouro 

coloidal ou pelos vários sistemas de detecção. 

  Protocolo: Incubamos as células Jurkat com várias concentrações do composto 

Paladaciclo ferroceno 1:2 (1,1; 2,3; 3,5; 4,7 e 5,9 µM) por 72horas a 37° C, em estufa úmida com 

5% de Co2 no ar. As células foram incubadas com 80% de meio RPMI e 20% de soro fetal 

bovino. 

  Após este período, as células foram centrifugadas a uma temperatura de 20°C, 1500rpm 

por 10 min; e ressuspendidas em meio RPMI. Logo a seguir, as células foram diluídas (1/10) em 

Azul de Trypan e a contagem das células viáveis e inviáveis foram realizadas em câmara 

hemocitométrica. 

  Após isto, o citospin foi realizado colocando-se 90L em cada suporte de filtro citológico e 

centrifugando-se (5min – 800rpm). No dia seguinte, as lâminas foram fixadas em acetona gelada 
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por 10 min e hidratadas com tampão TBS. As ligações inespecíficas foram bloqueadas com soro 

suíno por 20min. A seguir, as lâminas foram incubadas com anticorpo primário (Bcl-2) por 2 

horas, anticorpo biotinilado por 45min e complexo ABC por 45min. Logo após, foi realizada a 

coloração com substrato cromógeno fast red. A contracoloração foi efetuada com Hematoxicilia 

de Mayer e água amoniacal por alguns segundos. As lâminas foram montadas com glicerol para 

leitura em microscopia óptica. Foi determinada a intensidade da expressão do proto-oncogene 

Bcl-2 através da comparação entre controle e células  tratadas (MAUNG et al., 1994). 

 

3.7.   Avaliação da permeabilidade da membrana lisossomal através de 

microscopoia confocal a laser em células K562 

 

A presença de grupos hidrofóbicos tão bem como o grupo amina na estrutura do composto 

Paladaciclo ferroceno 1:2 (figura 1 ), sugere que esta molécula tem propriedades 

lisossomotrópicas. A molécula deste composto, em pH ácido lisossomal , pode se acumular  no 

interior do lisossoma, induzindo uma ruptura da membrana lisossomal e apoptose. Para observar 

as propriedades lisossomotrópicas no novo composto Paladaciclo ferroceno 12, utilizamos o 

corante acridine orange e para isto nos baseamos em métodos já demonstrados na literatura 

(OLSSON et al., 1989; RUNDQUIST. et al., 1984; ZDOLZEK et al., 1999). Acridine orange  

apresenta a característica de se acumular em aparatus vacuolares ácidos, principalmente nos 

lisossomas secundários. Acridine orange é um corante metacromático, que quando excitado com 

luz azul de 488 nm, apresenta emissão de cor vermelha nos lisossomos, em elevada concentração, 

e também emite na cor verde, em baixa concentração, (no citosol e núcleo celular). A ruptura 
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inicial do lisossoma pode ser monitorads pelo aumento da emissão da fluorescência verde, e a 

diminuição da fluorescência vermelha (BRUNK and SVENSSON, 1999; ANTUNES et al., 2001) 

 Para a realização dos experimentos, as células K562 foram incubadas com 5µg/mL de 

AO, por 15min a 37°C e 5% de CO2 no ar. Após isto, as células foram lavadas com meio RPMI 

1640 e incubadas com  6.0 µM do composto Paladaciclo por 5 horas a 37°C com 5% de CO2 no 

ar.  Os sinais fluorescentes do corante acredine orange foram analisados em microscopia 

confocal a laser (510nm), modelo Zeiss LSM  (Jena, Germany). 

 

3.8.   Determinação da ativação das caspases 3 e 6 através de kits de proteases 

colorimétricos (R & D Biosystems) em células K562.  

