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Neste trabalho avaliamos o potencial farmacolégico e toxicoldgico de
um novo composto organometdlico contendo palddio como metal de
transicédo ¢ estabilizado com ligantes bifosfinico e aminoicido, denominado
neste estudo Paladaciclo ferrocemo 1:2. Portanto, para avaliar o potencial
antitumoral in vivo, analisamos o crescimento e diferenciacio de células
precursoras hematopoiéticas para granulécitos e macréfagos (CFU-GM) num
modelo experimental de implantagdo tumoral, com células do tumor ascitico
de Erhlich. Nesta anilise, verificamos que o Paladaciclo ferroceno 1:2 nio
foi capaz de reverter a mielossupressodo induzida pelo TAE ¢ também nio
preveniu a hematopoiése extramedular (esplénica), que é uma caracteristica
marcante do desenvolvimento tumoral. A hematopoiése esplénica nio foi
observada nos animais que receberam apenas o Paladaciclo ferroceno 1:2,
sugerindo uma baixa toxicidade sistémica para este composto.

Os estudos in vitro, utilizando a técnica de cultura clonal de
precursores hematopoiéticos para granulécitos e macréfagos (CFU-GM),
demonstraram uma mielotoxicidade dose-dependente, sendo que a menor
concentragdo testada nesta metodologia (1,18 uM) ndo alterou o niimero de
CFU-GM em relacio ao controle. Essa mesma concentragio (1,18 uM),
quando adicionada ao meio de cultura liquida de longa duracdo, para avaliar
os efeitos do composto em estudo 1: sobre o estroma medular, demonstrou
um efeitc hematoprotetor do Paladaciclo ferroceno 1:2 sobre a medula
Ossea. Nesta cultura observamos um aumento significativo no nimero de
células aderentes do estroma medular quando as células foram incubadas
com o Paladaciclo ferroceno 1:2 em relacio ao controle sem tratamento.
Este aumento no nimero de cé€lulas aderentes nas culturas tratadas com o
composto foi acompanhado por um maior nimero de 4reas denominadas
cobblestone, locais de alojamento de células jovens em culturas de longa
duragao.

A avaliagdo da citotoxicidade deste composto pelos testes de exclusdo

do Azul de Trypan e reducdo do MTT demonstraram um IC de 2,5 uM e 5,3
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uM, respectivamente. A diferenga obtida nas concentragfes inibitérias
descritas acima poderia ser explicada, pelo menos em parte, através dos
diferentes principios dos métodos, pois o teste de redugdo do MTT avalia a
capacidade da enzima succinato desidrogenase mitocondrial de reduzir o
MTT a cristais de formazan enquanto que o teste de exclusio do azul de
Trypan avalia a integridade da membrana plasmdtica pela sua capacidade da
excretar o corante téxico para a célula.

Ao avaliarmos a expressdo da proteina Bcl-2, que estd intimamente
ligada ao controle da morte celular programada e/ou & resisténcia das
células malignas aos quimioterdpicos, verificamos que a expressdo desta
proteina ndo se alterou na presenca de diferentes concentragbes do
Paladaciclo Ferroceno 1:2. Esta auséncia de efeitos sobre a expressido deste
gene foi verificada pela metodologia de imunocitoquimica, (método de
fosfatase alcalina, anti-fosfatase alcalina- APAAP) e pela técnica de RT-
PCR, sugerindo que o processo apoptético em células HL60 tratadas com o
composto em questdo envolve outras vias de inducdo da apoptose celular .

Levando todos os nossos dados em consideracao, podemos sugerir que
este composto, em baixas concentragdes, possui um potencial modulador da
resposta hematopoiética e também apresenta uma maior citotoxicidade as
células leucémicas HL60 (células de leucemia mieldide aguda). Estudos in
vivo estdio em andamento para melhor caracterizarmos o mecanismo de agéo

desta droga sobre a resposta hematopoiética.
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A utilizagdo de quimioterapia no tratamento do céncer tem sido
objeto de estudo nas dltimas trés ou quatro décadas. Apesar disto, o
envolvimento de compostos inorgdnicos, principalmente aqueles contendo
metais, foi muito limitado até a demonstragdo da atividade anticancerigena
de complexos contendo platina, por Rosenberg e colaboradores no final dos
anos 60 (ROSENBERG ¢ VAN CAMP, 1970; ROSENBERG et al., 1973).
Antes destes relatos, a maior parte das pesquisas estava centrada mno
possivel potencial carcinogénico destes compostos e ndo em qualquer
propriedade anticancerigena.

A quimioterapia moderna do cincer iniciou-se ap6s a Primeira Guerra
Mundial, em decorréncia de observagdes sobre a exposicio de individuos ao
gds mostarda, que causava leucemia e aplasia medular (KRUMBHAAR E
KRUMBHAAR, 1919; KOPF-MAIER, 1994).

O sucesso na ch’nicé do cis-[diaminodicloroplatina (II)], «cis-
[PtC12(NH3)2], denominado cisplatina, inicialmente em pacientes terminais
(HIGBY et al., 1973) e posteriormente em tumores localizados, como no
caso de cédncer testicular (WALLACE e HIGBY, 1974), ovariano
(WILTSHAW e CARR, 1974) e em combinagbes terapéuticas para o
tratamento do céncer de cabega ¢ pescogo (KRAKOFF, 1988), bem como, o
desenvolvimento de procedimentos clinicos (CVITKOVIC et al., 1977) e a
sintese de novos compostos que diminuem a toxicidade renal (MARZANO et
al., 2002), tém incentivado o interesse pela quimica destes compostos e
outros estreitamente relacionados. Recentemente, foi demonstrado que
complexos inorgénicos ou organometilicos, contendo outros metais de
transi¢do como titdnio, vanddio, ouro, rédio e palddio também apresentam
elevada atividade antitumoral em tumores experimentais, especialmente o
tumor ascitico de Ehrlich em camundongos (KOPF ¢ KOPF-MAIER, 1979;
KOPF-MAIER, 1980; KOPF-MAIER et al., 1981; KOPF-MAIER et al.,
1983; KOPF-MAIER et al., 1986; KOPF-MAIER et al., 1987, KOPF-MAIER
et al.,, 1990, KOPF-MAIER et al., 1992; KOPF-MAIER, 1994; KOPF-
MAIER, 1996; KOVALA-DEMERTIZI et al., 1997; KOPF-MAIER, 1999;
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CARUSO et al., 2003; WANG et al., 2003). Estes complexos em sua maioria
sao monometdlicos: o atomo metdlico central € circundado por ligantes da
familia dos halogénios, em adicio a um ou mais ligantes puramente
orgénicos (KOPF-MAIER, 1980; KOPF-MAIER et al., 1981).

Uma das estratégias no desenvolvimento de novas drogas antitumorais
contendo metais de transicio consiste na sintese de complexos que, mesmo
possuindo caracteristicas estruturais semelhantes aos complexos de platina,
sejam capazes de induzir uma resposta celular apropriada ou modular esta
resposta, sem agirem mnecessariamente sobre o DNA, aumentando, ou
restabelecendo os mecanismos de defesa préprios do hospedeiro para agirem
mais seletivamente contra as células malignas. Neste caso, a descoberta de
novos agentes, e drogas alternativas com propriedades diferenciadas, como
por exemplo as substdncias imuomoduladoras, vém sendo alvo de grande
interesse cientifico (MIRANDOLA et al., 2002).

Assim sendo, uma nova classe dos compostos organometdlicos com
capacidade de modificar algumas respostas biolégicas, particularmente os
paladaciclos estabilizados com ligantes bifosfinicos e aminodcidos, foram
sintetizados ¢ patenteados por pesquisadores da Universidade de Mogi das
Cruzes (CAIRES et al., 2002). Alguns destes compostos tém despertado
grande interesse da comunidade cientifica, ndo sé por apresentarem
estabilidade em meio biolégico, mas por possuirem uma citotoxicidade
consideravelmente menor que os compostos andlogos de platina
(NAVARRO-RANNINGER et al., 1993; ALVAREZ-VALDES et al., 2002).
Segundo CAIRES et al. (1999), estas substincias sdo citotéxicas para varias
linhagens celulares, como HeLa (c6lon do itero), Hep-2 (orofaringe) e C6
(glioma cerebral). Aliado a este potencial, alguns compostos ciclopaladados
também sao eficientes inibidores enziméticos e catalisadores da hidrélise de
alguns agtcares imsaturados, produzindo substratos inibidores de
glicosidases (SCHULTZ et al., 1995).

Estudos recentes com um derivado paladaciclo estabilizado com os

ligantes bifosfinicos ¢ aminodcidos, denominado neste estudo, Paladaciclo
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ferroceno 1:2, demonstraram que este composto possui elevada atividade
inibitéria sobre algumas enzimas, como por exemplo, a enzima Catepsina B,
a qual participa da degradacdo de componentes da matriz extracelular em
processos metastaticos (PREMZL et al., 2001; FAN et al.,, 2002). Em
estudos in vivo verificou-se que este composto, quando administrado por
via subcutinea em animais portadores do tumor de Walker, inibiu o
desenvolvimento tumoral em algumas cobaias e diminiui a massa tumoral,
nos casos onde o tumor progrediu, quando comparado ao respectivo controle
sem tratamento (CAIRES et al., submetido). Estes efeitos possivelmente
estdo associados a inibigio da Catepsina B pela droga em estudo, uma vez
que o tumor de Walker € um tumor metastitico com expressio acentuada de
Catepsina B (QUIAN et al., 1991).

Além da inibicdo desta enzima, o composto Paladaciclo ferroceno 1:2
também foi capaz de inibir a enzima conversora de angiotensina-I (ECA)
(BINCOLETTO et al., 2003). Esta enzima integra o sistema renina-
angiotensina, o qual estd presente em virios tecidos, inclusive na medula
6ssea (HAZNEDAROGLU et al., 2000). Recentemente, o papel da ECA no
controle da resposta hematopoiética tem sido amplamente investigado
(RODGERS et al., 2000; AZIZI et al., 2001; JUNOT et al., 2001).

Portanto, para dar continuidade a estes estudos, neste trabalho
avaliamos o potencial farmacolégico e toxicolégico deste novo composto
Paladaciclo. Para alcancar estes objetivos, andlises in vitro com linhagem
celular e cultura primdria de células da medula 6ssea de camundongos foram
realizadas. Além destas andlises, um modelo experimental de implantagio
tumoral com c€lulas do tumor ascitico de Ehrlich (EHRLICH ¢ APOLANT,
1905) também foi utilizado.

A tumor ascitico de Ehrlich (TAE) tem sido amplamente empregado
em estudos envolvendo a resposta hematopoiética frente ao
desenvolvimento tumoral (QUEIROZ et al., 2001; MIRANDOLA et al.,
2002). A influéncia do crescimento tumoral na proliferagdo das células

pluripotentes do bago ou da medula 6ssea, tem sido relatada também por
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indmeros autores (VALADAREZ et al., 1998; JUSTO et al., 2000;
QUEIROZ et al., 2001). O tumor de Ehrlich produz alteracdes severas no
sistema hematoldgico do hospedeiro, sendo freqiientemente associado com
imunossupressdo, anemia, trombocitopenia e leucocitose granulécito-
dependente (DELMONT e LIEBELT, 1966; CLERICI et al., 1971; LALA et
al., 1977; KEEB ¢ LALA, 1978; WHITNEY et al., 1978; PESSINA et al.,
1982 ; SUBIZA et al., 1989; LALA et al., 1990; SEGURA et al, 1997; RUIZ
DE MORALES et al., 1999; KUSMARTSEV et al., 1999). PESSINA et al.
(1982), observaram que o tratamento in vitro de células de medula éssea
normal com fluido ascitico de Ehrlich acelular, produz uma reduciio severa
no nimero de colbnias formadas a partir de células precursoras da medula
6ssea (CFU-C) e das células pluripotentes do baco. Além disso, varios
trabalhos na literatura relatam o emprego do tumor de Ehrlich como modelo
experimental para ¢ estudo da atividade antineoplasica e imunorreguladora
de diversos compostos (ABOUL, 1986; KITA et al., 1989; VALADARES et
al., 1998; JUSTO et al., 2000; GOSWAMI et al., 2001). Neste sentido,
VALADARES et al. (1999), demonstraram um efeito imunoprotetor ao nivel
dos precursores da medula G6ssea para o composto organometilico
diciclopentadienildiclorotitinio IV em camundongos portadores de tumor
ascitico de Ehrlich. Inimeros trabalhos relatam uma mielossupressio,
expressa através de uma reducdo no nimero de colénias de granulécitos e
macréfagos (CFU-GM), formadas a partir de precursores hematopoiéticos
da medula déssea em animais portadores do tumor ascitico de Ehrlich
(VALADAREZ et al., 1998 ; JUSTO et al., 2000; JUSTO et al., 2001).
Estudos envolvendo compostos de origem vegetal, como por exemplo,
diferentes fragbes do extrato de Acanthospermum australe e também o
extrato bruto da Caesalpinia ferree, quando administrados por via oral,
também protegem a medula 6ssea da mielossupressio induzida pelo
desenvolvimento do TAE, aumentando a sobrevida destes animais
(QUEIROZ et al., 2001; MIRANDOLA et al., 2002), deixando claro que
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este modelo experimental de inoculagdo tumoral é uma valiosa ferramenta
dentro da fase pré-clinica do desenvolvimento de novas drogas.

A presenca da hematopoiése esplénica, induzida pelo desenvolvimento
do TAE, também tem despertado grande interesse da comunidade cientifica,
pois ainda ndo foi possivel definir se o bago & capaz de realizar
hematopoiése extramedular ou se as células progenitoras verificadas neste
6rgio migram da medula 6ssea. Portanto, o estudo de neoplasias em modelos
animais facilita a avaliacio e melhor compreensio da fisiologia dos
tumores, a0 mesmo tempo em que constituem instrumento apropriado para a
investigagdo de efeitos imunomoduladores de substincias com potencial
antineoplésico.

Diante do exposto e das evidéncias de que a resposta hematopoiética é
de fundamental importdncia para a sobrevivéncia de animais portadores do
TAE, neste trabalho avaliamos os efeitos do composto Paladaciclo ferroceno
1:2 sobre o sistema hematopoiético de animais portadores deste tumor. Para
isto, estudamos o crescimento e diferenciagio dos precursores
hematopoiéticos da medula 6ssea e do bago (CFU-C). Esta avaliagdo foi
realizada através da técnica de cultura clonal, descrita por METCALF
(1984), pois estes ensaios clonogénicos em meio semi-sélido em agar ou
metilcelulose permitem avaliar o grau de diferenciacio de cada célula
progenitora e a identificagdo da morfologia das células pertencentes a cada
coldnia.

Perante o fato de que os testes clonogénicos em meio semi-sélido
(CFU-C) n&o avaliam diretamente os efeitos provocados por uma substincia
quimica sobre as células estromais, avaliamos também os efeitos do
Paladaciclo ferroceno 1:2 sobre a formacio do estroma medular, através da
técnica de cultura liquida de longa duragio de células da medula éssea
(DEXTER, et al., 1977; DEXTER, 1982; ALLEN e DEXTER, 1984). As
células do estroma medular consistem em pelo menos quatro tipos celulares
distintos (c€lulas endoteliais, células acumuladoras de lipideos, macréfagos
e células fibroblastéides) (GUERRIERO et al., 1997). Estas células
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participam diretamente da maturagio e diferenciacio das células tronco
hematopoiéticas. Esta regulacio é mediada pelo contato direto entre as
células hematopoiéticas e células estromais, envolvendo moléculas de
adesdo, predominantemente coldgeno e proteoglicanos, ou indiretamente,
através da produgdo de moléculas sinalizadoras (EAVES et al., 1991; FIBBE
et al., 1988; HERMAN et al.,, 1998; BOROJEVIC et al., 2003). Estes
elementos surgem ao longo do cultivo de células totais da medula 6ssea,
onde as células acumuladoras de lipideos sinalizam o amadurecimento e
competéncia deste sistema. No sistema de cultivo de longa duragdo, a
hematopoiése € mantida in vitro sem a adicdo de fatores de crescimento
ex6genos. Portanto, esta cultura é totalmente dependente da sintese e
liberagdo de fatores de crescimento hematopoiéticos endégenos. Deste
modo, dutante todo periodo da manutencdo da cultura, é possivel avaliar a
producédo de células diferenciadas ou dos progenitores que se renovam
durante o cultivo.

Os mecanismos evolvidos na regulagdo da resposta hematopoiética
sao complexos ¢ ainda ndo estio totalmente esclarecidos, principalmente,
no que diz respeito 2 fungdo das células estromais e moléculas de adesdo,
descritas anteriormente. Como exemplo da complexidade deste sistema,
podemos citar a descoberta do sistema renina-angiotensina (SRA) na medula
6ssea na ultima década (ABALI et al., 2002). Assim sendo, a enzima
conversora de angiotensina-I, integrante do SRA, participa intensamente
dos processos de regulacdio hematopoiética, tanto na formacio de
angiotensina-II, um regulador positivo da hematopoiése (MRUG et al.,
1997), como na degradagdo do tetrapeptidic N-acetyl-seryl-aspartyl-lysyl-
proline (AcSDKP), que quando se mantém integro, regula a hematopoiése
negativamente, impedindo que os progenitores mieléides entrem na fase S
do ciclo celular (HAZNEDAROGLU et al., 2003). Estudos recentes sugerem
que a inibicio da ECA pode contribuir na terapéutica antineoplésica
visando a redugdo da miclotoxicidade induzida por drogas antitumorais
(CHISI et al., 1999).
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Além da aplicagdo de cultura priméria na caracterizagio do potencial
farmacolégico e toxicol6gico de novas substincias, a utilizacdo de
linhagens celulares também ¢é outra ferramenta valiosa. Assim sendo, a
utilizagdo da linhagem celular HL60, originada a partir de células de
leucemia pro-mielocitica aguda e caracterizada por uma translocacio
especifica no cromossomo t(15;17) (LAVAU et al.,1994), foi fundamental
para a caracterizagdo do potencial citotéxico do Paladaciclo ferroceno 1:2.
Entre os mecanismos envolvidos na citotoxicidade de um novo composto,
podemos citar a apoptose celular. A apoptose é um mecanismo regulador
biolégico que controla a morte celular induzida por estimulos fisiolégicos
endogenos ou exégenos como, por exemplo, o estresse oxidativo ou agentes
quimioterdpicos (MOFFATT et al., 2000). As principais caracteristicas
morfol6égicas deste evento sdo a fragmentacdo de DNA, condensagio
nuclear ¢ formagéo de niicleos picnéticos (THORNBERRY et al., 1998). O
papel de proto-oncogenes no controle deste processo tem sido amplamente
investigado na dltima década, como a familia Bcl-2 e Bax. A super
expressio de membros anti-apoptéticos como Bcl-2, estd implicada na
resisténcia a quimioterapia, enquanto altos niveis de expressio de membros
pro-apoptéticos, como Bax, promovem a apoptose e sensibilizam células
tumorais a varias terapias anti-cincer (TALIERI et al., 2003). Desta forma,
a caracterizagio de mecanismos moleculares envolvidos no processo
citotéxico de um novo composto também auxilia no desenvolvimento de

novas drogas antitumorais.
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2. OBJETIVOS
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Este trabalho teve como objetivo a caracterizagio do potencial

antitumoral e citotoxicidade de um novo composto organometalico contendo

palddio como metal de transicio. Portanto, avaliamos os seguintes

pardmetros em presencga deste composto:

Estudos iz vive:

Avaliacdo do crescimento e diferenciagdo de precursores
hematopoiéticos para granul6citos e macréfagos (CFU-GM) da
medula 6sseo e bago de camundongos inoculados com células do

TAE e tratados com o composto Paladaciclo ferroceno 1:2.

Estudos in vitro:

Avaliacéo dos efeitos do composto Paladaciclo ferroceno 1:2 sobre

a formagédo do estroma medular de animais normais.

Estudo da citotoxicidade sobre os progenitores hematopoiéticos
para granuldcitos e macréfagos (CFU-GM) da medula éssea de

animais normais.

Avaliagdo da citotoxicidade e viabilidade celular em linhagem de

células promielociticas humanas HL60.

Estudo da capacidade modulatéria da expressio do proto-oncogene

Bcl-2 em linhagem leucémica HL60.

Objetivos
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3.1. Sintese dos composto [PdS(_)(C",N-dmpa)(dppf)]Cl (Paladaciclo

Ferroceno 1:2) estabilizado com ligantes bifosfinicos e aminodcidos.