 

As medidas da atividade de caspase foram realizadas usando kits colorimétricos de 

protease (R&D Systems. USA) de acordo com as especificações do fabricante. O experimento de 

atividade da caspase é baseado na detecção do cromóforo p-nitroanilina (pNA) liberado após 

hidrólise  dos substratos cromogênicos X-pNA. Onde X, DEVD e VEID, é a seqüência de 

aminoácidos reconhecida pela caspase-3 e –6, respectivamente. Para os experimentos, as células 

K562 foram incubados com o paladaciclo por 5 e 72 horas nas concentrações de 1,2. 3,6. e 6,0 

µM.. Cerca de 2x106 células foram coletadas por centrifugação e lisadas por congelamento e 

descongelamento. A concentração de proteína do lisado celular foi determinada por kits de 

dosagem de proteína da Bio-Rad (método de Bradford). Foram incubadas 200µg de proteína do 

lisado celular com o substrato cromogênico X-pNA 4 mM a 37ºC em microplacas num volume 

final de 150µL. O aumento na atividade de caspase foi determinado por medida de absorbância a 

405 nm, comparando os resultados com os níveis do controle não tratado com paladaciclo. 
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 Em paralelo, avaliamos também a atividade das caspases 3 e 6 após a incubação das 

células com o inibidor de catepsina B (CA-074), uma vez que esta enzima representa 80% de 

todas as catepsinas existentes no lisossoma. Desta forma, fizemos uma pré-incubação das células 

K562 com o inibidor da Catepsina B, o CA-074 (5,0 µM) por 2 horas antes de adicionarmos o 

composto paladaciclo (6,0 µM). A seguir a este procedimento, a atividade das caspases 3 e 6 foi 

novamente avaliada conforme descrito acima.  

 

3.9.   Análises estatísticas 

 

Para cada ensaio foram realizados experimentos em triplicata.  Utilizamos o modelo de 

Análise de Variância (ANOVA).  As múltiplas comparações entre os grupos foram avaliadas pelo 

teste posterior de Tukey. Diferenças foram consideradas significativas quando o valor de P foi 

menor que 0,05. Os resultados foram expressos em porcentagem em relação ao controle. O 

programa que foi utilizado para determinarmos o valor do IC50% (concentração que inibiu 50% da 

viabilidade) foi o “Origin”. 
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                                            4.  RESULTADOS 
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Avaliação da citotoxicidade do composto paladaciclo ferroceno 1:2 em células 

leucêmicas K-562, pelo teste de exclusão com azul de trypan e através do método de 

redução do MTT-tetrazolium [3-(4,5-dimetiazol-2il-2,5-brometo de difeniltetrazólio)]: 

 

A avaliação do número de células viáveis para o estudo da atividade citotóxica de novas 

drogas é freqüentemente aplicada no ensaio preliminar envolvendo a caracterização da atividade 

anticancerígena de novas drogas. A diminuição do número de células pode ocorrer devido à 

inibição da proliferação celular ou ainda em decorrência do processo de morte celular (indução 

de apoptose ou necrose) (ERDAL et al., 2005).  

Os testes de redução do MTT à formazan  e exclusão por azul de trypan nos permitiram 

observar a citotoxicidade do composto Paladaciclo na linhagem celular leucêmica K562.  

Podemos observar através da figura 7, que o composto foi capaz de inibir 50%  da viabilidade 

celular nas concentrações de 4,1 e 2,9 µM, respectivamente. Desta forma, este composto 

demonstrou ser ativo em doses mínimas para esta linhagem celular. Os resultados estão expressos 

em porcentagem em relação ao controle.  
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Figura 7 : Efeitos citotóxicos do composto Paladaciclo ferroceno 1:2 sobre a linhagem de células 

leucêmicas K562. As células K562 foram incubadas por 72 horas com diferentes concentrações do 

composto Paladaciclo (1,18; 3,52; 5,92; 8,85; 11,8 e 17,7 µM). Os experimentos foram realizados 

em triplicata. As barras representam o desvio padrão. Foram obtidos IC50% 2,9 e 4,1 µM no teste de 

exclusão por Azul de Trypan e método de redução do MTT, respectivamente.   
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            Avaliação da apoptose celular através do aspecto morfológico em microscopia 

fluorescente e fragmentação nuclear das células leucêmicas tratadas com o paladaciclo 

ferroceno 1:2 

 

 Por meio do teste de fragmentação de DNA observamos que em doses mínimas, este 

composto foi capaz de induzir a apoptose nas células K562 e Jurkat. Conforme verificamos na 

figura 8 A, em todas as concentrações testadas (1,2; 3,6 e 6 µM) nas células K562, ocorreu a 

clássica característica de fragmentação de DNA, após 72 horas de tratamento .  Nas células Jurkat 

o resultado foi similar, ocorrendo a fragmentação de DNA já na concentração de 3,6 µM, 

conforme podemos observar através da figura 8 B. 