Os trabalhos de sintese e purificagdo do composto Paladaciclo
Ferroceno 1:2 foram realizados pelo Prof. Antonio Carlos Favero Caires, do
Nicelo de Pesquisas Interdisciplinares da Universidade de Mogi das Cruzes
(UMC) (CAIRES et al.; 2002). A figura a seguir, mostra a tridimensional da

molécula, cuja atividade bioldgica foi analisada neste estudo.

g

Figura 1: Modelo tridimensional da estrutura do Paladaciclo Ferroceno 1:2

[Pd S(, (C*,N-dmpa)(dppf)] Cl.
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3.2. Animais e tratamento com o composto Paladaciclo Ferroceno 1:2:

Para a realizacdo deste estudo, assim como para a manutengdo das
células tumorais de Ehrlich, foram utilizados camundongos Swiss, com
idade aproximada entre 6 a 8 semanas. Os animais foram mantidos em
gaiolas pléasticas, em sala climatizada sob temperatura constante de 26 +
2°C, com ciclo claro-escuro de 12 horas. O regime alimentar foi o clédssico,
com ragdo comercial padrdo. Os experimentos foram realizados em grupos
de animais submetidos aos seguintes tratamentos: a) animais controle
(animais que receberam apenas o diluente); b) animais portadores do tumor
ascitico de Ehrlich e tratados com veiculo durante 4 dias consecutivos por
via subcutidnea; c) animais portadores do tumor ascitico de Ehrlich e
tratados com 1,18 uM do Paladaciclo Ferroceno 1:2 durante 4 dias
consecutivos por via subcutinea ¢ d) animais apenas tratados com 1,18 uM
do Paladaciclo durante 4 dias consecutivos por via subcutinea. Em todos os

casos, a droga foi diluida em solucgédo salina contendo 1% de DMSO e.

3.3. Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE)

A linhagem tumoral de Ehrlich foi mantida através de passagens
sucessivas entre camundongos. Para o desenvolvimento do TAE, os
camundongos foram inoculados por via intraperitoneal com 0,1 mL de uma
suspensdo de células tumorais contendo 6 x 10° células tumorais,
provenientes da cavidade peritoneal de camundongos portadores. Apés a
retirada do liquido ascitico do periténio dos camundongos portadores do
tumor de Ehrlich, o nimero e a viabilidade das células foram determinados

através da utilizacdo do corante azul de trypan, em cimara hemocitométrica.
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3.4. Manuteng¢do da Linhagem Leucémica HL60 (leucemia promielocitica
humana):

As células HL60 foram mantidas em meio RPMI 1640 (Sigma)
suplementado com 10% de soro bovino fetal (Cultilab) e 2 mM de L-
glutamina. Semanalmente estas células sio expandidas para a realizacdo de

experimentos e congelamento.

3.5. Teste de redug¢do do MTT brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio]
O teste de redugcdio do MTT brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio] €é usado com grande sucesso para estimar o nimero de
células vidveis em uma selegdo inicial de drogas (TRUTER et al.; 2001).
Este teste € amplamente empregado para avaliar a proliferagdo e viabilidade
celulares. Sua interpretacdo serve de indicativo da atividade metabélica
celular, e o local de ocorréncia das reacoes redox inclui tanto mitocéndrias
como o citosol (TAKAHASHI et al., 2002). A reducdo do sal de MTT a
formazan pela enzima succinato-desidrogenase resulta em cristais azuis
insoliveis. A intensidade da coloracio é utilizada para medir a integridade
mitocondrial e conseqiientemente a viabilidade celular (SCUDIERO et al.,
1988)

Protocolo: Células das linhagens HL60 mantidas conforme descrito
no item 3.4 foram centrifugadas e ressuspendidas em meio RPMI 1640,
contadas em camara hemocitométrica e a concentracdo de células foi
ajustada para 5 x 10° células/poco. As células foram tratadas com
diferentes concentragées do Paladaciclo Ferroceno 1:2 (0,5uM; 1,18uM;
2,36uM; 3,55uM; 4,73uM; 5,92uM; 11,8uM e 17,7uM). A placa foi entdo
incubada em estufa imida com 5% de CO; a 37°C por 72 horas. Apoés este
periodo, 10 uL da solugio de MTT (concentragdo final = Smg/mL) foram
adicionados em cada pogo. Apés 4 horas, os cristais de formazan foram
dissolvidos com 100 uL de isopropanol &4cido. A densidade optica foi

medida através do leitor de ELISA em 570 nm. Foram realizados 3
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experimentos independentes com cada concentragdo do composto realizada
em triplicata. A percentagem de sobrevivéncia celular na presenca dos
compostos em estudo foi calculada da seguinte maneira:

% Células viaveis = Absorbincia por poco tratado x 100

Absorbancia do controle

3.6. Viabilidade celular através do método de exclusao do 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). O
teste de exclusdo do azul de Trypan avalia a capacidade da célula de
permitir a entrada do corante através da membrana plasmética e em seguida,

conseguir expulséd-lo para o meio extracelular.

Pré)tocolo: Apos incubacdo das células da linhagem HL60 com virias
concentragdes do Paladaciclo Ferroceno 1:2 (1,18uM; 2,36uM; 3,55uM;
4,73uM; 5,92uM; 14,8uM e 29,6uM), as células foram centrifugadas e
ressuspendidas em meio RPMI 1640. Apés este procedimento, as células
foram diluidas (1:10) no Azul de Trypan e a contagem das células invidveis

foi realizada em cimara hemocitométrica.

3.7. Cultura clonal de precursores hematopoiéticos a partir da medula
ossea e do baco de camundongos (CFU-C):

Os ensaios clonogénicos em soft-agar sdo utilizados para quantificar
progenitores que proliferam formando coldnias incluidas no gel. Para
enumerar estas células clonogénicas € importante que todas as células
multipotenciais presentes na cultura sejam induzidas a proliferar e que as
condi¢bes de cultura sejam ajustadas, para se evitar um ntimero exagerado
de coldnias em cada placa de Petri com conseqiiente superposicio das
mesmas, de modo a permitir a identificacio de cada colénia. Também ¢é

importante que o fator estimulador de crescimento (CFS) seja utilizado em

concentracdes supraméximas. Utilizamos o meio condicionado de células
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esplénicas (SCM), conforme descrito no item 3.8 a seguir. Além disso, a
escolha do soro fetal bovino foi feita cuidadosamente devido a variacdo
encontrada para a atividade dos varios lotes e marcas.

Protocolo: Apds sacrificar o animal por deslocamento cervical,
limpou-se a pele com alcool iodado. Apds exposi¢do do fémur removeu-se a
cartilagem sobre o orificio na extremidade distal e cortou-se o 0sso na
jungdo superior. A medula 6ssea foi transferida com o auxilio de agulha e
seringa para um tubo contendo meio de cultura RPMI 1640 (Sigma). O bago
foi removido em condi¢des assépticas e colocado em um tubo estéril
contendo meio de cultura RPMI. A seguir, o bago foi macerado
cuidadosamente para liberagcdo das células esplénicas. O nimero de células
(medula oOssea e bago) nas suspensdes foi contado em céamara
hemocitométrica apds diluigdo 1:10 em azul de Trypan. Logo apéds, foi
preparado o meio mais agar (Bacto-agar, Difco), o qual consiste de 30% de
meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-Difco) 2 x
concentrado, 20% de soro fetal bovino e 50% de agar (concentragdo final de
0,3%). A seguir, adicionou-se o volume apropriado de células, (1x10°
células/mL e 2x10° células/mL para a avaliagio da mielopoiese medular e
extramedular, respectivamente) em meio mais agar (37°C). Estas suspensdes
(meio mais células) foram distribuidas em volumes de 2,0 mL em cada placa
de Petri (35mm), as quais ja continham 100puL do estimulo apropriado
(SCM). Distribuiu-se o conteudo por toda a superficie da placa e deixou-se
geleificar. Incubou-se por 7 dias a 37°C em presencga de 5% de COz no ar e
a seguir foi contado o numero de colonias em microscépio de dissecgdo com
aumento de 40 x (METCALF, 1984).

Os estudos in vitro foram realizados pela da incubagdo das células da
medula 6ssea obtidas de um animal normal nas mesmas condi¢gdes descritas
acima com diferentes concentragdes do composto Paladaciclo Ferroceno 1:2
(1,18uM; 2,36uM; 3,55uM; 4,73uM; 5,92uM; 7,10uM; 8,29uM e 14,8uM)

diretamente na placa de cultura. Para os estudos in vivo, os animais foram
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Para estudo morfoldgico as colonias foram fixadas com glutaraldeido
2,5 % (v/v) e coradas com Luxol Fast Blue/hematoxilina, conforme a figura

2, a seguir.

Figura 2: Aspecto microscépico de coldnias de granuldcitos e macréfagos
(CFU-GM) obtidas da medula éssea de camundongos normais na presenca de
concentra¢des supramaximas do meio condicionado de células esplénicas

(SCM). (Aumento 400 x)

3.8. Preparagio do meio condicionado de células esplénicas (SCM):

Bacos de camundongos Swiss foram removidos sob condigdes
assépticas e passados delicadamente através de peneira de ago inoxidavel
estéril. Preparou-se uma suspensdo com 2x10°% células/mL em meio RPMI-
1640 (Cultilab) contendo 20% de soro fetal bovino. Adicionou-se ao meio
5x10° M de 2-mercaptoetanol, 0,05 mL de “pokeweed mitogen” por mL de
meio com concentracdo final de 1,65 pug/mL e incubou-se por 7 dias a 37°C
em estufa tmida contendo 5% de CO, no ar. A seguir, centrifugou-se o
sobrenadante e filtrou-se em filtro milipore (0,0,45um).

A atividade funcional do CSF foi determinada através dos estimulos
produzidos sobre o crescimento clonal de células progenitoras
hematopoiéticas de animais normais em meio semi-sélido. A titulagdo deste
lote de SCM demonstrou que uma dilui¢do de até 1:4 fornece resultados que

estio dentro dos niveis de resposta supermédxima. Os resultados, em
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duplicata, da titulagdo realizada em cultura de 7 dias estdo apresentados na

tabela 1 a seguir:

Tabela 1: Titulacdo do meio condicionado de células esplénicas (SCM) em
presenca de células de medula éssea de camundongos Swiss (1x10°

células/mL):

DILUICAO SCM CFU-C x 10°

1:1 109,2 + 4,2
1:2 102 = 3,5
1:4 105,6 £ 5,1
1:8 75,6 £ 4,2
1:16 57,6 £ 4,0
1:32 34,8 = 3,0
1:64 7,2 1,2
1:168 0

Namero total de células da medula 6ssea

Resultados obtidos em duplicata.