Nas células K562, a ocorrência de apoptose foi também confirmada através da avaliação 

morfológica após incubação com o corante acredine orange, onde podemos observar claramente 

a presença de características específicas do processo de apoptose, como condensação da 

cromatina, a qual está expressa pelas áreas de fluorescência verde intensa. Além disso, ainda há 

formação de corpos apoptóticos, específicos do processo (figura 8 C).  

Estes resultados sugerem que a citotoxicidade induzida pelo composto paladaciclo nas 

células leucêmicas K562 e Jurkat é mediada por um processo apoptótico. A diminuição da 

viabilidade celular demonstrada no teste de exclusão por azul de trypan também sugere 

fortemente que a morte celular observada nestas linhagens não é por necrose. 
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   Concentração  M                                                 Concentração  M 

 

 

 

Figura 8. Fragmentação de DNA de células K562 (A), e de células Jurkat (B), ambas  tratadas 

com paladaciclo por 72 horas, o que indica indução de morte celular programada. Confirmação 

da ocorrência deste processo em células K562 através de avaliação do aspecto morfológico nas 

primeiras 5 horas após incubação com a droga (D). Note que todas as células apresentam 

característica de apoptose como condensação da cromatina e formação de corpos apoptóticos. C – 

controle sem tratamento. 

A 

A 

A 

Ladder Controle      1.2         3.6             6.0  
A 

 

         Controle    1.2       3.6       6.0       8.2 
B 

C C D 



  

 49  

  Avaliação da expressão do gene Bcl-2 através da técnica imunocitoquímica (método 

de fosfatase alcalina, anti-fosfatase – APAAP) em células Jurkat  

 

Após contagem das lâminas, determinamos a porcentagem de células positivas presentes e 

intensidade da coloração por meio de escala de 5 pontos. Por meio deste experimento, podemos 

observar que não houve diferença estatística na intensidade de coloração entre as células controle 

(figura 9 A) e células tratadas com 1,18; 2,36; 3,55; 4,73 e  5,92 µM (figura 9 B) (média de 

pontuação =3), conforme tabela 1, indicando que o composto não foi capaz de modular a 

expressão da proteína oncogene Bcl-2 em células Jurkat. 

 

 

Tabela 1. Avaliação qualitativa da intensidade de expressão do proto-oncogene Bcl-2 em 

linhagem leucêmica Jurkat na presença do composto paladaciclo ferroceno 1:2. 

 

 

Paladaciclo 

Concentração 

(µM) 

Intensidade da 

expressão 

Controle 

  

5,92 

 

+ + + 

 

 

Paladaciclo 

 

4,73 

 

+ + + 

 

 

Ferroceno 1:2 

 

3,55 

 

+ + + 

 

+ + + 

  

2,36 

 

+ + + 

 

  

1,18 

 

+ + + 
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A B C 

Figura 9. Expressão de Bcl-2 em células Jurkat verificada através da técnica de 

imunocitoquímica. Células controle (A), células após 72 h de tratamento com o composto (6.0 

µM) (B) e controle positivo (C). Através deste método podemos observar que o composto não foi 

capaz de modular a expressão do gene Bcl-2 nestas células. Foram realizados experimentos em 

triplicata. 
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Avaliação da capacidade do composto paladaciclo em modular a expressão dos genes 

Bcl-2 e Bax em células K562 

 

 Sabe-se que o regulador apoptótico Bcl-2 exerce importantes efeitos anti-apoptóticos nos 

eventos que resultam a ativação das caspases efetoras (KLUCK et al., 1997; CHINNIYAN et al., 

1996). Para avaliar capacidade do composto paladaciclo em modular a expressão dos genes Bcl-2 

e Bax, células K562 foram tratadas com 1,2; 3,6 e 6 µM do composto por 72 horas.  

 Nossos resultados demonstraram que o composto não foi capaz de modular a expressão de 

Bcl-2 e Bax, uma vez que os resultados obtidos com células tratadas foram similares as amostras 

das células K562 não-tratadas, conforme figura 10 A. Confirmamos estes resultados através das 

análises densitométricas das amostras, onde podemos observar similaridade entre os resultados 

das amostras das células tratadas e não-tratadas (figura 10 B). Estes resultados sugerem que o 

composto paladaciclo ferroceno 1:2 não modula esta via de morte celular programada em células 

K562. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 52  

 

 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
 

0

20

40

60

80

100

%
 o

f 
R

e
la

ti
v
e
 O

p
ti

c
a
l 

U
n

it
s

(r
a
ti

o
 b

c
l-

2
/

-a
c
ti

n
 a

n
d

 b
a
x
/

-a
c
ti

n
)

 
 
 
 
 
 

Avaliação da permeabilidade da membrana lisossomal através de microscopoia 

confocal a laser 

 

Concentração (µµµµM) 

 
     C         1 ,2         3 ,6          6 ,0  

-actina 

Bcl-2 

Bax 

540 bp 

319 bp 

488 bp 

Controle 1.2 3.6 6.0 

Concentração (µM) 

-actina Bcl-2 Bax 

A 

B 

Figura 10. A . Técnica de RT-PCR  demonstrando a expressão dos genes Bcl-2 e Bax nas células 

K562. Estas células foram tratadas com diferentes concentrações do composto Paladaciclo por 72 

horas. Foram realizados experimentos em triplicata, e o nosso controle interno foi a -actina. B. 

Análises densitométricas. Os resultados representam a proporção entre bcl-2, bax e -actina. Os 

resultados estão expressos em porcentagem em relação ao controle não-tratado. 
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Avaliação da permeabilidade da membrana lisossomal através de microscopoia 

confocal a laser 

 

A presença de grupos hidrofóbicos tão bem como o grupo amina na estrutura do composto 

Paladaciclo ferroceno 1:2 (figura 1), sugere que esta molécula tem propriedades 

lisossomotrópicas (DE DUVE et al., 1974). Em conseqüência disto, devido ao pH ácido 

lisossomal, a molécula deste composto se acumula altamente no interior desta organela por 

aprisionamento iônico, induzindo uma ruptura da membrana lisossomal. Nós investigamos esta 

possibilidade através do monitoramento da fluorescência do corante acredine orange, uma 

substância que tem a característica de se acumular principalmente em organelas ácidas liberando 

uma fluorescência vermelha quando excitado por um feixe de luz a 488 nm, e uma fluorescência 

verde quando está presente em organelas com pH neutro (ROBBINS and MARKUS, 1963).  

Através deste experimento, observamos que quando as células K562 tratadas com o 

composto Paladaciclo foram excitadas pelo feixe de luz, ocorreu uma fluorescência 

citoplasmática verde, indicando a liberação do AO do lisossoma para o citosol (figura 11E), o 

qual foi expresso pela intensa fluorescência verde 5 horas após a incubação do composto 

Paladaciclo. Podemos observar através da figura 11D, a ausência de delineamento, note que a 

emissão de fluorescência vermelha é nítida em toda a célula. Além disso, a sobreposição entre as 

emissões verde e vermelha foi observada nas células leucêmicas K562 tratadas, originando uma 

coloração amarela, conforme figura 11F, sugerindo fortemente desestabilização da membrana ou 

ruptura lisossomal.  

Nas células leucêmicas K562 não-tratadas, quando excitadas pelo feixe de luz, uma 

fluorescência vermelha foi detectada somente nas vesículas lisossomais (figura 11A). Por outro 
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lado, quando estas células foram excitadas pelo feixe de luz, a emissão da fluorescência verde da 

acridine orange foi localizada nos compartimentos nucleares e citoplasmáticos, indicando a não-

ruptura da membrana lisossomal (figura 11B). Podemos também observar que há ausência de 

sobreposição entre as fluorescências verde e vermelha, indicando a integridade da membrana 

lisossomal destas células não-tratadas (figura 11C). 
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Figura 11 . Avaliação da integridade da membrana lisossomal em células K562 submetidas ao 

tratamento com 6.0 µM do paladaciclo e incubadas com o corante metacromático (AO).  A, B e 