3.9. Cultura liquida de longa duracdo de células precursoras

hematopoiéticos da medula 6ssea de camundongos.

Esta cultura € totalmente dependente da formagdo de uma camada de
células aderentes, derivadas de células estromais da medula Gssea. Estas
células estromais mantém entdo a hematopoiese, promovendo um ambiente
apropriado para proliferacdo, sobrevivéncia, diferenciagdo e auto-renovagio
das células progenitoras. A formacdo desta camada de células aderentes
ocorre através da sintese e secrecio de fatores de crescimento
hematopoiéticos, os quais sdo responsdveis pela formacio da matriz

extracelular de células estromais. Sendo assim, as células mais imaturas
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hematopoiéticos, os quais sdo responsaveis pela formagido da matriz
extracelular de células estromais. Sendo assim, as células mais imaturas
permanecem dentro desta camada de células aderentes e sdo liberadas para o
meio de cultura, com o objetivo de manter a hematopoiese. Desta forma, o
namero de células progenitoras presentes no meio de cultura liquida ¢
quantificado apods a realizagdo da cultura clonal na presencga de fatores de
crescimento hematopoiéticos exdégenos (DEXTER et al., 1997).

Apdés sacrificar os animais (aproximadamente 8) através de
deslocamento cervical, limpou-se a pele com alcool iodado. Apo6s exposigéo
do fémur removeu-se a cartilagem sobre o orificio na extremidade distal e
corta-se 0 0sso na junc¢io superior. A medula Ossea e as células do estroma
medular (aproximadamente 107 células/mL) sdo transferidas com o auxilio
de agulha e seringa para um tubo contendo meio de cultura. Esse meio foi
composto por meio RPMI (Sigma) suplementado com L-glutamina, soro
eqiiino e hidrocortisona (concentragio final 10?). O volume de células mais
meio foi distribuido em frascos de cultura T25 (10 mL do meio mais células
em cada frasco) para a formagdo do grupo controle. Para formar o grupo
tratado com Paladaciclo Ferroceno 1:2, outros frascos T25 receberam 10 mL
do meio mais células, além de 1,18 puM (concentragio final) do Paladaciclo
Ferroceno 1:2 . Os frascos de cultura foram colocados em estufa com 5% de
CO; a 37°C para a formagdo da camada de células aderentes. No intervalo
de 7 dias fez-se a reposi¢do do meio de cultura saturado, com o intuito de
evitar a morte celular. Na 4* semana foi realizada a repopulacdo de células,
pois o estroma ja formado serviu de suporte para as células jovens. Apés a
estabilizagio da hematopoiese (aproximadamente 5 semanas), a cultura
clonal (CFU-C) foi realizada semanalmente, com o objetivo de quantificar o
nimero de precursores hematopoiéticos derivados das células aderentes
formadoras do estroma medular. Na ultima semana de incubagédo (9° semana)
o estroma formado foi removido com solugdo de tripsina (0,25%) contendo

EDTA (0,2%), e as células aderentes foram contadas com azul de trypan.
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3.9.1. Cultura clonal dos precursores hematopoiéticos (CFU-C) a
partir das células progenitoras obtidas no meio de cultura liquida de
longa duracao.

A partir da quinta semana de cultivo e a cada sete dias, foram
coletados 5 mL das culturas descritas acima. A seguir, este meio mais
células foi centrifugado (10 minutos a 1.500 rpm), e o botdo celular foi
ressuspendido em 1 mL de meio RPMI. A seguir estas células foram
submetidas ao protocolo de cultura clonal (CFU-C) descrito anteriormente
(item 3.7) utilizando-se o meio condicionado de células esplénicas (SCM)
como fator estimulador do crescimento e diferenciacio celulares, cuja
obtencdo foi descrita no item 3.8. Este fator estimulador foi utilizado na
cultura de longa duragdo, uma vez que estimula as células jovens em

diferentes estdgios de diferenciacgio.

3.10. Deteccdo da expressdo do Bcl-2 (técnica de imunocitoquimica,
método de fosfatase alcalina, anti-fosfatase alcalina- APAAP) em
linhagem leucémica HL60 frente a diferentes concentragcoes do
Paladaciclo Ferroceno 1:2:

O principio de todos os métodos imunohistoquimicos ou
imunocitoquimicos € a identificacdo de antigenos celulares ou teciduais por
uma reagdo antigeno-anticorpo in situ, visualizada por moléculas
reveladoras, tais como fluorocromos, enzimas e particulas de ouro coloidal
ou outros sistemas de deteccgao.

Protocolo: Apés estabilizagdo das células HL60 em cultura liquida,
estas foram incubadas (concentracdo final de 2,5 x 10’ células/mL) com
diferentes concentragées do Paladaciclo Ferroceno 1:2 (1,18uM; 2,36uM;
3,55uM; 4,73uM; 5,92uM; 14,8uM). Apés 72 horas de incubacio, estas
células foram lavadas (3x) em meio RPMI 1640 e diluidas em 20 mL de

tampao TBS. O citospin foi realizado colocando-se 120 pL em cada suporte
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de filtro citolégico e centrifugando-se por 5 minutos a 800 rpm. No dia
seguinte, as laminas foram fixadas em acetona gelada por 10 minutos e
hidratadas com tampdo TBS. As ligagdes inespecificas foram bloqueadas
pela incubagdo das laminas com soro suino por 20 minutos. A seguir, as
laminas foram incubadas com anticorpo primdrio (Bcl-2 - Dako) por 2
horas, anticorpo biotinilado (Mult-link) por 45 minutos e complexo ABC
(Strept ABComplex/AP) por 45 minutos. Logo apés, foi realizada a
coloragdo com substrato cromégeno, que consiste de: A atividade da
fosfatase alcalina foi detectada utilizando-se o substrato cromégeno que
consiste de fosfato naftol AS-MX 0,2%, dimetilformamida 2%, levamisole
0,24% e o sal Fast Red TR 0,1% em 0,01 mol.L-1 Tris-HCIl, pH 8.1. A
contra-coloragdo foi efetuada com Hematoxilina de Mayer e dgua amoniacal
por alguns segundos. As liaminas foram montadas com glicerol (Sigma-
Aldrich) para leitura em microscopia 6ptica. A percentagem de células
positivas para a oncoproteina Bcl-2 e a intensidade de coloragdo por meio
de escala com 5 pontos foram determinadas pela contagem de pelo menos
300 células por 1amina (MAUNG et al., 1994; BINCOLETTO et al., 1999).

3.11. Padronizagdo da técnica de RT-PCR para estudo da expressdo de Bcl-
2:

Protocolo: A linhagem leucémica HL-60 foi mantida em meio RPMI-
1640 (Cultilab) e repicada semanalmente para congelamento € avaliagao da
expressido e transcricdo de Bcl-2. Para os experimentos, as células HL-60
(concentracdo final de 1x107 células/mL) foram centrifugadas por 10 min. a
1500 rpm e a seguir incubadas com diferentes concentragbes do composto
Paladaciclo Ferroceno 1:2. Ap6s 72 horas de incubacdo, as células foram

removidas da estufa, lavadas (3x) em meio RPMI 1640.
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3.11.1. Isolamento de RNA total

O RNA total foi isolado das células HL-60 utilizando-se Trizol™
(Gibco BRL, Life technologies). A concentragao utilizada para a obtencio
da 1" fita de cDNA, descrita a seguir, foi ajustada apés leitura da

absorbincia a 260nm.

3.11.2. 1° fita de cDNA

Foi utilizado tamp&o contendo: 50 mM TrisHCI pH 8,3; 40 mM KCl, 6
mM MgCl;, 10 uM DTT, 0,6 mM dNTP, 60 ug de “ random hexamers
primers” , 4 U inibidor de RNAse (40U/uL), 1 ug de RNA total; 400 U de
M-Mulv (200 U/uL), DEPC-4gua para 50 uL. Esta reacdo foi incubada por 2
horas a 37°C e a seguir por 3 min. a 95°C. A mistura reacional foi colocada

em gelo (1 min.) e armazenada a -20°C.

3.11.3 RT-PCR quantitativo (Transcriptase Reversa- reacdo de polimerase

em cadeia)

Os niveis de mRNA foram semi-quantificados através da técnica de
RT-PCR comparando-se a densitometria das bandas de Bcl-2 com a
densitometria da banda de beta-actina (controle interno) (QUATTRONE et
al., 1995). A metodologia consiste primeiramente na determinacio da faixa
linear entre a quantidade de cDNA inicial amplificado e a quantidade de
produto final. Para esta determinacdo foram amplificadas diluic¢des seriais
de cDNA tanto de beta-actina como de Bcl-2 mantendo-se o mesmo nimero
de ciclos de amplificacdo. Apés esta definigdo, os cDNAs tanto do controle,
e do Bcl-2 foram amplificados em tubos separados. Esta estratégia evita a
formagdo de duplex decorrente do envolvimento de 2 pares diferentes de
primers no mesmo tubo (HORIKOSHI et al., 1992). O cDNA do controle
interno foi obtido da preparagcio total de cDNA. Apé6s amplificagido, os
c¢DNAs foram separados em gel de agarose a 1 % e as bandas comparadas

com a amplificagdo do controle interno. A reagio de PCR consistiu em: 1-5

Material e Métodos
38



pL de cDNA, 400 nM de cada primer, 1X tampio de enzima, 1,5 mM
MgCl;, 200 pM de dANTP e 2,5 U de TAQ DNA polimerase. O volume final
da reagédo foi de 50 uL. As condigdes da PCR foram as seguintes:

Bel-2 - 319 pb: 5 min. 94°C para denaturagio; 25 ciclos: 94°C 1 min; 56°C
1 min; 72°C 1 min e final de 72°C por 10 min.

Bcl-2 primer 5° - 5°- GGACAACATCGCCCTGTG -3’

Bcl-2 primer 3° -5 — AGTCTTCAGAGACAGCCAGGA - 3’

Beta- actina - 540 pb: 5 min. 94°C para denaturagio; 25 ciclos: 94°C 1 min;
65°C 1 min; 72°C 1 min e final de 72°C por 10 min.