C (controle - células K562 incubadas apenas com AO); D, E e F (células K562 tratadas 

previamente com paladaciclo). A. lisossomas bem definidos, íntegros e delineados, B. citosol 

levemente corado devido à baixa concentração de enzimas lisossomais e C. Ausência de co-

localização entre emissão de fluorescência vermelha e verde.  D. Ruptura de lissosomos e 

ausência de delineamento, note que a emissão de fluorescência vermelha é nítida em toda a 

célula. E. Aumento na emissão de fluorescência verde devido a relocação de enzimas lisossomais 

para o citoplasma e F. Demonstra claramente a co-localização entre as fluorescências verde e 

vermelha, o que indica ruptura lisossomal. 
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Determinação da ativação das caspases 3 e 6 

 

 Estudos anteriores têm indicado que a ativação das caspases tem um papel fundamental na 

iniciação da fase ativa da apoptose (MARTIN and GREEN, 1995; CHINNAIYAN et al., 1996; 

LIU et al., 1997). Através deste experimento, foi avaliado neste  estudo a ativação das caspases 

efetoras da apoptose 3 e 6 nas células leucêmicas K562.  

Ambas as caspases estudadas tiveram suas atividades aumentadas após 5 e 72 horas de 

tratamento com o composto paladaciclo (6,0 µM). É interessante observarmos que quando as 

células K562 foram incubadas previamente com o inibidor de Catepsina B (CA-074) por 2 horas, 

que a ativação das caspases 3 e 6 foi prevenida (figura 12), sugerindo que esta protease está 

fortemente ligada a apoptose induzida pelo composto paladaciclo. 
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Figura 12 . Ativação de caspases efetoras 3 e 6 da morte celular programa em células K562 

tratadas por 5 e 72 horas com a concentração de 6,0 uM do paladaciclo ferroceno. Quando estas 

células foram incubadas previamente por 2 horas com o inibidor da catepsina B (CA074), a 

ativação de ambas caspases foi inibida, deixando evidente a participação desta protease no 

processo apoptótico induzido pela droga em estudo. (* P< 0.05, ANOVA, Tukey-Kramer). 
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                                          5.  DISCUSSÃO 
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Muitas drogas utilizadas na quimioterapia induzem o processo apoptótico em células 

tumorais, motivo este pelo qual este processo tem sido extensivamente estudado (Piwocka et al.; 

2001). Por muito tempo, as caspases foram tidas como principais agentes responsáveis pela 

indução da morte celular programada. Atualmente, a participação das catepsinas lisossomais 

também merece destaque, pois estas proteases estão presentes em várias condições fisiológicas, 

assim como estados patológicos (GUICCIARDI ET AL.; 2004, KROEMER AND JÄÄTTELÄ, 

2005). Uma vez que os lisossomas em tumores avançados apresentam alterações em seu 

conteúdo, localização celular e função, seu estudo no desenvolvimento tumoral e sua participação 

na indução da apoptose devem ser considerados quando se tem como objetivo a erradicação de 

tumores (KROEMER AND JÄÄTTELÄ, 2005).  

Devido às propriedades lisossomotrópicas do paladaciclo ferroceno 1:2 (BARBOSA et 

al.; 2006), parte dos objetivos deste estudo foi elucidar as vias envolvidas no mecanismo de 

morte celular deste complexo, utilizando as linhagens de células leucêmicas Jurkat e K562, a qual 

super expressa a proteína oncogene Bcr/abl (células de leucemia humana mielogênica K-562) 

(MARTINS et al.; 1997), a qual dificilmente  entra em apoptose nas primeiras 24 horas após 

vários estímulos de  morte (MARTINS et al.; 1997). 

Os dados obtidos neste trabalho demonstraram que o composto paladaciclo ferroceno 1:2 

é uma droga altamente citotóxica em concentrações inferiores a 5 µM para estas células, os quais 

foram observados nos testes de redução de MTT a cristais de  formazan e exclusão por azul de 

trypan. Utilizando dois métodos para identificar a apoptose, observamos que o paladaciclo induz 

o processo de morte celular programada nas células K562 e Jurkat, o qual foi identificado através 

da fragmentação nuclear, e confirmado através da presença de alterações morfológicas, tais como 

condensação da cromatina e formação de corpos apoptóticos em células K562. O mais 
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interessante foi que verificamos estas alterações já nas primeiras 5 horas após tratamento destas 

células com o paladaciclo ferroceno 1:2.  