Beta-actina primer 5° - 5°-GTGGGCCGCTCTAGGCACCA -3°

Beta-actina primer 3’ - 5’-CTCTTTGATGTCACGCACGATTTC - 3’

3.12. Andlises estatisticas

Para se compreender a variabilidade da varidvel nimero de coldnias,
utilizaremos o modelo de Anilise de Varidncia (ANOVA). Segundo este
modelo, a variabilidade € tratada em funcio de um ou mais fatores. No caso
de diferencas significativas o teste de Tukey-Kramer foi aplicado para
identificar estas diferengas. O teste T de Student (paramétrico) também foi
utilizado na andlise da celularidade, nimero de CFU-GM e de células
aderentes na cultura liquida de longa duragdo. Os testes nio paramétricos
aplicados para avaliar diferengas significativas entre os protocolos
experimentais no ensaio de expressio de Bcl-2 foram ANOVA de Kruskal-

Wallis e teste a posteriori de comparacgdes miltiplas de Dunn.
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4. RESULTADOS
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4.1 Teste de reducdo do MTT brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio]

4.2

O teste de reducdo MTT nos permitiu observar o comportamento
citotéxico do Paladaciclo ferroceno 1:2 frente a linhagem leucémica HL60.
Através da andlise da figura 3 a seguir, podemos observar que este
composto apresenta uma concentracido inibitéria 50 % igual a 5,3 uM. Este
resultado indica que esta droga é capaz de inibir o crescimento celular
desta linhagem em doses minimas, sugerindo portanto, a necessidade de
estudos adicionais quanto ao seu potencial antileucémico. Os resultados

estdo expressos em percentagem em relacdo ao controle.

Viabilidade celular em linhagem leucémica HL60

A viabilidade celular foi avaliada pelo método de exclusio com
Azul de Trypan, na linhagem leucémica HL60 frente a diferentes
concentracdes do Paladaciclo ferroceno 1:2 (1,18 uM; 2,36 uM; 3,55 uM; 4,73
uM; 5,92 uM; 14.8 uM e 29,6 uM) (Figura 4). Em relagao a viabilidade celular,
verificamos que 0 nimero de células vidveis foi dose-dependente, com um
IC = 2,5uM. Por este método, mais uma vez verificamos que este composto
interfere na proliferacdo de células leucémicas HL60. Os resultados estdo

eEXpressos em percentagem em relacdo ao controle.
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IC5=5,3 uM

Porcentagem em relacao ao controle

0 2 4 6 & 10 12 12 18 T 2
Concentragdo (uM)

Figura 3: Citotoxicidade do Paladaciclo ferroceno 1:2 em células da
linhagem HL60 apds 72 horas de incubagdo a 37°C e 5% de CO;. Avaliacio
realizada pelo método de reducio do MTT a cristais de formazan em trés
experimentos independentes realizados em triplicatas. Leitura realizada
através de ELISA em 570nm.
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100 -

ICy=25uM
90 _ 50 k.

Porcentagem em relagéo ao controle

Controle 1,18 2,36 355 473 592 148 296
Concentragao (M)

Figura 4: Nimero de células HL60 viidveis apés a incubacio com
diferentes concentragdes do composto Paladaciclo ferroceno 1:2. Esta
avaliagdo foi realizada através do método de exclusio com Azul de Trypan,
ap0s a incubacgdo das células leucémicas com este composto por 72 horas,
(*) significativo em relacdo ao controle. (P < 0,05, ANOVA, Tukey-

Kramer).
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4.3 Cultura Clonal in vitro dos precursores hematopoiéticos da medula
ossea de animais normais, na presenca de diferentes concentracées do

Paladaciclo ferroceno 1:2 :

Os resultados apresentados na figura 5 demonstraram gque a
concentracdo de 1,18 uM ndo alterou o niimero de progenitores CFU-GM
da medula 6ssea provenientes de animais normais. Por outro lado, uma
diminui¢do dose-dependente no ntmero de CFU-GM foi observada com
concentragbes iguais e/ou superiores a 2,36 uM. A IC obtida nesta
avaliacdo foi de 4,7uM. Os resultados estio €Xpressos em percentagem em

relagdo ao controle.
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4.4 Cultura clonal in vivo dos precursores hematopoiéticos a partir de
células progenitoras da medula éssea de animais normais, animais
portadores do TAE, animais tratados com o Paladaciclo ferroceno 1:2
e animais portadores do TAE e tratados com o Paladaciclo ferroceno
1:2,

Estes resultados estdo apresentados na figura 6. Nossos resultados
demonstraram que o nimero de progenitores CFU-GM da medula éssea
dos animais portadores do Tumor Ascitico de Erhlich diminuj de maneira
significativa em relagdo aos animais normais controle. Quando estes
animais foram previamente tratados com o compotos Paladaciclo
ferroceno 1:2 por 4 dias consecutivos com 1,18 uM do Paladaciclo
ferroceno 1:2, estes mantiveram a queda significativa no ntmero de
progenitores CFU-GM da medula éssea em relagio ao controle normal.
Por outro lado, os animais normais que receberam 1,18 uM do
Paladaciclo ferrocenmo 1:2 ndo apresentaram queda significativa no
nimero de progenitores CFU-GM, demonstrando auséncia de

citotoxicidade para progenitores mielides com esta concentracao.
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Figura 6: Nimero de col6nias de granulécitos/macréfagos (CFU-GM) da
medula dssea de camundongos portadores do TAE e tratados com 1,18 uM
do Paladaciclo ferroceno. Os animais foram inoculados com as células
tumorais (6 x 100 células/mL) e 72 horas apés este procedimento, foi
iniciado o tratamento com o composto em estudo por via subcutinea
durante 4 dias consecutivos. Vinte e quatro horas apds a ultima dose da
droga, foram realizados os ensaios de cultura clonal.* Significative em

relagdo ao controle. (P < 0,05, ANOVA, Tukey-Kramer).
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4.5 Cultura clonal dos precursores hematopoiéticos a partir de células
progenitoras obtidas do baco de animais normais, animais portadores
do TAE, animais tratados com Paladaciclo ferroceno 1:2 e animais

portadores do TAE e tratados com o Paladaciclo ferroceno 1:2 .

Nossos resultados demonstraram (figura 7) que o nimero de
progenitores CFU-GM do bago nos animais portadores do tumor ascitico
de Erhlich aumenta de maneira significativa em relacdo aos animais sem
tumor. Quando estes animais foram tratados com 1,18 uM do Paladaciclo
ferroceno 1:2 por 4 dias consecutivos, iniciando-se 72 horas apos a
inoculagdo tumoral, a presenga de hematopoiese extramedular (esplénica)
também foi observada, indicando que a droga nio interfere nesta resposta
do hospedeiro na presenca do tumor. Os animais normais que receberam
1,18 uM do Paladaciclo ferroceno 1:2 também nio apresentaram
hematopoiese esplénica, sugerindo assim um baixo potencial

toxicol6gico para este composto.
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Figura 7: Col6nias de granulécitos/macréfagos (CFU-GM) do bago de
camundongos portadores do TAE e tratados com 1,18 uM do Paladaciclo
ferroceno 1:2. Os animais foram inoculados com as c€lulas tumorais (6 x
106 células/animal) e 72 horas apés este procedimento, foi iniciado o
tratamento com o composto em estudo por via subcutinea por 4 dias
consecutivos. Vinte ¢ quatro horas apds a ultima dose da droga, foram
realizados os ensaios de cultura clonal.* significative em relacio ao
controle. (P < 0,05, ANOVA, Tukey-Kramer).
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4.6. Efeitos do Paladaciclo ferroceno 1:2 sobre o peso do bago:

Os resultados obtidos nesta avalia¢do estio apresentados na figura
8. Nesta anilise, mais uma vez, verificamos auséncia de efeitos do
Paladaciclo ferroceno 1:2 sobre o bago de animais normais. Neste
experimento o peso do bago dos animais apenas tratados com o
Paladaciclo nio apresentou alteracdo em relagio ao peso obtido para os
controle. Entretanto, os animais portadores do TAE e os animais
portadores do TAE/tratados com 1,18uM do Paladaciclo ferroceno 1:2,
apresentaram um aumento significativo no peso deste 6rgdo quando
comparado aqueles do controle normal. Portanto, podemos concluir que a
droga nido foi capaz de reverter a esplenomegalia observada nos animais

portadores do TAE.
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Figura 8: Peso do bago de camundongos portadores do TAE e tratados
com 1,18uM Paladaciclo ferroceno 1:2. Os animais foram inoculados
com as células tumorais (6 x 106 célula/animal) e 72 horas apés este
procedimento, foi iniciado o tratamento com o composto em estudo por
via subcutinea por 4 dias comsecutivos. Vinte e quatro horas apds a
tltima dose da droga, foi realizada a mensuragdo do bago.* significativo

em relagdo ao controle. (P < 0,05, ANOVA, Tukey-Kramer).

Resultados
51



4.7 Efeitos do Paladaciclo ferroceno 1:2 (1,18uM) sobre a formagio do
estroma medular in vitro e nitmero de colénias (CFU-C) obtido a partir
das células progenitoras obtidas no meio de cultura liquida de longa

duracdo:

Nossos resultados demonstraram auséncia de citotoxicidade do
Paladaciclo ferroceno 1:2 na concentracdo de 1,18uM as células
hematopoiéticas da medula 6ssea de animais normais, pois néo
verificamos alteracGes significativas na celularidade néo aderente das
culturas tratadas, quando comparada ao controle, nas semanas 1, 2 e 8
(figura 9). Além disso, verificamos também um aumento significativo no
numero de células aderentes do estroma medular nas culturas tratadas em
relagdo aquelas sem tratamento, no final dos experimentos, ou seja, na 9
semana (figura 10). Por outro lado, o nimero de CFU-GM, obtido
semanalmente no sobrenadante das culturas liquidas a partir da quinta
Seémana, apresentou-se reduzido em relagdo ao controle (figura 11),
exceto na oitava semana, onde nio houve diferencas significativas entre
as culturas tratadas e nio tratadas. As figuras 12 e 13 ilustram o aspecto
morfoldgico das células aderentes da cultura de longa duragdo na quinta
semana de incubagio com o Paladaciclo ferroceno 1:2 (1,18uM) e seun

respectivo controle.
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Figura 9: Nimero de células ndo-aderentes (vidveis e néo vidveis) obtido
semanalmente no sobrenadante das culturas liquidas de longa duracéo
tratadas com o composto Paladaciclo ferroceno 1:2. O meio saturado foi
trocado semanalmente por meio RPMI contendo a droga em estudo
(1,18uM - concentragdo final). * Significativo em relacdo ao controle

(P < 0,05, Teste T - Student).
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Figura 11: Efeito da incubacdo do composto Paladaciclo ferroceno 1:2
(1,18uM) sobre a formacdo de coldnias de precursores hematopoiéticos pra
granulécitos e macréfagos (CFU-GM) obtidas a partir das células néo
aderentes presentes no sobrenadante das culturas liquidas. Esta avaliacgédo
foi iniciada na 5% semana de cultura, uma vez que as células aderentes
formadoras do estroma medular j& estavam em confluéncia.

* Significativo em relagdo ao controle (P < 0,01, Test T - Student).
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Figura 12: Aspecto microscépico do estroma medular na 5 semana de

i

cultura. A — cultura nio tratada com o Paladaciclo (controle) e B — cultura
tratada com o composto Paladaciclo ferroceno 1:2 (concentragio final
1,18uM). O meio de cultura foi renovado semanalmente. Aumento 200 x.
Note a presen¢a de 4reas de concentragdo de células progenitoras nas

culturas tratadas.

Resultados
56



Figura 13: Aspecto microscépico do estroma medular na 5" semana de
cultura. A — cultura nfo tratada com o Paladaciclo ferroceno 1:2 (controle)
e B — cultura tratada com o Paladaciclo ferroceno 1:2 (concentragdo final
1,18uM). O meio de ambas as culturas foi renovado semanalmente.
Aumento 400 x. Note a presenga de areas de concentraciio de células

progenitoras nas culturas tratadas.
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4.8 Expressdo do proto-oncogene Bcel-2 em células leucémicas HL60

tratadas com o Paladaciclo ferroceno 1:2 :

Apéds contagem das ldminas, determinou-se a porcentagem de células
positivas presentes e intensidade de coloragdo por meio de escala com 3
pontos. Ndo houve diferenca estatistica na intensidade de coloracdo entre as
células controle e as células tratadas com [,18uM; 2,36uM; 3,55uM;
4,73uM e 5,92 uM (média da pontuagdo = 3). No entanto, para a
concentracdo de 14,8uM, determinou-se médias de pontuagdo 1 com
p<0,001 em relacdo ao controle e as concentra¢cdes 1,18uM; 2,36uM;
3,55uM; 4,73uM e 5,92 uM (ANOVA de Kruskal-Walles, teste de

comparacdes multiplas de Dunn).
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Figura 14: Expressdo do proto-oncogene Bc¢/-2 método APAAP: (fosfatase
alcalina- anti-fosfatase) em células HL60 nio incubadas. Note a intensidade

de expressdo de Bc/-2 em células HL60. (Aumento 400 x).
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4.9 Avaliacdo da transcri¢do génica do Bcl-2, em células leucémicas HL60

pelo método de RT-PCR:

Esta analise confirmou os resultados obtidos nos ensaios de
imunocitoquimica, pois verificamos pelo método de RT-PCR, que o
Paladociclo ferroceno 1:2 ndo ¢ capaz de modular a expressdo de Bel-2 em

células HL60 incubadas por 72 horas com 1,18mM, 3,55mM, e 5,92mM.

B-actina (540 pb)
Bcl-2 (319 bp)

Figura 15: Andlise por RT-PCR da expressdo de genes envolvidos no
processo apoptdtico em células leucémicas HL60 na presenca de
concentragdes crescente do composto Paladaciclo ferroceno 1:2 (1,18uM,
3,55uM e 5,92uM). Amplificagdo do c¢cDNA para b-actina e Bcl-2 estd

apresentada e identificada na figura acima.
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5. DISCUSSAO
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Historicamente, as anélises iniciais de novos agentes antineoplisicos
baseiam-se na eficdcia contra uma série de tumores murinos transplantéveis
(CORBETT et al.,1987). No entanto, com o propésito de superar possiveis
limitagbes nas avaliagdes de novos compostos antitumorais, emprega-se hoje
em dia, linhagens celulares derivadas de tumores humanos (FRICKER et
al.,1989). Neste sentido, avaliou-se previamente, a atividade citotéxica do
composto Paladaciclo ferroceno 1:2 in vitro, para posteriormente, ser
realizada a avaliagdo in vivo.

Os resultados obtidos sugerem que o Paladaciclo ferroceno 1:2
apresenta potencial antitumoral, uma vez que este composto foi capaz de
interferir na proliferacio e viabilidade das células leucémicas HL60, sendo
importante salientar, que esta linhagem apresenta células com grande
capacidade de resisténcia aos quimioterdpicos convencionais (EDELSTEIN,
et al., 1988). A citotoxicidade deste composto foi verificada pelos testes de
exclusdo do Azul de Trypan e reducdo do MTT a formazan, fornecendo
deste modo, os primeiros parimetros relacionados as concentragdes
inibitérias do Paladacicle ferroceno 1:2. O teste de reducdo do MTT nos
forneceu um IC de 5,3 uM. Este valor de concentragdo inibitdria foi menor
no teste de exclusdo pelo Azul de Trypan, o qual nos forneceu um IC de 2,5
uM. A diferenca obtida nas concentragbes inibitérias descritas acima
poderia ser explicada, pelo menos em parte, pelos diferentes principios dos
métodos, pois o teste de redugdo do MTT avalia a capacidade da enzima
succinato desidrogenase mitocondrial em reduzir o MTT a cristais de
formazan (OSORIO et al., 1998). Por outro lado, o teste de exclusio do azul
de Trypan avalia a capacidade da célula de permitir a entrada do corante
através da membrana plasmdética e em seguida, conseguir expulsé-lo para o
meio extracelular. Portanto, é possivel que embora a membrana celular
apresente danos causados pelo Paladaciclo ferroceno 1:2, as organelas

citoplasmaticas ainda estejam em condigdes de realizar algumas das funcoes
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bioquimicas como por exemplo as mitocdndrias, local da reacdo na qual se
baseia o teste de reducdo do MTT a formazan (SCUDIERO et al., 1988).

Ao avaliarmos os efeitos do Paladaciclo ferroceno 1:2 sobre o
crescimento e diferenciagao dos precursores hematopoiéticos da medula
6ssea para granuldcitos ¢ macréfagos (CFU-GM) in vitro, obtivemos um IC
similar ao obtido no teste de reducdo do MTT a formazan, ou seja, 4,7 uM.
Por outro lado, este valor de concentragdo inibitéria média foi maior
quando comparamos com aquele obtido pelo teste de exclusio do azul de
trypan. Levando em consideragio que a medula 6ssea é um tecido de
renovagao rapida, altamente susceptivel 4 agentes téxicos (BREIDENBACH
et al., 2003; LAUFS et al., 2003; SCHEY et al., 2003), nossos resultados
sugerem uma maior citotoxicidade do composto em estudo para células
leucémicas HL60 em relagdo as células normais. Além disso, é importante
salientarmos que a menor concentracio testada no experimento de CFU-GM
(1,18 uM), ji foi capaz de diminuir o ndmero de células HL60 vidveis
quando analisado pelo método de exclusdo do azul de trypan. Por outro
lado, em células de medula 6ssea normal, esta concentracido nio causou
nenhuma alteracdo na formagio de colénias mieléides. Portanto, esta dose
(1,18 uM) foi utilizada nos ensaios de cultura clonal in vive, em animais
inocuiados com células do TAE.

Em relacdo as alteragdes hematopoiéticas induzidas pelo TAE, virios
trabalhos na literatura tém demonstrado que este tumor é capaz de provocar
uma mielossupressdo, normalmente expressa pela diminuigio no nimero de
precursores hematopoiéticos CFU-GM. Um dos mecanismos sugeridos para
a causa desta supressio da medula 6ssea é a capacidade deste tumor de
induzir a liberag@o de substdncias inibitérias do sistema imunolégico, como
a prostaglandina da série E — PGE; (FECCHIO et al., 1990). Na presenca de
PGE;, ocorre uma inibi¢do do influxo inflamatério e alteragdes nas fungdes
de macréfagos com inibigdo da proliferagao de células T e blogueio da acgio

de TNF-a nos macréfagos (YOUNG e HOOVER, 1986: NELSON et
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al.,1990; ALLEVA et al.; 1993; SEGURA et al., 1997). Neste sentido,
observamos em nossos estudos mais uma vez uma diminuicdo significativa
no nimero de colbnias para granulécitos e macréfagos (CFU-GM) em
animais portadores do TAE., Além disso, a presenca desse tumor também foi
capaz de induzir a hematopoiése extramedular, que manifestou-se pelo
aumento no nimero de precursores hematopoiéticos CFU-GM no baco de
animais portadores deste tumor. Em paralelo, foi observada uma ligeira
esplenomegalia nos bacos desses animais, confirmada pelo aumento do peso
desses 6rgdos.

A presenca de hematopoiése esplénica na presenca do TAE ja esti
bem caracterizada na literatura (VALADARES et al., 1998; JUSTO et al.,
2001; QUEIROZ et al., 2001.). Porém, a conseqiiéncia de tal efeito no
desenvolvimento tumoral, ainda nio foi totalmente esclarecida. Sabe-se que
na vida adulta, a hematopoiese é restrita 3 medula &éssea. No entanto,
algumas patologias como o cincer, faléncia ou disfun¢do do microambiente
medular ¢ também a exposicio a substincias t6éxicas podem induzir a
hematopoiese extramedular em 6rgios como bago e figado, mesmo durante a
vida adulta, pois estes 6rgios mesmo inativos reservam no periodo pés-
natal um potencial hematopoiético (STADECKER e WRIGHT, 1984). Em
nossos estudos, a hematopoiese esplénica foi verificada apenas na presenca
do TAE. Por outro lado, tratamento com o Paladaciclo ferroceno 1:2 nio
causou nenhuma alteragido no bago dos animais, pois tanto o nfimero de
progenitores hematopoiéticos como o peso deste Orgdo, n3o apresentaram
nenhuma alteragéio em relagdo ao controle.