Recentemente, muitos estudos têm descrito o papel das enzimas lisossomais na indução da 

apoptose (ROBERG AND OLLINGER, 1998, ISHISAKA et al.; 1999, GUICCIARDI et al.; 

2000). Catepsina B, a qual é a mais abundante nos lisossomas em termos quantitativos (TURK et 

al.; 2002), tem um papel dominante na indução da apoptose em muitas linhagens de células 

tumorais (FOGHSGAARD et al.; 2001). Entretanto, a Catepsina B parece ter dois papéis 

importantes sobre a apoptose em processos neoplásicos: ela pode iniciar e executar o processo 

apoptótico, bem como mediar invasões tumorais (GUICCIARDI et al., 2004). As enzimas 

lisossomais precisam ser translocadas para o citosol onde degradam proteínas envolvidas na 

apoptose. Portanto, devido as suas propriedades lisossomotrópicas, o paladaciclo ferroceno se 

acumula nos lisossomas permeabilizando suas membranas, com conseqüente liberação de 

catepsinas para o citsosol. Esta permeabilização de membrana lissosomal foi verificada através 

dos ensaios de microscopia confocal a laser na presença do corante acridine organge. Esse 

evento precedeu a ativação das caspases 3 e 6, a qual foi prevenida quando as células K562 foram 

previamente tratadas com um inibidor da catepsina B (CA074) por 2 horas. Estes resultados 

sugerem que a catepsina B está fortemente envolvida no mecanismo de morte celular do 

ferroceno. Entretanto, BINCOLETTO et al.; 2005, demonstraram que o composto paladaciclo 

ferroceno 1:2 foi capaz de inibir esta enzima em meio extracelular, mostrando um duplo efeito do 

composto sobre esta enzima.  Este composto foi capaz de inibir a catepsina B em meio 

extracelular quando foi incubada diretamente com a mesma, porém demonstramos neste trabalho 

que o composto também foi capaz de permeabilizar a membrana lisossomal, com conseqüente 

liberação das catepsinas lisossomais para o citosol, induzindo as células tratadas ao processo 
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apoptótico. Após o composto se acumular nos lisossomas, ele sofre aprisionamento iônico, não 

tendo mais a capacidade de se desprender da membrana. Há também uma dificuldade do 

composto em se desprender da membrana lisossomal, devido a sua estrutura ser bastante 

volumosa, e uma vez na forma iônica, esta dificuldade aumenta. Após a permeabilização das 

membranas, as catepsinas são lançadas para o citosol, iniciando seu papel no processo apoptótico, 

como descrito anteriormente. Além deste fator, é importante lembrarmos que a concentração de 

enzimas lisossomal é muito alta, sendo necessária para a inibição das mesmas uma concentração 

do composto muito superior a mesma que induziu a permeabilização da membrana lisossomal, 

porém mais testes deverão ser realizados para investigarmos estas hipóteses. 

Um achado interessante sobre o papel das catepsinas na apoptose também foi descrito nos 

estudos de WERNEBURG et al., (2002), onde os autores demonstraram que a catepsina B 

aumenta a resistência para a permeabilização da membrana lisossomal em hepatócitos, sugerindo 

que enzimas lisossomais não são apenas lançadas para o citosol, como podem também participar 

na desestabilização da membrana lisossomal. 

 A apoptose, induzida através da catepsina B, promove a liberação do citocromo c para o 

citosol através da quebra de um ou mais substratos citosólicos ainda não totalmente identificados. 

A liberação de citocormo c resulta em clivagem das caspases 9 e 3, seguida pelas alterações 

apoptóticas (GIUCCIARDI et al; 2004).  Embora este trabalho não tenha investigado a liberação 

do citocromo c em células K562 tratadas com o paladaciclo, não podemos descartar um possível 

envolvimento desta organela no mecanismo de morte celular induzida pelo paladaciclo ferroceno, 

pois ela parece exercer um papel central na ativação das caspases efetoras (GUICCIARDI et al., 

2004). 

Está bem documentado na literatura que a proteína oncogene Bcr/abl inibe a apoptose 
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induzida por vários estímulos vindos dos antineoplásicos convencionais (MCGHON et al.; 1994, 

SKORSKI, 2002). Esta resistência tem sido atribuída, ao menos em parte, ao bloqueio na 

liberação de citocromo c pela mitocôndria, através de uma regulação de membros da família de 

Bcl-2 (SKORSKI et al.; 2002). Os resultados aqui apresentados sugerem uma não modulação da 

expressão de membros da família Bcl-2 pelo paladaciclo, uma vez que nossos resultados 

demonstraram que os membros desta família estão expressos em células tratadas com o 

paladaciclo ferroceno de forma semelhante à expressão obtida no controle sem tratamento. Estes 

resultados claramente demonstram que o paladaciclo induz apoptose em células K562 e Jurkat de 

forma independente da modulação da expressão de membros da família de Bcl-2. Portanto, estes 

resultados sugerem que alterações nesses genes não estão diretamente associadas ao processo de 

apoptose induzido pelo Paladaciclo ferroceno. Sendo assim, a relação deste resultado com a 

permeabilização da membrana lisossomal necessita de investigações adicionais e mais 

esclarecedoras. Porém, não podemos excluir a possibilidade do composto em afetar a proteína 

Bcl-2 após a transcrição, através da alteração da fosforilação (MAY et al., 1993), ou ainda através 

de alterações na expressão de outros genes relacionados com o controle da apoptose e  que 

indiretamente regulam a expressão de Bcl-2. 

Está sendo demonstrado que as catepsinas citosólicas podem também processar e ativar 

Bid, uma proteína pró-apoptótico da família de Bcl-2. A ativação de Bid induz a permeabilização 

da membrana mitocondrial com morte celular (CIRMAN et al., 2004). A permeabilização da 

membrana lisossomal com conseqüente liberação das catepsinas do lisossoma para o citosol não 

está limitado exclusivamente à ativação intrínseca do processo de apoptose via caspases 

(KRÖEMER and JÄÄTELÄ , 2005). Em câncer pulmonar (BROKER et al., 2004) e em células 

de fibrosarcomas de camundongos (FOGHSGAARD et al., 2001), catepsinas induzem apoptose 
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de maneira independente de caspases. 

Outro aspecto interessante que também devemos considerar é que o ferroceno apresenta 

átomos de ferro e paládio em sua estrutura. Portanto, além de suas características 

lisossomotrópicas, o complexo de paládio em estudo pode também estar envolvido na geração de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) nos lisossomas e induzir a permeabilização da membrana 

lisossomal por esta via, já que o estado de oxidação do ferro é 0, e desta forma ele pode ser 

facilmente oxidado em meio biológico, porém mais testes devem ser realizados para sabermos ao 

certo o envolvimento do ferro na indução de apoptose por esta via. 

Um outro aspecto que devemos considerar é que a linhagem K562 não expressa o gene 

supressor de tumor p53. Portanto, a pesquisa de drogas buscando identificar uma molécula que 

induz permeabilização da membrana lisossomal e morte celular de maneira independente de p53 

pode melhorar a efetividade de tratamentos em câncer, já que a freqüência de mutações de p53 

em tumores humanos é muito alta, podendo contribuir na diminuição da resistência de agentes 

que já são utilizados na quimioterapia anticancerígena (ERDAL et al., 2005).   

Diante destes resultados, podemos sugerir que devido as suas propriedades 

lisossomotrópicas, o paladaciclo pode ser mais ativo contra células tumorais, uma vez que 

segundo a literatura citada anteriormente (KRÖEMER and JÄÄTELÄ , 2005), lisossomas em 

células tumorais apresentam alterações em seu conteúdo, localização celular e função.  

É importante ressaltarmos que já estão sendo realizados em nosso laboratório, os mesmos 

experimentos para avaliação da capacidade do composto paladaciclo ferroceno 1:2 em induzir a 

permeabilização da membrana lisossomal e conseqüente liberação da catepsinas para o citosol em 

células Jurkat, já que não foram demonstrados neste trabalho, e nossos resultados inicias são 

muito promissores, demonstrando que o composto paladaciclo manteve o mesmo mecanismo de 
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ação verificado nas células K562, confirmando mais uma vez a via de indução de apoptose deste 

composto. 