Com relagéo aos animais portadores do TAE/tratados com 1,18 uM do
Paladaciclo ferroceno 1:2, também nio observamos nenhuma protegio desta
droga nestes camundongos em relagdo aos animais apenas portadores deste
tumor, confirmando resultados obtidos anteriormente em nosso laboratério
(CAIRES et al., submetido). Estes resultados podem estar relacionados ao
fato desta droga ser mais ativa contra tumores malignos por inibir a

Catepsina B em estudos in vitro e in vivo (CAIRES et al., 2000), a qual est4
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envolvida na degradacio de componentes da matriz extracelular nos
processos metastaticos (NAKAGINA et al.; 1983; MIGNATTI et al.; 1996;
COLELLA et al.; 2002.). Neste sentido, como jid descrito na introducio, o
tratamento com esta droga aumentou significativamente a sobrevida de ratos
portadores do tumor de Walker, em paralelo a uma diminui¢do dose-
dependente da massa tumoral. Este tumor € metastatico, e expressa altas
concentragdes de Catepsina B, a qual € inibida na presenga do Paladaciclo
ferroceno 1:2, como descrito anteriormente (CAIRES et al., submetido).
Estes resultados sugerem uma certa especificidade deste composto por
alguns tumores.

Esta auséncia de efeitos protetores do Paladaciclo ferroceno 1:2 pode
ser explicada, pelo menos em parte, pelos resultados obtidos na cultura
liquida da longa duragdo. Nesta anilise, observamos que o Paladaciclo
ferroceno 1:2 induz um aumento significativo no ntmero de células
aderentes formadoras do tecido estromal no final dos experimentos, como
demonstrado pelo aumento da celularidade das culturas destacando-se um
aumento nas ireas de cobblestone, locais de alojamento das células jovens.
Além disso, o tratamento dessas culturas com o composto mostrou auséncia
de citotoxicidade, pois o niimero de células ndo aderentes nido vidveis das
culturas tratadas apresentou-se similar ao controle durante todo o periodo
de estudo. Por outro lado, o nimero de células viidveis mostrou-se
diminuido nas culturas tratadas nas semanas 3,4,5,6,7 ¢ 9. Resultados
similares para o nimero de CFU-GM, obtido semanalmente no sobrenadante
das culturas liquidas foram observados. O CFU-GM apresentou-se reduzido
em relagéo as culturas sem tratamento nas semanas 5, 6, 8 e 9, enquanto que
resultados similares foram obtidos para as culturas tratadas e nfo tratadas,
na 7 semana de experimento.

Este padrio de resposta tem sido observado com drogas inibidoras da
enzima conversora da angiotensina (ECA), como por exemplo o Captropil
(CHISI et al., 1999). Neste sentido, realizados por nosso grupo de estudo

demonstraram por métodos espectrofluorimétricos, que o Paladaciclo
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ferroceno 1:2 também € um potente inibidor da ECA em concentracdes
minimas (BINCOLETTO et al.; 2003). Recentemente, o papel da ECA na
regulagio da resposta hematopoiética tem sido amplamente investigado por
varios pesquisadores (COMTE et al., 1998; ROUSSEAU-PLASSE et al., 1998;
GAUDRON et al., 1999; JUNOT et al., 1999; AZIZI et al., 2000; RODGERS
et al., 2000; AZIZI et al., 2001; JUNOT et al., 2001). CHISI et al. (1999),
demonstraram que a inibicdo desta enzima resulta em um aumento na
concentracdo de um de seus substratos endbgenos, o tetrapeptideo
hematoregulador AcSDKP, o qual regula negativamente a hematopoiese,
impedindo que as células pluripotentes da medula 6ssea entrem na fase S do
ciclo celular. (AZIZI et al., 1996; MICHAUD et al., 1997; GAUDRON et
al., 1999). Portanto, a similaridade de nossos resultados com aqueles
obtidos na resposta hematopoiética na presenca de inibidores da ECA,
Sugere que o composto Paladaciclo ferroceno 1:2 também regule a resposta
hematopoiética através de um acdmulo do tetrapeptidio hematoprotetor
AcSDKP. Este aumento nas concentragdes do AcSDKP explicaria, pelo
menos em parte, 0 maior nimero de células aderentes na cultura de longa
duragdo ¢ o menor ndmero de coldnias de progenitores CFU-GM. Além
disso, este aumento nas concentragées do AcSDKP também pode estar
envolvido nas variagbes obtidas na celularidade vidvel a partir da terceira
semana de cultura ¢ no ndimero de CFU-GM na sétima semana de cultura,
quando, ndo foi observada uma redugio significativa em relacio ao
controle. Levando em consideracdo que na camada de células aderentes
existem macréfagos aumentam com o periodo de cultura (DEXTER, 1979), ¢
que estes produzem ECA (COSTEROUSSE, et al., 1993), provavelmente o
peptideo AcSDKP comegaria a ser clivado por essas novas enzimas
produzidas e sua atividade hematoprotetora seria ligeiramente interrompida
até que os niveis endégenos de AcSDKP nido clivado voltassem a aumentar
(BONNET, et al., 1992). De fato, a literatura cientifica demonstra que as
concentragdes do AcSDKP variam durante o periodo de cultura, pois este

tetrapetido tem uma meia vida biol6gica de 4,5 minutos (EZAN, et al.,
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1994). Portanto, uma variagdo das concentragbes do tetrapeptido poderia
estar relacionada com as variagdes observadas nos pardmetros citados
acima. Sendo assim, podemos sugerir que o Paladaciclo ferroceno 1:2 em
baixas concentragdes (1,18 uM) também é capaz de impedir que células
jovens da medula Ossea entrem na fase S do ciclo celular, devido a um
aumento nas concentragdes do tetrapeptideo AcSDKP, abrindo perspectivas
de estudos em relacdo ao seu potencial hematoprotetor. Além disso, levando
também em consideragdo a curta meia vida bioldgica do tetrapeptideo
AcSDKP, fator este, que prejudica sua distribuicio e manutencdo da faixa
terapéutica constate, a pesquisa de compostos quimicamente relacionados,
que interfiram nos niveis deste tetrapeptido, como as drogas inibidoras da
ECA, pode contribuir para o desenvolvimento de uma nova droga
hematoprotetora. Além disso, uma possivel explicagio para o fato do
Paladaciclo ferroceno 1:2 ndo conseguir reverter a mielossupressio causada
pelo TAE seria a atividade deste composto sobre a ECA o que provocaria
um acimulo do tetrapeptideo AcSDKP e conseqiientemente um aumento no
nimero de células aderentes do estroma medular, ndo permitindo assim,
que a medula 6ssea pudesse responder 2 agressdo tumoral.

E importante salientarmos ainda, que os hematoprotetores estudados
atualmente como o tetrapeptidio AcSDKP (MASSE et al., 1998) nio
apresentam efeitos inibitérios sobre células tumorais, ao contririo deste
Paladaciclo que estamos pesquisando, que também apresentou uma inibigio
no crescimento de células da linhagem leucémica HL60.

Em relagdo aos efeitos do Paladaciclo sobre a expressio de genes
envolvidos na apoptose celular, avaliados pela da técnica de
imunocitoquimica (foafatase alcalina/anti-fosfatase — APAAP) ¢ RT-PCR,
verificamos que este composto ndo modifica a expressio de Bcl-2, a qual
interfere no processo de morte celular programada, conhecido como
apoptose (HUANG et al., 2002). A apoptose é um ativo ¢ bem regulado
processo caracterizado por fendémenos especificos como por exemplo,

condensacdo da cromatina e fragmentagio do DNA (SQUIER et al., 1995).
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A familia de proteinas Bcl-2 associadas a inducio de apoptose € constituida
por membros que inibem este processo (Bel-2, Bel-X1, Mcl-1) e outros que
o induzem (Bax, Bad, Bcl-x). Portanto, o balango entre membros pré-
apoptéticos e anti-apoptéticos determinam o destino das células em muitos
sistemas (KROEMER, 1997; DAI et al., 2000: FARID et al., 2001;
MARTINEZ-ARRIBAS et al., 2003). Bcl-2 é uma proteina da membrana
mitocondrial que inibe este processo impedindo a liberacido de citrocromo ¢
¢ conseqiientemente a ativagdo das caspases efetoras da morte celular (KOO
et al., 2002). Portanto, a elevada expressio desta pro'tcina também interfere
na resposta a quimioterapia possibilitando a sobrevivéncia de clones de
células malignas, que contribuem para o insucesso e/fou resisténcia i
quimioterapia (KIM, et al., 2001).

Neste sentido, utilizando o método da fosfatase alcalina - anti-
fosfatase (APAAP), procuramos encontrar sinais de modulacao da expressio
génica de Bcl-2 pelo Paladaciclo ferroceno 1:2 em células HL60. No
cntanto, apenas as concentragdes iguais ou superiores a 14,8 uM,
promoveram uma redugdo na expressio do proto-oncogene Bcl-2 quando
estudado por esta técmica. Apés a realizagio do método da fosfatase
alcalina, avaliamos a expressio génica do proto-oncogene Bcl-2, utilizando
a técnica de RT-PCR. O padrio observado no ensaio imunocitoquimico se
repetiu neste experimento. Concentragbes menores ou iguais a 5,92 uM nio
conseguiram modular a expressio de Bcl-2, o que sugere que esta via de
indugdo da apoptose nd@o esta relacionada aos resultados obtidos em
trabalhos paralelos realizados por nosso grupo de estudos utilizando a
reagdo de Feulgen acoplada a anilise de imagem, indicando que a apoptose
¢ um dos mecanismos de citotoxicidade do composto Paladaciclo ferroceno
1:2 (resultados ndo publicados). Portanto, outras vias de ativacdo da
apoptose podem estar envolvidas independentemente da via Bel-2, como por
exemplo, a via dos receptores para ligantes Fas (KOJI et al., 2003) e TNF
(CLERMONT et al., 2003).
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Assim sendo, levando todos os resultados obtidos pelo mnosso grupo
em consideragdo, podemos sugerir que estamos diante de um novo composto
com propriedades reguladoras da hematopoiése e atividade citotéxica em

células leucémicas.
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6. CONCLUSOES
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O presente trabalho sobre o potencial farmacolégico e toxicolégico

do composto Paladaciclo ferroceno 1:2 permite concluir:

Estudos in vitro

» O paladaciclo ferroceno 1:2 (1,18 uM)dmmmente eétulas
aderentes do estroma medular e diminui o ntGmero de precursores
hematopoiéticos para granulécitos ¢ macréfagos (CFU-GM) obtidos do

sobrenadante das culturas liguidas.