Finalmente, este estudo introduz uma nova droga organometálica capaz de induzir 

apoptose em uma linhagem celular leucêmica com importantes características de resistência ao 

processo de morte celular programada. Diante disto, é importante que novos estudos sejam 

conduzidos, principalmente em células de indivíduos leucêmicos para verificarmos se este padrão 

de indução de apoptose é mantido em células obtidas diretamente de pacientes doentes.  Além 

disso, estudos adicionais com células normais também devem ser realizados com o objetivo de se 

verificar se este composto apresenta seletividade para células transformadas, característica esta 

extremamente desejada nos tratamentos anticancerígenos. 
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                                       6. CONCLUSÕES 
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 O presente trabalho sobre o potencial  antileucêmico do novo composto 

paladaciclo ferroceno 1:2 em células de leucemia mielóide crônica K562 e 

células de leucemia l infóide aguda Jurkat,  nos permitiu concluir que:  

 

• Através dos ensaios de redução do MTT e de exclusão por azul de trypan, 

o composto mostrou-se citotóxico após 72 horas nas células K562 e Jurkat,  

tendo um IC5 0 %  inferior a 5µM  

 

• Indução de apoptose através da fragmentação de DNA em células Kr562 e 

Jurkat  tratadas com o composto paladaciclo 

 

• Confirmação da indução de apoptose em células K562 observadas através 

das alterações morfológicas, tais como condensação da cromatina e 

formação de corpos apoptóticos 

 

• Devido as suas propriedades lisossomotrópicas  (BARBOSA et al. ,  2006) ,o 

ferroceno se acumula nos lisossomas permeabilizando suas membranas,  

com conseqüente liberação das catepsinas para o ci tosol . Esta 

permeabilização das membrana foi verificada através da microscopia 

confocal a laser  na presença do AO em células K562.  

 

• A permebilização da membrana lisossomal precedeu a ativação das 

caspases –3 e –6, a qual foi prevenida quando as células K562 foram 



  

 67  

previamente tratadas com o inibidor da catepsina B (CA074). Portanto a 

catepsina é um importante mediador na at ivação das caspases estudadas  

 

• Nossos resultados também demonstraram que o paladaciclo induz apoptose 

em células K562 e Jurkat de forma independente da modulação da 

expressão dos membros da família Bcl-2.  

 

• Diante destes resultados,  podemos sugerir que o paladaciclo pode ser mais 

ativo contra células tumorais,  uma vez que estas células apresentam 

alteração em seu conteúdo, localização celular e função (KRÖEMER and 

JÄÄTELÄ , 2005).  
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     7. PERSPECTIVAS FUTURAS 
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O composto paladaciclo ferroceno 1:2 mostrou-se altamente citotóxico para as células 

leucêmicas K562 e Jurkat, sendo capaz de induzir ambas as linhagens ao processo apoptótico. 

Após este trabalho, seria muito importante a avaliação de alguns fatores determinantes no 

mecanismo de morte celular, como a capacidade do composto em modular a expressão do gene 

Bcr-abl, já que sua superexpressão nas células K562 é uma das principais causas de  resistência 

aos quimioterápicos. Outra avaliação muito importante seria a capacidade do composto em 

permeabilizar a membrana mitocondrial, com subseqüente liberação da proteína mitocondrial 

citocromo c, já que esta via de indução de apoptose é bem caracterizada.  

O composto em estudo, apresenta átomos de ferro e paládio em sua estrutura, portanto,  é 

de suma importância a investigação do envolvimento na geração de espécies reativas de oxigênio 

(ROS), já que esta via é a causa de morte celular em várias linhagens leucêmicas.  Além disso, é 

possível também a participação dos ROS no processo de permeabilidade da membrana 

lisossomal. 

Estudos adicionais com células normais também devem ser realizados com o objetivo de 

se verificar se este composto apresenta seletividade para células transformadas, característica esta 

extremamente desejada nos tratamentos anticancerígenos. 
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