* O nimero de células vidveis do sobrenadante das culturas liquidas oscila
durante o periodo de incubacdo, sugerindo o envolvimento do estroma na

diminuic¢do observada na celularidade nas semanas 3,4,5,6, 7¢ 9.

* A expressao de Bcl-2 ndo € alterada em células HL60 apés o tratamento
com diferentes concentragdes deste composto, sugerindo que esta via de
inducdo de apoptose nido estd relacionada com a citotéxicidade deste

composto em células HL60.

* As células leucémicas HL60 sdo mais susceptiveis aos efeitos citotéxicos
desta droga do que células progenitoras da medula 6éssea de animais

normais.
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Estudos in vive

* A administragdo de 1,18 uM do Paladaciclo ferroceno 1:2 nio foi capaz de
reverter os efeitos supressores sobre a hematopoiése medular a presenca da

hematopoiése extramedular induzidos pelo desenvolvimento tumoral.

* A hematopoiése esplénica nio se manifesta em animais apenas tratados
com este composto, 0 que sugere uma baixa toxicidade desta droga em

baixas concentragdes.
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7. ABSTRACT
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In this work we have investigated the pharmacological and
toxicological potertial of a new organometallic compound containing
palladium as transition metal, wich was called in this study by Palladacycle
ferrocene 1:2. Thus, to evaluate the antitumoral activity in vivo, we have
analysed the growth and differentiation of granulocyte-macrophage
progenitor cells (GM-CFU) in the well established Ehrlich ascites tumor
(EAT) experimental model. Our results have demonstrated that the
Palladacycle ferrocene 1:2, administered for four consecutive days at a dose
of 1 mgkg (sc), was not able to revert the myelosuppression induced by the
EAT development. Similar results were obtained when we studied the
splenic hematopoiesis, since this pathological condition that is induced by
the tumor, was not inhibited by the administration of Palladacycle ferrocene
1:2. This characteristic was not observed in normal mice that received the
same treatment schedule suggesting a low sistemic toxicity for this drug.

The in vitro studies, using the clonal culture technique, have
demonstrated a dose-dependent reduction in the number of granulocyie-
macrophage progenitor cells (GM-CFU) of cultures treated with
Palladacycle ferrocene 1:2. However, the smallest concentration (1,18uM)
analyzed in this assay, showed no toxicity to the bone marrow progenitor
cells. This same concentration (1,18 puM), when added to the long-term
bone marrow culture, significantly increased the number of adherent
stromal cells in relation to the control non-treated cultures. This effect was
accompanied by a larger number of cobblestone areas, site of lodging of the
young cells in the long-term cultures, in these cultures.

The citotoxicity of this compound, analyzed by the Trypan Blue
exclusion test and the MTT colorimetric assay, showed an IC of 2,5 uM and
5,3 uM, respectively. The difference obtained for the ihibitory
concentrations described above could be explained, at least in part, by the
different methods used. The MTT test evaluates the capacity of the

mitochondrial enzyme succinato desidrogenase to reduce the MTT to
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formazan crystals and the Trypan Blue exclusion test evaluates the cell
integrity of the membrane.

The Bcl-2 expression, which controls the programmed cell death
and/or the resistance of the malignant cells to chemotherapeutic agents, was
unaltered in the presence of different Palladacycle ferrocene 1:2
concentrations. This absence of effects on the expression of this gene was
verifyied by immunocytochemistry (method of alkaline phosphatase, anti-
alkaline phosphatase-APAAP) and by RT-PCR techniques. These results
suggest that other mechanisms are involved in the induction of apoptosis by
this compound (which was verified in studies that are in progress in our
laboratory using Feulgen reaction).

Finally, we suggest that this compound, in low concentrations,
modulates the hematopoietic response and it also presents citotoxicity in
HL60 cell line. Studies in vivo are in progress in our laboratory to
characterize the molecular events involved in the hematopoietic response to

this drug.
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Tabela 2: Efeitos do Paladaciclo ferroceno 1:2 sobre o crescimento ¢
diferenciagdo de precursores hematopoiéticos para granulScitos e
macréfagos da medula 6ssea de camundongos Swiss inoculados com o TAE
e tratados com 1,18 uM do Paladaciclo ferroceno 1:2 . Resultados expressos

em percentagem em relacdo ao controle.

Plaass 1 2 3 4 5 6 7 8§ g9 Médapor .
Placa

Controle 105 103 104 99 104 107 106 102 101 1034+154 100

TAE 50 52 51 49 48 53 47 53 50 50,3+1,033 49

TAE?' 52 55 56 537 48 51 49 52 53 52,5+ 1,61 51
Paladaciclo -

Paladaciclo 102 104 100 102 101 103 101 98 100 101,2+087 98

Apéndice
99



Tabela 3: Efeitos do Paladaciclo ferroceno 1:2

diferenciacéo

de

precursores

hematopoiéticos

sobre o crescimento e

para

granuldcitos
macrofagos do bago de camundongos Swiss inoculados com o TAE e

<

tratados com 1,18 uM do Paladaciclo ferroceno 1:2 . Resultados EXPressos

em percentagem em relagio ao controle.

Placas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Meédia (%)
Controle 2 3 4 2 2 2 4 1 1 23+0324 100
TAE 31 33 30 26 29 31 28 27 34 298+0,803 49
TAE + Paladaciclo 28 24 29 26 28 27 29 27 25 27+ 0,222 51
Paladaciclo 2 3 2 3 2 3 4 4 3 280506 98
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Tabela 4: Efeitos do Paladaciclo ferroceno 1:2 sobre o crescimento e
diferenciacdo de precursores hematopoiéticos para granulécitos e macréfagos
da medula 6ssea de camundongos Swiss normais incubadas com diferentes
concentragées do Paladaciclo ferroceno 1:2 no momento de realizacio das

culturas. Resultados expressos em percentagem em relacio ao controle.

Placas 1 2 2 4 Média (%) P

Controle 130 129 129 123 127,7+3,20 100

L,18uM 122 130 118 119 1222+543 957 P>0,005

236uM 105 109 101 109 106+3,83 8 P<0,001

355uM 8 84 92 89 875+3,69 685 P<0,001

473uM 71 72 88 80 77,7+793 608 P<0,001

592uM 49 53 70 67 59,7+1030 46,7 P<0,001

710uM 55 56 57 58 S565+129 442 P<0,001

8,2uM 6 5 7 3 575+0957 45 P<0,001

14,8uM 3 2 2 3 25+0577 1,95 P<0,001
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Tabela 5: Variacido do peso do baco de camundongos Swiss inoculados com

células do TAE e tratados com vérias concentracdes do  Paladaciclo

ferroceno 1:2.

Animais i 2 3 Média P
Controle 0,381 0,360 0,352 0,364 + 0,014
TAE 0,430 0,427 0418 0,425+0,0062 P<0,01
Paladaciclo 0,395 0,380 0361 0,383+0,017 P >005
TAE + Paladaciclo 0,441 0,407 0412 0,420+0,018 P <001
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Tabela 6: Efeitos de véirias concentragSes do Paladaciclo ferroceno 1:2
sobre a viabilidade celular da linhagem leucémica HL60. Anilise realizada

pelo método de exclusao do azul de trypan.

Amostra 1 2 3 4 Média (%)
Controle 48 43 50 57 49,5 +5,80 100
1,18uM 35 33 40 34 355+298 72
2,36uM 34 34 22 18 27+8,24 54
3,55uM 19 12 15 14 15+294 30
4 73uM 06 05 12 14 9,25 +4,42 19
5,9uM 01 00 01 02 01 + 0,816 02
14,8uM 01 02 01 00 01+ 0,816 02
29,6uM 00 00 00 00 00+ 00 00
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Tabela 7: Nimero de células vidveis, ndo-vidveis e de CFU-GM obtido do
sobrenadante das culturas liquidas de longa duracdo da medula 6ssea de
animais Swiss normais. As culturas foram repopuladas apés a terceira
semana de incubagdo. Resultados expressos em quantidade total de células e

coldnias obtidas por cultura realizada em dois experimentos independentes.

Cultura Liquida de Longa Duracao - Controle

Nimero de células ~ Niimero de células Meédia (CFU- CFuU

Semanas vidveis (x 10%) ndo- vidveis (x10°) ) total/cultura

12 31+ 05 02+ 0

2% 25+ 0,9 03+ 0

38 23+ 0.4 02+ 0

43 21+ 1,1 01+ 0

58 34+ 1,3 02+ 0

62 22+ 0.3 03+ 0 60,3 + 2,082 1020

7 11+ 0,9 02+ 0 72,3 + 3,055 792

g 06+ 1,2 01+ 0 46,3 + 3,055 253

94 08+ 0,5 01% 0 44.6 + 6,145 135
43,6 + 451 110
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Tabela 8: Numero de células vidveis, nao-vidveis e o ntmero de CFU-GM
obtido do sobrenadante da cultura liquida de longa duragao tratada com,
1,18uM (concentracio final) do Paladaciclo ferroceno 1:2 apés a 57 semana.

As culturas foram repopuladas na 4 semana de incubacao.

Cultura Liquida de Longa Duracio com 1,18 uM Paladaciclo ferroceno 1:2

Nimero de
Nimero de células
Semanas células-ndo Média (CFU-C)

vidveis (x 10°) vidveis (109 total/cultura
12 10+0.9 04+0
7 11+0,7 0240
3 3111 01+0
42 12+08 03+0
5? 23+1,2 02+0
6 151 0,8 03+ 0 7.3 1 4,509 540
7 06 + 0,4 0410 50,6 + 2,082 385
g 04 + 0,1 02+0 66,6 + 4,163 202
' 00 01+0 12 + 2,000 24
0 0
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Tabela 9: Citotoxicidade do Paladaciclo ferroceno 1:2 em células da
linhagem HL60 apés 72 horas de incubagido a 37°C e 5% de COs,. Avaliacgio
realizada pelo método de reducdo do MTT a cristais de formazan em trés
experimentos independentes realizados em triplicatas. Leitura realizada
através de ELISA em 570nm. Resultados €Xpresscs em percentagem em

relagao ao controle.

MTT - Linhagem HL60 na presenca do Paladaciclo ferroceno 1:2

Concentragao (uM) (%) Sobrevida celular
0 100 + 1,02
0,5 96,4 + 2,03
1,1 852+1,45
23 77,7 + 4,51
35 61,6 + 1,47
4,7 52,6 +2,25
5.9 48,3 + 3,24
11,8 25+253
17,7 23,8+ 2,05
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